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Kayttotarkoitus

ipsogen PML-RARA bcrl -sarja on tarkoitettu luuytimen tai perifeeristen verindytteiden
PML-RARA-geenin bcrl-fuusiotranskriptien kvantifikaatioon akuuttia myelooista leukemiaa
(AML) sairastavien potilaiden alaryhmassa, joilla on diagnosoitu M3-morfologia ja
t(15;17)(gq22;q21)translokaatio ja katkoskohta sijoittuu PML-introniin 6. Tulosten perusteella
pyritddn seuraamaan potilaiden hoidon tehoa ja taudin uusiutumiseen liittyvda vahaista
jaanndstautia (MRD).

Yhteenveto ja selitykset

PML-RARA-fuusiogeenin (FG) transkriptit, jotka ovat t(15;17)(g22;g21)-translokaation
molekulaarisia tuloksia, liittyvat useimpiin akuutin promyelosyyttileukemian (APL) tapauksiin
(> 90 %), ja niiden sisalla erilliseen AML-alaryhmaan, joka kuuluu morfologisesti
M3-luokkaan. Taman ryhmén osuus AMLltapauksista on 10-15 %. Tasapainoisen
translokaation t(15;17) seurauksena promyelosyyttien leukamian geenit eli PML-geenit ja
retinoiinihapporeseptori-alfa- eli RARalfa-geenit yhdistyvat. Tuloksena on
PML-RARA-fuusioproteiini. Kimeerinen PML-RARA-proteiini on transkriptionaalinen repressori.
Sen ilmentyminen liittyy luuytimen erilaistumish&irioon, joka johtuu tuman
repressoriproteiinikompleksin (NcoR) lisdantyneesta yhdistymistaipumuksesta,
histonideasetylaasin (HDAC) aiheuttamasta kromatiinirakenteen muutoksesta ja transkription
estymisesta. APL:n hoito all trans -retinoiinihapolla (ATRA) on erittain tehokas hoitomuoto. Se
tukee erilaistumista edistamalla NCoR/HDAC-kompleksin vapautumista, jolloin transkriptio
palautuu normaaliksi.

RARA-katkoskohdat sijoittuvat aina introniin 2. PML-geenin katkoskohdat vaihtelevat ja sen
perusteella on eroteltu kolme PML-RARA-transkriptityyppia: pitkd (L tai bcrl, katkoskohta
intronissa 6), variantti (V tai bcr2, katkoskohta eksonissa 6) ja lyhyt (S tai ber3, katkoskohta
intronissa 3) (kuva 1). Naiden transkriptien osuus tapauksista on 55 %, 5 % ja 40 %.
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Suhteellinen yleisyys
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Kuva 1. Kaavio: PML-RARA-fuusiogeenin transkripti, EAC gPCR -alukkeet ja koetinsarja. Tyyppi berl (L):
ENF903-ENP942-ENR962. Tyyppi bcr2 (V): ENFOO6-ENP942-ENR962. Tyyppi ber3 (S):
ENF905-ENP942-ENR962. Alukkeiden ja koettimen alla oleva numero tarkoittaa nukleotidin paikkaa
normaalissa geenitranskriptiossa. Suhteellinen esiintyvyys tarkoittaa fuusiogeenin transkriptityypin
osuutta PML-RARA-varianteista.

APL:n yhdistelmahoidosta antrasykliinipohjaisella solunsalpaajalla ja ATRA:lla on saatu
erittdin hyvia tuloksia. Juuri diagnosoiduista potilaista jopa 70 prosentilla on saavutettu
pitkdaikainen remissio ja todenndkdinen paraneminen. Tauti kuitenkin uusiutuu
15-25 prosentilla potilaista ja heilla eloonja&misprosentti on pieni. Yksil6llisen
PML-RARA-fuusiogeenin tunnistamista tavanomaisella kvalitatiivisella
kaanteiskopioijaentsyymin polymeraasiketjureaktiolla (RT-PCR) on kaytetty laajalti nopeaan
diagnosointiin ja hoitovasteen ennustamiseen. Menetelméalla on kuitenkin haittansa eika se

ole kovinkaan herkka.
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PML-RARA-kopiomaéaran kvantifioinnilla reaaliaikaisella kvantitatiivisella PCR-analyysilla
(gPCR) on useita etuja. Se on erittdin herkka ja toistettava tekniikka, jolla voidaan
analysoida my6s kinetilkkaa. APL-potilaiden eri hoitovaiheissa kaytetyn vakiintuneen
standardoidun gPCR-protokollan (EAC-ohjelman) ennustearvon analysointi on osoittanut, etté
tdmé ratkaisumalli on luotettava vaihtoehto vahaisen jaannoéstaudin arviointiin ja etta
uusiutumisriskin  stratifikaatio voidaan selvittda normalisoidun PML-RARA-kopiomaaran
perusteella. Konsolidaation jalkeisessa analyysissé positiivinen gPCR-testi ennustaa vahvasti
hematologista uusiutumista. Yllapitohoidon aikana ja hoidon lopettamisen jalkeen
positiivinen qPCR-testi liittyy suurempaan uusiutumisriskiin ja lyhyempé&én elinaikaan.
Normalisoidun  PML-RARA-kopiomaaran kvantifiointiin  perustuvassa  uusiutumisriskin
luokituksessa potilaat jaetaan kolmeen ryhméaén: suuri, keskisuuri ja pieni uusiutumisriski (1).
PML-RARA:n seurantaa transkriptin herkalla tunnistamisella pidetddn APL:n hoitostrategian
olennaisena osana (viitteet 2 ja 3). Seurannan aikana hoidon tyyppid ja intensiteettia
muokataan potilaiden uusiutumisriskin mukaan.

Vahaisen jaannoéstaudin kvantifiointimenetelman standardointi ja validointi on tehty EAC:n
toteuttamassa monikeskushankkeessa. Julkaisuvuosi on 2003 (4, 5). ipsogen PML-RARA
berl -sarja perustuu téhan tekniikkaan.

Menetelman toimintaperiaate

gPCR-tekniikalla polymeraasiketjureaktion (PCR) tuotteet voidaan kvantifioida tarkasti
monistamisen eksponentiaalisessa vaiheessa. QPCR-tiedot saadaan nopeasti ilman
PCR-jalkikasittelya, kun fluoresoivat signaalit tunnistetaan reaaliaikaisesti PCR-syklien aikana
ja/tai niiden jalkeen. Tama vahentdd merkittavasti PCR-tuotteiden kontaminaatioriskia. Talla
hetkella gPCR-tekniikoissa on kolme paatyyppia: gPCR-analyysi SYBR® Green | Dye -varia
kayttaen, gPCR-analyysi hydrolyysikoettimia kayttaen ja gPCR-analyysi
hybridisaatiokoettimia kayttéen.
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Tama testi hyddyntaa kaksoisvérjattya gPCR-oligonukleotidien hydrolyysié. PCR:n aikana etu-
ja taka-alukkeet hybridisoituvat tiettyyn sekvenssiin. Samassa seoksessa on kaksoisvarjayksen
oligonukleotidi. Tamé koetin, joka koostuu 5‘-p&én reportterivarilla ja alavirran puoleisella
3“paan sammuttajavarilla leimatusta oligonukleotidista hybridisoituu kohdesekvenssiin
PCR-tuotteessa. Hydrolyysikoettimilla tehtdvd gPCR-analyysi hyddyntdad Thermus aquaticus
(Tag) -DNA-polymeraasin eksonukleaasiaktiivisuutta 5‘a3‘. Koettimen ollessa kiinnittyneena
kohdesekvenssiinsa reportteri- ja sammuttajavarin |&heisyys vaimentaa reportterin
fluoresenssia paaasiassa Forster-tyyppisella energiansiirrolla.

PCR:n aikana koetin kiinnittyy spesifisesti etu- ja taka-alukkeiden kohtien valilla, jos kohde on
paikalla. DNA-polymeraasin eksonukleaasiaktiivisuus 5‘a3‘ pilkkoo reportterin ja
sammuttajan valisséa olevan koettimen reportterin ja sammuttajan valissd vain, jos koetin
hybridisoituu kohteeseen. Sen jalkeen koettimen palaset irtoavat kohteesta ja juosteen
polymerisaatio jatkuu. Koettimen 3’-p&& on estetty, jotta koetin ei pitenisi PCR:n aikana
(kuva 2). Tama prosessi tapahtuu jokaisessa syklissa eik& se hairitse tuotteen
eksponentiaalista kertymista.

Fluoresenssisignaalin ~ voimistuminen  havaitaan vain, jos kohdesekvenssi  on
komplementaarinen koettimeen n&ahden ja siten monistuu PCR-ajon aikana. Siksi
epaspesifistd monistumista ei tunnisteta. Fluoresenssin lisdys on suoraan verrannollinen
kohteen monistumiseen PCR:n aikana.
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Kuva 2. Reaktioperiaate. Kokonais-RNA kaanteiskopioidaan ja tuotettu cDNA monistetaan
PCR-menetelmall& spesifisen alukeparin ja sisaisen kaksoisvarjatyn koettimen avulla (FAM™-TAMRA™).
Koetin sitoutuu amplikoniin PCR:n jokaisessa pariutumisvaiheessa. Kun Taq ulottuu koettimen liitoksesta
amplikoniin, se irrottaa koettimen 5°-paan, jota sitten Tag-DNA-polymeraasin eksonukleaasiaktiivisuus
5‘a3‘ hajottaa. Pilkkominen jatkuu, kunnes jaljelle jadva koetin sulattaa amplikonin pois. Taméa prosessi
vapauttaa fluoroforin ja sammuttajan liuokseen, erottaa ne ja johtaa fluoresenssin lisdantymiseen
FAM:sta ja fluoresenssin vahentymiseen TAMRA:sta.
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Toimitetut materiaalit

Sarjan sisaltd

ipsogen PML-RARA bcrl Kit
Luettelonumero

Reaktioiden maara

(24)
672123
24

Komponentti

Nimi

Maara

ABL Control Gene Standard Dilution
(ABL-kontrolligeenin standardilaimennus)
(108 kopiota / 5 pl)

ABL Control Gene Standard Dilution
(ABL-kontrolligeenin standardilaimennus)
(10* kopiota / 5 pl)

ABL Control Gene Standard Dilution
(ABL-kontrolligeenin standardilaimennus)
(10° kopiota /7 5 pl)

PML-RARA bcrl Fusion Gene Standard

Dilution (PML-RARA bcrl -fuusiogeenin
standardilaimennus) (10* kopiota / 5 pl)

PML-RARA bcrl Fusion Gene Standard
Dilution (PML-RARA bcrl -fuusiogeenin
standardilaimennus) (10?2 kopiota / 5 pl)

PML-RARA bcrl Fusion Gene Standard
Dilution (PML-RARA bcrl -fuusiogeenin
standardilaimennu) (102 kopiota / 5 pl)

PML-RARA bcrl Fusion Gene Standard

Dilution (PML-RARA bcrl -fuusiogeenin
standardilaimennus) (10° kopiota / 5 pl)

PML-RARA bcrl Fusion Gene Standard
Dilution (PML-RARA bcrl -fuusiogeenin
standardilaimennus) (106 kopiota / 5 pl)

C1-ABL

C2-ABL

C3-ABL

F1-PML-RARA bcrl

F2-PML-RARA bcrl

F3-PML-RARA bcrl

F4-PML-RARA bcrl

F5-PML-RARA bcrl

50 pl

50 pl

50 pl

50 pl

50 pl

50 pl

50 pl

50 ul
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ipsogen PML-RARA bcrl Kit (24)
Luettelonumero 672123

Reaktioiden maara 24

Primers and Probe Mix ABL (Alukkeet ja
koetinseos ABL)*

Primers and Probe Mix PML-RARA bcrl PPF-PML-RARA bcrl
Fusion Gene (Aluke- ja koetinseos 25x 110 pl
PML-RARA bcrl —fuusiogeeni)?

PPC-ABL 25x 90 ul

ipsogen PML-RARA bcrl -sarjan kasikirja 1

* ABL-kontrolligeenin spesifisten taka- ja etualukkeiden seos ja spesifinen FAM-TAMRA-koetin.
T PMLRRARA bcrl -fuusiogeenin spesifisten taka- ja etualukkeiden seos ja spesifinen FAM-TAMRA-koetin.

Huomautus: sentrifugoi standardilaimennukset seka aluke- ja koetinseokset kevyesti ennen
kayttoa.

Tarvittavat materiaalit (jotka eivat kuulu
toimitukseen)

TyOskenneltdessa kemikaalien kanssa on aina kaytettdva asianmukaista laboratoriotakkia,
kertakayttokasineité ja suojalaseja. Lisdtietoja on tuotekohtaisissa kayttéturvallisuustiedotteista,
joita on saatavilla tuotteen toimittajalta.

Varmista, ettd vélineet on tarkastettu ja kalibroitu valmistajan ohjeiden mukaan.

Reagenssit

I Nukleaasiton PCR-vesi

I Reagenssit kaanteistranskriptiota varten: Validoitu reagenssi on Superscript® Il
(tai Superscript) Reverse Transcriptase, sisaltaa 5x First-Strand-puskuria, 2100 mM DTT
(Life Technologies, luettelonumero 18064-022)

1 RNaasin inhibiittori: Validoitu reagenssi on RNaseOUT™ (Life Technologies,
luettelonumero 10777-019)
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dNTP-sarja, PCR-kayttdon sopiva
Satunnainen heksameeri
MgCl2

Puskuri ja Tag-DNA-polymeraasi: Validoidut reagenssit ovat TagMan® Universal PCR
Master Mix (Master Mix PCR 2x) (Life Technologies, luettelonumero 4304437) ja
LightCycler TagMan Master (Master Mix PCR 5x) (Roche, luettelonumero 04535286001)

Tarvikkeet

Nukleaasittomia, aerosolisuojattuja, steriileja PCR-pipettiké&rki&, joissa on hydrofobinen
suodatin

0,5 tai 0,2 ml:n RNaasi- ja DNaasittomia PCR-putkia

Jaata

Laitteet

Mikrolitrapipetteja, jotka on tarkoitettu PCR:&&n kasittelyyn (1-10 pl; 10-100 pl;
100-1 000 pl)

Péytamallinen sentrifugi, jossa on roottori 0,2/0,5 ml:n reaktioputkia varten
(suurin nopeus 13 000/14 000 rpm)

Reaaliaikainen PCR-laite: Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM tai muut Rotor Gene Q -laitteet,
LightCycler 1.2, 2.0 tai 480, ABI PRISM 7000, 7700 tai 7900HT SDS, Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR -jarjestelma tai SmartCycler ja niihin liittyvat materiaalit

PCR-laite tai vesihaude (k&&nteistranskriptiovaihe)

Komplementaariset reagenssit

ipsogen PML-RARA bcrl Controls Kit (ipsogen PML-RARA bcrl —kontrollisarja)
(luettelonumero 672091) vain tutkimuskayttddn. Koostuu solulinjoista, joilla on PML-RARA
berl -fuusiogeenin negatiivinen, voimakas ja heikko positiivinen ilmentyminen. RNA:n
eristyksen ja k&anteistranskription kvalitatiiviseen validointiin.
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Varoitukset ja varotoimet

In vitro -diagnostiikkaan

Tyoskenneltdessad kemikaalien kanssa on aina kaytettava asianmukaista laboratoriotakkia,
kertakayttokasineita ja suojalaseja. Lisdtietoa saa tuotekohtaisista kayttturvatiedotteista. Ne
ovat saatavilla PDF-muotoisina verkossa sivulla www.giagen.com/safety, jossa voit
tarkastella ja tulostaa kaikkien QIAGEN-sarjan ja sarjakomponentin
kayttoturvallisuustiedotteita.

Havita nayte- ja analyysijate paikallisten turvallisuusmaaraysten mukaisesti.

Yleiset varotoimet

gPCR-testien kayttdminen edellyttdd hyvien laboratoriokaytantdjen noudattamista, kuten
molekyylibiologiaan kéaytettavien laitteiden yllapitoa sovellettavien sddddsten ja standardien
mukaisesti.

Tama sarja on tarkoitettu kaytettavaksi in vitro -diagnostiikassa. Tdméan sarjan mukana
toimitettujen reagenssien ja ohjeiden laatu on validoitu. Reagenssien lisélaimennus tai
inkubaatioajan ja -lampétilan muuttaminen voi tuottaa virheellisia tai ristiriitaisia tietoja.
PPC- ja PPFreagenssit saattavat muuttua, jos ne altistuvat valolle. Kaikki reagenssit on
suunniteltu erityisesti tata testia varten. Testi toimii parhaiten, kun sen osia ei vaihdeta
muihin.

Transkriptiomaarien selvittdminen gPCR:lla edellyttdd sek& mRNA:n k&&nteistranskriptiota
etta tuotetun cDNA:n monistamista PCR:lla. Siksi koko testaus on tehtdva ribo- ja
deoksiribonukleaasittomissa olosuhteissa.

Esta varotoimilla seuraavat:

I RNaasi/Dnaasi-kontaminaatio, joka voi hajottaa mallin mRNA:ta ja tuotettua cDNA:ta
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I mRNA:n tai PCR:n nédytteiden vélinen kontaminaatio, joka aiheuttaa vaaran positiivisen

signaalin.

Siksi on suositeltavaa noudattaa seuraavia ohjeita.

1 Kéayta nukleaasittomia laboratoriovalineita (esimerkiksi pipetteja, pipettien karkia,
reaktiopulloja) ja kayta kasineita testia tehdessasi.

1 Kéyta kaikissa pipetointivaiheissa uusia aerosolisuojattuja pipettikarkia naytteiden ja
reagenssien ristikontaminaation valttamiseksi.

1 Valmistele esi-PCR-pa&seos vain tarkoitukseen varatuilla materiaaleilla (kuten pipetit ja
karjet) erillisella alueella, jonne ei tuoda DNA-matriiseja (cDNA:ta, DNA:ta, plasmideja).
Lisda malli erillisella alueella (mieluiten eri huoneessa) siihen tarkoitetuilla materiaaleilla
(kuten pipetit ja karjet).

1 Kasittele standardilaimennuksia (C1-3 ja F1-5) erillisessad huoneessa.

Reagenssien sailytys ja kasittely

Sarjat toimitetaan kuivajaddssa ja vastaanottamisen jalkeen niita on sailytettava
=30 ... =15 °C:n lampdtilassa.

1 Valta aluke- ja koetinseosten altistamista valolle (PPC- ja PPF-putket).

1 Sekoita ja sentrifugoi putkia kevyesti ennen avaamista.

1 Sailyta sarjan kaikkia osia alkuperéaisissé sailidissa.

Nama sailytysolosuhteet koskevat sekd avattuja ettd avaamattomia komponentteja. Jos

komponentteja ei sailytetd merkintdjen mukaisesti, ne eivat valttdmatta toimi oikein ja ne

voivat haitata testituloksia.

Reagenssien vanhenemispaivat on ilmoitettu kunkin komponentin merkinndissa. Oikein
sdilytetyn tuotteen suorituskyky sailyy merkinnéassa ilmoitettuun vanhenemispaivaan asti.
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Taman tuotteen epavakauden osoittamiseksi ei ole selvia merkkejé. Positiiviset ja negatiiviset
kontrollit pitaisi ajaa samanaikaisesti tuntemattomien naytteiden kanssa.
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Menetelma

Naytteen RNA:n valmistelu

Potilaiden naytteistda (veri tai luuydin) tehtdva RNA:n valmistelun on tehtava validoidulla
menetelmalla. RNA:n laatu vaikuttaa merkittavasti testin laatuun. Suosittelemme puhdistetun
RNA:n kvalifiointia agaroosi*-geelielektroforeesilla tai Agilent® Bioanalyzer® -ajolla ennen

analysointia.
Protokolla: Suositeltu standardoitu EAC-kaanteistranskriptio

Ennen aloittamista tehtavét valmistelut

1 Valmista dNTP:t (10 mM). Sailytd —20 °C:n lampétilassa alikvooteissa.
1 Valmista satunnainen heksameeri, 100 pM. Sailytd =20 °C:n lampétilassa alikvooteissa.

1 Valmista MgClz, 50 mM. Sailytd —20 °C:n lampdtilassa alikvooteissa.

Menetelma

=Y

. Sulata tarvittavat komponentit ja aseta ne jadhauteeseen.

N

Inkuboi 1 pg RNA:ta (1-4 pl) 10 minuuttia 70 °C:n lampdtilassa ja jaahdyta valittamasti
jaahauteessa 5 minuutin ajan.

3. Sentrifugoi hetki (noin 10 sekuntia, 10 000 rpm), jotta neste kertyy putken pohjalle.
Sailyta jaahauteessa.

4. Valmista seuraava RT-seos kasiteltavien naytteiden maaran mukaan (taulukko 1).

* Tydskenneltdessa kemikaalien kanssa on aina kaytettéva asianmukaista laboratoriotakkia, kertakayttokasineita ja
suojalaseja.
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Taulukko 1. RT-seoksen valmistus

Naytekohtainen Lopullinen

Komponentti mddra (pl) konsentraatio
First-Strand-puskuri (toimitetaan Superscript |l

- . 4,0 1x
Reverse Transcriptase -reagenssin mukana), 5x
MgCI2 (50 mM) 2,0 5 mM
dNTP:t (10 mM, valmistetaan aiemmin ja 20 1 mM
sdilytetdén —20 °C lampdtilassa alikvooteissa) ’
DTT (100 mM, t_0|m|tetaan Supe_rscrlpt Il 2.0 10 mM
Reverse Transcriptase -reagenssin kanssa)
RNaasin inhibiittori (40 U/Zpl) 0,5 1u/ul
RNaasin inhibiittori (40 U/pl) 0,5 1 U/ul
Satunnainen heksameeri (100 pM) 5,0 25 uM
Superscript Il tai Superscript Reverse
Transcriptase (200 U/pl) 0.5 2 B
Lammitetty RNA-nayte (lisatdan vaiheessa 5) 1,0-4,0 50 ng/ul
Nukleaasiton PCR-vesi (lisataan vaiheessa 5) 0,0-3,0 -
Lopullinen mééra 20,0 -

5. Pipetoi 16 pl RT-seosta jokaisen PCR-putkeen. Lisa& sitten 1-4 pl (1 pg) RNA:ta
(vaiheesta 3) ja muuta maaraksi 20 ul nukleaasittomalla PCR-vedella (taulukko 2).
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Taulukko 2. Kaanteistranskription reaktion valmistelu

Komponentti Maara (pl)
RT-seos 16
Lammitetty nayte-RNA (1 pg) 1-4
Nukleaasiton PCR-vesi 0-3
Lopullinen maara 20

6. Sekoita hyvin ja sentrifugoi hetki (noin 10 sekuntia, 10 000 rpm), jotta neste kertyy
putken pohjalle.

7. Inkuboi 20 °C:n [Ampétilassa 10 minuuttia.

8. Inkuboi 42 °C:n lampétilassa PCR-laitteessa 45 minuuttia ja sitten heti 99 °C:n
lampétilassa 3 minuuttia.

9. Jadhdyta jadhauteessa (jotta reaktio pysahtyy) 5 minuuttia.

10.Sentrifugoi hetki (noin 10 sekuntia, 10 000 rpm), jotta neste kertyy putken pohjalle.
Sailyta jaahauteessa.

11.Laimenna lopullista cDNA:ta nukleaasittomalla PCR-vedella (30 ul) niin, etta lopulliseksi
maaraksi tulee 50 pl.

12.Tee PCR seuraavien protokollien ja gPCR-laitteen mukaan.
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Protokolla: qPCR Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM- tai Rotor-Gene Q
5plex HRM -laitteella, jossa 72 putken roottori

Talla laitteella suosittelemme tekemaan kaikki mittaukset kahdesti, kuten taulukossa 3 esitetaan.

Taulukko 3. Reaktioiden m&ara Rotor-Gene Q -laitteilla, joissa on 72 putken roottori

Naytteet Reaktiot

ABL-aluke- ja koetinseoksella (PPC-ABL)
n cDNA-naytetta n x 2 reaktiota

ABL-standardi 2 x 3 reaktiota (3 laimennusta,
kaksi testia kullakin)

Vesikontrolli 2 reaktiota
PML-RARA bcrl -aluke- ja koetinseoksella (PPF-PML-RARA bcrl)
n cDNA-naytetta n x 2 reaktiota

PML-RARA-standardi 2 x 5 reaktiota (5 laimennusta,
kaksi testia kullakin)

Vesikontrolli 2 reaktiota

Naytteiden kasittely Rotor-Gene Q -laitteilla, joissa on 72 putken roottori

Suosittelemme testaamaan vahintddn 8 cDNA-naytettd samassa kokeessa. Nain optimoidaan

standardien ja aluke- ja koetinseosten kaytto.
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Kuva 3. Ehdotetut roottorin asetukset, kun koe tehdéén ipsogen PML-RARA bcrl -sarjalla.
F1-5: PML-RARA bcrl -standardit, C1-3: ABLsstandardit, S: cDNA-nayte, H20O: vesikontrolli.

Huomautus: Muista asettaa testattava nayte aina roottorin paikkaan 1. Muutoin laite ei tee
kalibrointia kalibrointivaiheessa ja testistd saadaan virheellisia fluoresenssitietoja.

Tayta kaikki muut paikat tyhjilla putkilla.
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gPCR-ajo Rotor-Gene Q -laitteilla, joissa on 72 putken roottori

Huomautus: tee kaikki vaiheet jaassa.

Menetelméa

1. Sulata tarvittavat komponentit ja aseta ne jadhauteeseen.

2. Valmista seuraava qPCR-seos kasiteltdvien naytteiden maaran mukaan.

Kaikki konsentraatiot koskevat reaktion lopullista maaraa.

Taulukossa 4 esitetdan pipetointijarjestys yhden reagenssiseoksen valmistusta varten.

Laskelma perustuu lopulliseen reaktioon, jonka maara on 25 pl. Esiseos voidaan valmistaa
reaktioiden maaran mukaan samalla aluke- ja koetinseoksella (PPC-ABL tai PPF-PML-RARA

berl). Mukaan on siséllytetty lisatilavuutta pipetointivirheen kompensoimista varten.

Taulukko 4. qPCR-seoksen valmistus

ABL: PML-RARA becrl:

1 reaktio 24 +1 28 + 1 reaktiota Lopullinen
Komponentti (pl) reaktiota (pl) (pl) konsentraatio
TagMan Universal
PCR Master Mix, 2x 12,5 8125 3625 Ix
Aluke- ja koetinseos, 1 o5 29 1x
25x
Nukleaasiton
PCRAES] 6,5 162,5 188,5 -
Nayte (lisataan
vaiheessa 4) s S/kpl S/kpl B
Kokonaismaara 25 25/kpl 25/kpl -

3. Annostele 20 ul gPCR-esiseosta putkea kohti.
4. Lisaa 5 pl kdanteistranskriptiosta saatua RT-tuotetta (cDNA, 100 ng, RNA:ta vastaava)
(lisétietoja on kohdassa Protokolla: Suositeltu standardoitu EAC-kaanteistranskriptio,

sivulla 15) vastaavaan putkeen (kokonaismaara 25 pl).
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5. Sekoita varovasti pipetoimalla yl6s ja alas.
6. Aseta putket PCR-laitteeseen valmistajan suositusten mukaan.

7. Ohjelmoi Rotor-Gene Q -laitteeseen taulukon 5 mukainen PCR-ohjelma.

Taulukko 5. Lampétilaprofiili

Analyysi Kvantitaatio

Pito Lampétila: 50 astetta
Aika: 2 minuuttia

Pito 2 Lampétila: 95 astetta
Aika: 10 minuuttia

Syklit 50 kertaa
95 astetta 15 sekuntia

60 astetta 1 minuutti, FAM-fluoresenssin keruu
kanavalla Vihrea: Yksi

8. Kaynnista PCR-ohjelma taulukon 5 mukaan.

9. Valitse Rotor-Gene Q -laitteessa analyysille Slope Correct. Suositeltava kynnys on 0,03.
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Protokolla: qPCR-ajo ABI PRISM 7000-, 7700- ja 7900HT
SDS -laitteilla, Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR -jarjestelmalla
ja LightCycler 480 -laitteella

96-kuoppaisella gPCR-laitteella suosittelemme tekem&é&n kaikki mittaukset kahdesti, kuten

taulukossa 6 esitetaan.

Taulukko 6. Reaktioiden maara 96-kuoppaisella gPCR-laitteella

Naytteet Reaktiot

ABL-aluke- ja koetinseoksella (PPC-ABL)
n cDNA-naytetta n x 2 reaktiota

ABL-standardi 2 x 3 reaktiota (3 laimennusta,
kaksi testia kullakin)

Vesikontrolli 2 reaktiota
PML-RARA bcrl -aluke- ja koetinseoksella (PPF-PML-RARA bcrl)
n cDNA-naytetta n x 2 reaktiota

PML-RARA-standardi 2 x 5 reaktiota (5 laimennusta,
kaksi testia kullakin)

Vesikontrolli 2 reaktiota

Naytteiden kasittely ABI PRISM 7000-, 7700- ja 7900 SDS -laitteilla, Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR -jarjestelméalla ja LightCycler 480 -laitteella

Suosittelemme  testaamaan vahintddn 8 cDNA-ndytettd samassa kokeessa. Nain
optimoidaan standardien ja aluke- ja koetinseosten kaytt6. Kuvan 4 levymallissa on

esimerkki kyseisestd kokeesta.

22 ipsogen PML-RARA bcrl -sarjan kasikirja 11/2017



L -
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Kuva 4. Ehdotettu levyjérjestys yhta koetta varten. S: cDNA-nayte, F1-5: PML-RARA bcrl -standardit,
C1-3: ABL-standardit, H2O: vesikontrolli.

gPCR-ajo ABI PRISM 7000-, 7700- ja 7900 SDS -laitteilla, Applied Biosystems
7500 Real-Time PCR -jarjestelméalla ja LightCycler 480 -laitteella

Huomautus: Tee kaikki vaiheet jaassa.

Menetelméa

1. Sulata tarvittavat komponentit ja aseta ne jadhauteeseen.

2. Valmista seuraava qPCR-seos kasiteltdvien naytteiden maaran mukaan.
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Kaikki konsentraatiot koskevat reaktion lopullista maaraa.

Taulukossa 7 esitetddn pipetointijarjestys yhden reagenssiseoksen valmistusta varten.
Laskelma perustuu lopulliseen reaktioon, jonka méaéra on 25 pl. Esiseos voidaan
valmistaa reaktioiden maaran mukaan samalla aluke- ja koetinseoksella (PPC-ABL tai
PPF-PML-RARA bcrl). Mukaan on siséllytetty lisétilavuutta pipetointivirheen
kompensoimista varten.

Taulukko 7. gPCR-seoksen valmistus

ABL: PML-RARA ber1:

1 reaktio 24 +1 28 + 1 reaktiota Lopullinen
Komponentti (pl) reaktiota (pl) (pl) konsentraatio
TagMan Universal
PCR Master Mix, 2x 12.5 3125 3625 x
Aluke- ja koetinseos, 1 25 29 1x
25x
Nukleaasiton
PCRAesi 6,5 162,5 188,5 -
Nayte (lisataan
vaiheessa 4) > 5/kpl 5/kpl
Kokonaismaara 25 25/kpl 25/kpl -

w

Annostele 20 ul gPCR-esiseosta kuoppaa kohti.

4. Lisaa 5 pl kaanteistranskriptiosta saatua RT-tuotetta (cDNA, 100 ng, RNA:ta vastaava)
(lisétietoja on kohdassa Protokolla: Suositeltu standardoitu EAC-kaanteistranskriptio,

sivulla 15) vastaavaan kuoppaan (kokonaismaara 25 pl).
5. Sekoita varovasti pipetoimalla yl6s ja alas.
6. Sulje levy ja sentrifugoi kevyesti (300 x g, noin 10 sekuntia).

7. Aseta levy PCR-laitteeseen valmistajan suositusten mukaan.
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Ohjelmoi PCR-laitteeseen taulukon 8 mukainen PCR-ohjelma, jos kéytdssé on ABI PRISM
7000-, 7700- tai 7900HT SDS -laite tai Applied Biosystems 7500 Real-Time
PCR -jarjestelmd, tai taulukon 9 mukainen ohjelma, jos kaytdssa on LightCycler

480 -laite.

Taulukko 8. Lampétilaprofiili: ABI PRISM 7000-, 7700- ja 7900HT SDS -laitteet ja Applied

Biosystems 7500 Real-Time PCR -jarjestelma

Analyysi
Pito

Pito 2

Syklit

Standardikéyrd — Absoluuttinen kvantitaatio
Lampétila: 50 °C

Aika: 2 minuuttia

Lampdtila: 95 °C

Aika: 10 minuuttia

50 kertaa

95 °C 15 sekuntia

60 °C 1 minuutti, FAM-fluoresenssin keruu, sammuttaja:
TAMRA

Taulukko 9. Lampdtilaprofiili: LightCycler 480 -laite

Analyysi
Detektoinnit

Pito

Pito 2

Syklit

Absoluuttinen kvantitaatio ("Abs Quant”)
Valitse detektointi-ikkunasta ”Simple Probe”
Lampétila: 50 °C

Aika: 2 minuuttia

Lampétila: 95°C

Aika: 10 minuuttia

50 kertaa

95 °C 15 sekuntia

60 °C 1 minuutti, FAM-fluoresenssin keruu, vastaavuus
(483-533 nm) LC-versio 01 ja (465-510 nm) LC-
versio 02
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8. Jos kaytdssa on ABI PRISM 7000-, 7700- tai 7900HT SDS -laite tai Applied Biosystems
7500 Real-Time PCR -jarjestelma, noudata vaihetta 8a. Jos kaytdssa on LightCycler 480,
noudata vaihetta 8b.

8a. ABI PRISM 7000-, 7700- ja 7900HT SDS ja Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR
-jarjestelmé: Suositeltava kynnys on 0,1 analyysivaiheen EAC-protokollaan mukaisesti
ja perustaso 3 ja 15 syklin valilla. Aloita PCR-ohjelma taulukon 8 mukaan.

8b. LightCycler 480: Suositeltava analyysimenetelm& on Fit point, tausta 2,0 ja
kynnys 2,0. Aloita PCR-ohjelma taulukon 9 mukaan.

Protokolla: qPCR-ajo LightCycler 1.2- ja 2.0-laitteilla

Kapillaarisilla laitteilla on suositeltavaa mitata naytteet kahdesti ja kontrollit vain kerran
taulukon 10 mukaisesti.

Taulukko 10. Reaktioiden maéara: LightCycler 1.2- ja 2.0-laitteet

Naytteet Reaktiot

ABL-aluke- ja koetinseoksella (PPC-ABL)
n cDNA-naytetta n x 2 reaktiota

ABL-standardi 1 x 3 reaktiota
(3 standardilaimennusta,
jokainen testataan kerran)

Vesikontrolli 1 reaktio
PML-RARA bcrl -aluke- ja koetinseoksella (PPF-PML-RARA bcrl)
n cDNA-naytetta n x 2 reaktiota

PML-RARA-standardi 1 x 5 reaktiota
(5 standardilaimennusta,
jokainen testataan kerran)

Vesikontrolli 1 reaktio
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Naytteiden kasittely LightCycler 1.2- ja 2.0-laitteilla

Suosittelemme  testaamaan véhintddn 5 cDNA-ndytettd samassa kokeessa. Nain
optimoidaan standardien ja aluke- ja koetinseosten kayttd. Kuvan 5 kapillaarimallissa on
esimerkki kokeesta.

H,0 31 5]

Kuva 5. Ehdotetut roottorin asetukset, kun koe tehdéén ipsogen PML-RARA bcrl -sarjalla.
F1-5: PML-RARA bcrl -standardit, C1-3: ABLstandardit, S: analysoitava tuntematon DNA-nayte, H20O:
vesikontrolli.

gPCR-ajo LightCycler 1.2- ja 2.0-laitteilla

Huomautus: Teknisten vaatimusten takia LightCycler-kokeet on tehtéava tietyilla reagensseilla.
Suosittelemme kayttamaan LightCycler TagMan Master -reagenssia ja valmistamaan Master
Mix 5x valmistajan ohjeiden mukaan.

Huomautus: tee kaikki vaiheet jaassa.
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Menetelma

1. Sulata tarvittavat komponentit ja aseta ne jaadhauteeseen.
2. Valmista seuraava qPCR-seos kasiteltdvien naytteiden mééran mukaan.
Kaikki konsentraatiot koskevat reaktion lopullista maaréa.

Taulukossa 11 esitetéddn pipetointijarjestys yhden reagenssiseoksen valmistusta varten.
Laskelma perustuu lopulliseen reaktioon, jonka maéra on 20 pl. Esiseos voidaan valmistaa
reaktioiden maaran mukaan samalla aluke- ja koetinseoksella (PPC-ABL tai PPF-PML-RARA

berl). Mukaan on siséllytetty lisatilavuutta pipetointivirheen kompensoimista varten.

Taulukko 11. gPCR-seoksen valmistus

ABL: PML-RARA ber1:

1 reaktio 14 +1 16 + 1 reaktiota Lopullinen
Komponentti (pl) reaktiota (pl) (pl) konsentraatio
Tuore LightCycler
TagMan Master 4,0 60,0 68,0 1x
Mix, 5x
Aluke- ja koetinseos, 0.8 12.0 13.6 1x
25x
NuI_(Ieaasnon PCR- 102 153.0 173.4 B
vesi
Nayte (lisataan
vaiheessa 4) > 14 2 -
Kokonaismaara 20 20/kpl 20/kpl -

3. Annostele 15 ul gPCR-esiseosta kapillaaria kohti.

4. Lisaa 5 pl kéanteistranskriptiosta saatua RT-tuotetta (cDNA, 100 ng, RNA:ta vastaava)
(lisatietoja on kohdassa Protokolla: Suositeltu standardoitu EAC-kaanteistranskriptio,

sivulla 15) vastaavaan putkeen (kokonaismaara 20 pl).

5. Sekoita varovasti pipetoimalla ylos ja alas.
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6. Aseta kapillaarit laitteen mukana tulleisiin sovittimiin ja sentrifugoi kevyesti (700 x g,
noin 10 sekuntia).

7. Aseta kapillaarit PCR-laitteeseen valmistajan suositusten mukaan.

8. Ohjelmoi LightCycler 1.2- tai 2.0-laitteeseen taulukon 12 mukainen PCR-ohjelma.

Taulukko 12. Lampétilaprofiili

Analyysi Kvantifikaatio
Pito Lampétila: 95 °C
Aika: 10 minuuttia
Lampétilan muutosnopeus: 20
Syklit 50 kertaa
95 °C 10 sekuntia, lampdtilan muutosnopeus: 20

60 °C 1 minuutti, lampé6tilan muutosnopeus: 20,
FAM-fluoresenssin keruu: Yksi

Pito 2 45°C 1 minuutti, lampdtilan muutosnopeus: 20

9. Jos kaytdssa on LightCycler 1,2, noudata vaihetta 9a. Jos kaytdssa on LightCycler 2,0,
noudata vaihetta 9b.

9a. LightCycler 1,2: Suositus: F1/F2 ja 2nd derivative analysis -tila. Aloita PCR-ohjelma
taulukon 12 mukaan.

9b. LightCycler 2,0: LightCycler 2.0 -ohjelman versiossa 4.0 suositeltava analyysi on
automaattinen (Automated, F’’'max), jotta tulokset ovat toistettavissa. Aloita
PCR-ohjelma taulukon 12 mukaan.
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Protokolla: qPCR-ajo SmartCycler-laitteella

Talla laitteella on suositeltavaa mitata naytteet kahdesti ja kontrollit vain kerran taulukon

13 mukaisesti.

Taulukko 13. Reaktioiden m&ara SmartCycler-laitteella

Naytteet Reaktiot

ABL-aluke- ja koetinseoksella (PPC-ABL)
n cDNA-naytetta n x 2 reaktiota

ABL-standardi 1 x 3 reaktiota
(3 standardilaimennusta,
jokainen testataan kerran)

Vesikontrolli 1 reaktio
PML-RARA bcrl -aluke- ja koetinseoksella (PPF-PML-RARA bcrl)
n cDNA-naytetta n x 2 reaktiota

PML-RARA-standardi 1 x 5 reaktiota
(5 standardilaimennusta,
jokainen testataan kerran)

Vesikontrolli 1 reaktio

Naytteiden kasittely SmartCycler-laitteella

Suosittelemme testaamaan vahintdan 5 cDNA-ndytettéd samassa kokeessa. N&in optimoidaan
standardien ja aluke- ja koetinseosten kayttd. Kuvassa 6 on kahden lohkon malli.
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. . ' .a .a .e .. Taméan ensimmaisen lohkon

eeooee .. kaikki testit tehdzan PPC-ABL:II&
° oeoe@oo Taman toisen lohkon kaikki testit
eeee 0069 tehdaan PPF-PML-RARA bcrl:lla

Kuva 6. Ehdotettu levyjarjestys yhté koetta varten. S: cDNA-nayte, F1-5: PML-RARA bcrl -standardit,
C1-3: ABLstandardit, H2O: vesikontrolli.

gPCR-ajo SmartCycler-laitteella

Huomautus: tee kaikki vaiheet jaassa.

Menetelméa

1. Sulata tarvittavat komponentit ja aseta ne jadhauteeseen.
2. Valmista seuraava qPCR-seos kasiteltdvien naytteiden maaran mukaan.
Kaikki konsentraatiot koskevat reaktion lopullista maaraa.

Taulukossa 14 esitetéddn pipetointijarjestys yhden reagenssiseoksen valmistusta varten.

Laskelma perustuu lopulliseen reaktioon, jonka maéara on 25 pl. Esiseos voidaan valmistaa

reaktioiden maaran mukaan samalla aluke- ja koetinseoksella (PPC-ABL tai PPF-PML-RARA

berl). Mukaan on siséllytetty liséatilavuutta pipetointivirheen kompensoimista varten.
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Taulukko 14. gPCR-seoksen valmistus

ABL: PML-RARA bcr1:

1 reaktio 14 +1 16 + 1 reaktiota Lopullinen
Komponentti (pl) reaktiota (pl) (pl) konsentraatio
TagMan Universal
PCR Master Mix, 2x 125 187.5 2125 x
Aluke- ja koetinseos, 1 15 17 1x
25x
Nukleaasiton
PCRAES] 6,5 97,5 110,5 -
Nayte (lisataan
vaiheessa 4) > 5/kpl 5/kpl
Kokonaismaara 25 25/kpl 25/kpl -

3. Annostele 20 pl gPCR-esiseosta kuoppaa kohti.

4. Lisaa 5 pl kaanteistranskriptiosta saatua RT-tuotetta (cDNA, 100 ng, RNA:ta vastaava)
(lisétietoja on kohdassa Protokolla: Suositeltu standardoitu EAC-kaanteistranskriptio,

sivulla 15) vastaavaan putkeen (kokonaismaara 25 pl).
5. Sekoita varovasti pipetoimalla ylos ja alas.
6. Aseta naytteet PCR-laitteeseen valmistajan suositusten mukaan.

7. Ohjelmoi SmartCycler-laitteeseen taulukon 15 mukainen PCR-ohjelma.
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Taulukko 15. Lampdétilaprofiili

Pito Lampétila 50 °C
Aika: 2 minuuttia
Pito 2 Lampétila: 95 °C
Aika: 10 minuuttia
Syklit 50 kertaa
95 °C 15 sekuntia
60 °C 1 minuutti, kerays: Yksi

8. Suositeltava kynnys on 30. Kaynnista PCR-ohjelma taulukon 15 mukaan.
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Tulosten tulkinta

Tietojen analysointiperiaate

TagMan-tekniikassa kynnyssyklilla (Cr) tarkoitetaan kynnyksen ylittdvan signaalin
tunnistamista varten tarvittavaa PCR-syklien m&arda. Se on suoraan verrannollinen reaktion
alussa olevaan kohdeméaaraan.

Kayttamalla standardeja, joiden molekyylimdara tunnetaan, voidaan muodostaa
standardikayra ja selvittdd tarkasti testinytteessa olevan kohteen ma&éra. Ipsogen-
standardikayrat pohjautuvat plasmideihin. Kaytamme 3 plasmidin standardilaimennusta
ABL-kontrolligeenille ja 5 standardilaimennusta fuusiogeenille (PML-RARA bcrl), jotta
standardikayriin ei tule virheitd. Kuvissa 7 ja 8 on esimerkki ipsogen PML-RARA
berl -sarjalla saaduista TagMan-monistuskayrista.

Ameiitication Curves -
B Bl 10Q° P e
0 ABL O :
m ABL10°
1 i J,"l
/

[ TR T

Kuva 7. ABL-standardien tunnistus (C1, C2, C3). 10%, 10* ja 10° kopiota / 5 pl.
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PML-RARA berl 10!
PML-RARA ber1 107
PML-RARA berl 10°
PML-RARA berl 107 e
PML-RARA berl 10°

EERON

Fluorascensa [403-533)

18| /

Kuva 8. PML-RARA bcrl -standardien tunnistus (F1-F5). 10%, 102, 10%, 10° ja 106 kopiota / 5 ul.

Tulokset

Standardikayra ja laatukriteerit

Kasittelemattomat tiedot voidaan liittaa Excel®tiedostoon analysointia varten.

Kunkin geenin (ABL ja PMLRARA) plasmidien standardilaimennuksista saadut
kasittelemattdmat Cr-arvot lasketaan lokin kopioméaéran mukaan (3, 4 ja 5 - C1, C2 ja C3;
1, 2, 3,5ja 6 -F1, F2, F3, F4 ja F5). Kuvassa 9 on esimerkki 5 standardilaimennuksen
perusteella lasketusta teoreettisesta kayrasta.
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Kuva 9. 5 standardilaimennuksesta laskettu teoreettinen kayra. Kullekin geenille (ABL ja PML-RARA)
lasketaan lineaarinen regressiokayra (y = ax + b), missé a on viivan kulmakerroin ja b on
y-leikkauskohta eli sen pisteen y-koordinaatti, jossa viiva leikkaa y-akselin. Sen yhtalo ja
determinaatiokerroin (R?) tulostetaan kaavioon.

Koska standardit ovat kymmenkertaisia laimennuksia, kayrén teoreettinen kulmakerroin on
-3,3. Vdlilla -3,0 ja -3,9 oleva kulmakerroin on hyvaksyttava, kunhan R2 on > 0,95 (6). R?2

> 0,98:n arvo on toivottava, jotta tulokset ovat tarkkoja (7).

Normalisoitu kopiomaara (normalized copy number, NCN)

Tuntemattomien naytteiden (PPC-ABL:Il& saadut) kasitteleméttémét Cr-arvot tulisi muuntaa

ABL-standardikayran yhtalolla ABL-kopiomaariksi (ABLcn).

Tuntemattomien naytteiden (PPF-PML-RARA:lla saadut) ké&sittelemattoméat Crarvot tulisi
muuntaa PML-RARA-standardikayrén yhtalolla PML-RARA-kopiomaariksi (PML-RARAcN).

Naiden CN-arvojen suhteesta saadaan normalisoitu kopiomaara (NCN):
PML-RARAcN

NCN =
ABLcn
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MRD-arvo

Jaadnnostaudin - MRD-arvo on seurannan fuusiogeenin kontrolligeenin  normalisoidun

ilmentymisen (FGen/CGen)rur ja diagnostisten naytteiden (FGen/CGen)ox valinen suhde.

(FGen/CGen)rue

MRD-arvo (MRDy) = ————————
(FGen/CGen)ox

Herkkyys

Herkkyys (SENSv) lasketaan fuusiogeenin suhteellisen ilmentymisen perusteella
diagnoosivaiheessa (FGcn/CGen)ox  ja  seurantandytteen  kontrolligeenin — ilmentymisen

(CGen,rup) perusteella.

CGcni,px

Herkkyys (SENSy) =
CGenirup X FGen,ox

ABL-arvojen laadunvarmistus

RNA:n huono laatu ja gPCR-vaiheisiin liittyvdt ongelmat voivat aiheuttaa pienid
ABLcn-arvoja. Tulosten hylkd&minen on suositeltavaa, jos naytteiden ABlLen <1 318
(EAC-tutkimuksen potilasnaytteiden 95 prosentin luotettavuusvélia pienempi arvo, viite 5).

Toistettavuus replikaattien valilla

Replikaattien valisten Cr-arvojen vaihtelun tulisi olla <2, joka vastaa nelinkertaista muutosta

kopiomaarien arvoissa.

Replikaattien vélisten Cr-arvojen vaihtelu on yleenséa <1,5, jos replikaattien keskim&arainen
Cr-arvo on <36 (6).

Huomautus: kayttdjien pitaa mitata toistettavuus omassa laboratoriossaan.
Vesikontrollit
Negatiivisista kontrolleista tulisi saada nolla CN.

Positiivinen  vesikontrolli aiheutuu ristikontaminaatiosta. Ratkaisuohjeita on kohdassa

Ongelmien ratkaisu.
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Ongelmien ratkaisu

Tama ongelmien ratkaisuopas voi auttaa mahdollisissa esiin tulevissa ongelmissa. Lisatietoja
saat kliiniseltd koordinaattorilta ja osoitteesta www.giagen.com.

Kommentteja ja ehdotuksia

Kontrolligeenin (ABL) ja PML-RARA bcrl:n negatiivinen tulos kaikissa naytteissd —

standardi on ok

a) RNA:n huono laatu Tarkista aina RNA:n laatu ja pitoisuus ennen
aloittamista.
Aja solulinjan RNA:n positiivinen kontrolli (ipsogen
PML-RARA berl -kontrollisarja, luettelonumero
672091*) rinnakkain.

b) Kaanteistranskription vaine  Tarkista aina RNA:n laatu ja pitoisuus ennen

epaonnistuu aloittamista.
Aja solulinjan RNA:n positiivinen kontrolli (ipsogen
PML-RARA berl -kontrollisarja, luettelonumero

672091%) rinnakkain.
Kontrolligeenin (ABL) negatiivinen tulos naytteissa — standardi on ok

a) RNA:n huono laatu Tarkista aina RNA:n laatu ja pitoisuus ennen
aloittamista.

Aja solulinjan RNA:n positiivinen kontrolli (ipsogen
PML-RARA berl -kontrollisarja, luettelonumero
672091%) rinnakkain.

b) Kaanteistranskription vaihe  Tarkista aina RNA:n laatu ja pitoisuus ennen
epaonnistuu aloittamista.

Aja solulinjan RNA:n positiivinen kontrolli (ipsogen
PML-RARA berl -kontrollisarja, luettelonumero
672091%) rinnakkain.

Standardin signaali on negatiivinen
a) Pipetointivirhe Tarkista pipetointijérjestys ja reaktion jarjestely.

Suorita PCR-ajo uudelleen.
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Kommentteja ja ehdotuksia

b) Sarjan komponenttien
vaara sailytys

Sailyta ipsogen PML-RARA bcrl -sarjaa lampétilassa
-15 ... =30 °C ja pida aluke- ja koetinseokset (PPC ja
PPF) valolta suojattuna. Lisatietoja on kohdassa
Reagenssien sdilytys ja k&sittely sivulla 13.

Valta toistuvaa jaadytysta ja sulatusta.

Jaa reagenssit alikvootteihin sailytysta varten.

Negatiiviset kontrollit ovat positiivisia

Ristikontaminaatio

Vaihda kaikki kriittisen tarkeat reagenssit.

Toista koe kayttden kaikista reagensseista uusia
alikvootteja.

Ké&sittele naytteitd, sarjan komponentteja ja tarvikkeita
hyvien kaytantdjen mukaisesti, jotta naytteiden valista
kontaminaatiota ei tapahdu.

Ei signaalia, edes standardikontrolleissa

a) Pipetointivirhe tai
reagensseja jaanyt pois

b) RiittAmattomasta
puhdistuksesta johtuvat
naytemateriaalin
inhibitoriset vaikutukset

c) LightCycler: vVaara
havaintkanava on valittu

d) LightCycler: Tiedonkeruuta
ei ole ohjelmoitu

Tarkista pipetointijarjestys ja reaktion jarjestely.
Suorita PCR-ajo uudelleen.

Toista RNA:n valmistelut.

Maaritd kanava-asetukseksi F1/F2 tai 530 nm/640 nm.

Tarkista sykliohjelmat.

Valitse keruumenetelméksi Single PCR-ohjelman kunkin
pariutumissegmentin lopussa.

Naytteiden signaali on heikko tai poissa, mutta standardikontrolleissa ei ongelmia

a) RNA:n huono laatu tai
riittdmatdn konsentraatio

Tarkista aina RNA:n laatu ja pitoisuus ennen
aloittamista.

Aja solulinjan RNA:n positiivinen kontrolli (ipsogen
PML-RARA berl -kontrollisarja, luettelonumero
672091%) rinnakkain.

ipsogen PML-RARA bcrl -sarjan kasikirja 11/2017 39



Kommentteja ja ehdotuksia

b) Kaanteistranskription vaihe  Tarkista aina RNA:n laatu ja pitoisuus ennen
epaonnistuu aloittamista.

Aja solulinjan RNA:n positiivinen kontrolli (ipsogen
PML-RARA berl -kontrollisarja, luettelonumero
672091*) rinnakkain.

Fluoresenssin voimakkuus ei riita

a) Sarjan komponenttien Sailytd ipsogen PMLRARA bcrl -sarjaa lampdtilassa
vaara sailytys -15 ... =30 °C ja pida aluke- ja koetinseokset (PPC ja
PPF) valolta suojattuna. Lisatietoja on kohdassa

Reagenssien sailytys ja kasittely sivulla 13.

Valta toistuvaa jaadytysta ja sulatusta.
Jaa reagenssit alikvootteihin sailytysta varten.
b) Kohde-RNA:n hyvin pieni Lisdd nayte-RNA:n maaraa.

aloitusmaara Huomautus: inhibitorisia vaikutuksia saattaa ilmeta
valitun RNA-valmistelutavan mukaan.

LightCycler: Fluoresenssin voimakkuus vaihtelee

a) Pipetointivirhe Pipetointivirheen aiheuttamaa vaihtelua voidaan
vahentaa analysoimalla tiedot F1/F2- tai
530 nm/640 nm -tilassa.

b) Kapillaarien sentrifugointi Valmistettu PCR-seos voi yha olla kapillaarin yldosassa
ei riitd tai kapillaarin kérjessa voi olla ilmakupla.

Sentrifugoi reaktioseoksella taytetyt kapillaarit aina
laitteen kayttdohjeiden mukaan.

¢) Kapillaarin karjen ulkopinta  Kéyta aina kasineita kapillaareja kasitellessasi.
on likainen

LightCycler: Standardikayran virhe

Pipetointivirhe Pipetointivirheen aiheuttamaa vaihtelua voidaan
vahentaa analysoimalla tiedot F1/F2- tai
530 nm/640 nm -ilassa.
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*Huomautus: ipsogen PML-RARA bcrl -kontrollisarja, luettelonumero 672091, on tarkoitettu
vain tutkimuskayttéon. Sitd ei saa kayttaa diagnostiikkaan. Mink&an vaittaman tai esityksen
tarkoituksena ei ole antaa tietoa sairauden diagnosoinnista, ehkaisysté tai hoidosta.

Laadunvarmistus

Koko sarjan laadunvarmistus on tehty LightCycler 480 -laitteella. Tama sarja on valmistettu
ISO 13485:2003 -standardin mukaisesti. Analyysin sertifikaatteja voidaan tilata osoitteesta

www.giagen.com/support.

Rajoitukset

Kayttdjien on saatava koulutusta ja heidan on perehdyttdva taman laitteen tekniikkaan
ennen sen kayttba. Tatd sarjaa on kaytettava tdman kayttboppaan ohjeiden mukaisesti
yhdessa validoidun, kohdassa Tarvittavat materiaalit (jotka eivat kuulu toimitukseen)
sivulla 10 esitetyn laitteen kanssa.

Saatu diagnostinen tulos on tulkitava yhdessa muiden Kliinisten 16yddsten tai
laboratorioldyddsten kanssa. Kayttdjan vastuulla on validoida jarjestelmén suorituskyky
kaikissa niissa laboratoriossa kaytetyissa menetelmissd, joita QIAGENin tekemat
suorituskykytutkimukset eivat kata.

Kaikkien osien pakkauksiin ja etiketteihin painettuja viimeisia kayttdpaivamaaria on
noudatettava. Ala kayta vanhentuneita komponentteja.

Huomautus: Sarja on suunniteltu "Europe Against Cancer” (EAC) -tutkimusten mukaan (4, 5).
Sitd on kaytettdva taman kayttboppaan ohjeiden mukaisesti yhdessd validoitujen
reagenssien ja laitteiden kanssa. Taman tuotteen off label -kéyttd ja/tai osien muokkaaminen
mitatdi QIAGENIn vastuun.
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Suorituskykyominaisuudet

Ei-kliiniset tutkimukset

Materiaalit ja menetelmét

Suorituskykya arvioitiin ABI PRISM 7700 SDS -laitteella ja kohdassa Tarvittavat materiaalit
(jotka eivat kuulu toimitukseen) sivulla 10 esitetyilla reagensseilla. Ekvivalenssitutkimukset
validoivat sen kaytén seuraavissa laitteissa: ABI PRISM 7000 ja 7900HT SDS, LightCycler
1.2 ja 480, Rotor-Gene 3000 ja SmartCycler.

Ei-kliinisissa tutkimuksissa selvitettiin ipsogen PML-RARA bcrl -sarjan analyyttista suorituskykya.
Nama eikliiniset laboratoriotutkimukset tehtiin  NB4-solulinjan kokonais-RNA:lla, joka
laimennettiin MV4-11-solulinjan kokonais-RNA:n vakioidussa lopullisessa maarassa.

Testin toistettavuuden maarittdmiseksi NB4:n kokonais-RNA:n 5 eri konsentraatiota (5 ng,
500 pg, 50 pg, 5 pg ja 0,5 pg) laimennettiin MV4-11:n kokonais-RNA:n vakioidussa
lopullisessa kokonaismaarassd 200 ng ja analysoitiin 5 replikaatissa ajoa kohti ja 4 eri
ajossa. Naytteet, joiden NB4:n RNA-konsentraatio oli 5 pg ja 0,5 pg, olivat niin pienia,
ettei tuloksia saatu (kuva 10).

II.I'I=
LAl saparaneiiy
B NEB42.5x107 : !{..".
g -1 4 Thrieshald “."
O MB42.5x10° E »
O NB42.5x104 10°-2 g {
s Y
] L]
Lt T T 1T 1 1r1r1rrrrrrr 17T 1rTrTrrrrrnrrr
246810 14 1830 M 2B T4 IN40 44 48
b Cyele !‘1

Kuva 10. Monistuskayrat: NB4-solulinjan kokonais-RNA:n ja MV4-11-solulinjan negatiivisen kokonais-
RNA:n laimennukset 2,5 x 1072 (5 ng), 2,5 x 102 (0,5 ng) ja 2,5 x 107 (0,05 ng).
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Analyysitiedot

Taulukoissa 16-19 esitetdan testien vdliset analyysit, jotka sisaltdvat keskim&ardisen
kynnyssyklin (threshold cycle, Cr), keskihajonnan (standard deviation, SD), naytteiden
mé&aran (number of samples, n), vaihtelukertoimen (coefficient of variation, CV),
keskimaaraisen kopiomaaran (copy number, CN) ja keskimdaraisen normalisoidun
kopioméaaran (normalized copy number, NCN).

Taulukko 16. Testien vélinen ja testin siséinen analyysi — solulinjat PML-RARA ja ABL

. s . Testin siséinen
Testien valinen analyysi

analyysi
Solulinja  Laimennus Cr-keskiarvo SD n CV (%)  Keskim&arainen CV  Suurin CV
5ng 29,86 0,29 20 0,98 0,32 1,42
IZ,I\AAQA 0,5 ng 33,70 0,48 20 1,42 0,56 2,16
0,05 ng 37,03 0,37 18 1,01 1,07 2,03
ABL - 24,06 0,22 100 0,92 0,15 2,31
Taulukko 17. Testien vélinen analyysi — plasmidit
Geeni Plasmidi Cr-keskiarvo SD n CV (%)
F1 (10? kopiota) 35,95 0,29 8 0,79
F2 (102 kopiota) 32,25 0,59 8 1,84
PML-RARA  F3 (10° kopiota) 28,71 0,55 8 1,90
F4 (10° kopiota) 22,14 0,49 7 2,23
F5 (108 kopiota) 18,64 0,72 8 3,84
C1 (10°® kopiota) 28,85 0,76 7 2,62
ABL C2 (10* kopiota) 25,25 0,71 8 2,82
C3 (10° kopiota) 21,74 0,81 8 3,74
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Taulukko 18. Testien valinen analyysi — solulinjat PML-RARA bcrl ja ABL (keskim&éradinen CN)

Keskimaarainen

Solulinja Laimennus CN SD n CV (%)
2,5x1072
583,95 149,19 20 25,55
(5 ng/200 ng)
PML- 2,5x10%
RARA 44,98 12,25 20 27,23
berl (0,5 ng/200 ng)
2,5x10™*
4,91 1,55 19 31,52
(0,05 ng/200 ng)
ABL - 35171,47 22 448,3 99 63,83

Taulukko 19. Testien valinen analyysi — solulinja PML-RARA bcrl (keskimaarainen NCN)

Keskimaarainen

Solulinja Laimennus NCN* SD n CV (%)
2,5x107?
271,4 150,00 20 55,56
(5 ng/200 pg)
PML: 2,5x 107
RARA 15,35 8,12 20 52,87
berl (0,5 ng/200 ng)
2,5x10*
1,66 0,91 18 55,14
(0,05 ng/200 ng)
* Koskee vain naita tutkimustuloksia: PML-RARA bcrlen 10 000
NCN lasketaan kaavalla ABLen X

Kliiniset tutkimukset

Suorituskykya arvioitiin ABI PRISM 7700 SDS -laitteella ja kohdassa Tarvittavat materiaalit
(jotka eivat kuulu toimitukseen) sivulla 10 esitetyilla reagensseilla. Ekvivalenssitutkimukset
validoivat sen kayton seuraavissa laitteissa: ABI PRISM 7000 ja 7900HT SDS, LightCycler
1.2 ja 480, Rotor-Gene 3000 ja SmartCycler.
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10 Euroopan maan 26 laboratorion ryhma jarjesti EAC:n koordinoiman hankkeen, jossa
kaytettiin ipsogenin plasmideja ja laadittiin standardoitu protokolla merkittéavien leukemiaan
liittyvien  fuusiogeenien gPCR-analyysid varten Kkliinisessd asetelmassa. PML-RARA
berl -transkripti oli yksi tutkimukseen kuuluvista fuusiogeeneista. Esitdmme tassé yhteenvedon
kyseisesta validointitutkimuksesta, jonka tulokset julkaistiin vuonna 2003 (4, 5).

Kontrolli- ja fuusiogeenien plasmidistandardien laboratorioiden vélinen toistettavuus

11 laboratoriossa tehtiin laboratorioiden vélinen toistettavuuskoe, jolla arvioitiin kontrolli- ja
fuusiogeenien plasmidistandardien laimennusten mittausvaihtelua. Laimennukset tehtiin
kahteen kertaan jokaisessa laitoksessa. Taulukko 20 sisaltda laimennusten keskiarvon,

keskihajonnan ja vaihtelukertoimen (%).

Taulukko 20. Kontrolli- ja fuusiogeenien plasmidistandardien laboratorioiden valinen
toistettavuus

Geeni Laimennus Keskiarvo Cr SD CV (%)
Cc1 29,26 0,69 2,31
ABL-kontrolligeeni  C2 25,79 0,65 2,53
C3 22,40 0,61 2,70
F1 35,84 0,79 2,21
F2 32,47 0,49 1,50
Exasﬁjigogeeni F3 28,91 0,34 1,17
F4 21,82 0,30 1,40
F5 18,47 0,29 1,55

PML-RARA bcrl -fuusiogeenin transkriptin ilmentymisarvot

Taulukoista 21 ja 22 nahdaan PML-RARA berl -fuusiogeenin transkriptin  ja
ABL-kontrolligeenin, NB4-solulinjan, APL-potilaiden diagnoosivaiheen ja negatiivisten

kontrollipotilaiden ilmentymisarvot.
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Taulukko 21. PML-RARA bcrl -fuusiogeenin transkriptin ja ABL-kon
ilmentymisarvot — CT-arvot

trolligeenin

Cr-arvot (alue 95 %)

PML-RARA bcrl

ABL

NB4-solulinja 24,7
APL-potilaiden naytteet

Luuydin (n = 14) 25,6 (23,1-27,5)
Perifeerinen veri (n = 9) 25,7 (23,7-29,4)
Negatiiviset potilasnaytteet

Luuydin (n = 26) -

Perifeerinen veri (n = 74) -

23,7

24,5 (21,7-28,5)
24,6 (22,0-27,4)

25,35 (24,68-26,02)
25,15 (24,83-25,48)

ABL:n Crarvot eivat poikkea merkittdvasti normaalien ja leukeemisten néytteiden valilla

eivatka naytetyyppien (PB tai BM) tai APL-potilaiden leukemianaytteiden valilla.

Taulukko 22. PML-RARA bcrl -fuusiogeenin transkriptin ja ABL-kontrolligeenin

ilmentymisarvot — CN- ja NCN-arvot

CN-arvot (alue 95 %)

NCN-arvot (alue 95 %)

CN bcrl/
PML-RARA bcrl ABL CN ABL
Potilaiden naytteet
Luuydin (n = 14) 5129 1538,7 0,30
Y - (1 480-25 704) (133,2-46 781,28) (0,09-1,82)
Perifeerinen veri (n = 9) 3891 1400,76 036
- (475-14 454) (50,27-11 274) (0,11-0,78)
Negatiiviset potilasnaytteet
. 19 201
LRl = ey - (12 922-25 480) -
21 136

Perifeerinen veri (n = 74) - (17 834-24 437)
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Vaarien positiivisten ja vaarien negatiivisten maara
Vaarien positiivisten ja negatiivisten maara laskettiin seuraavilla kontrolleilla.
1 Positiiviset kontrollit: NB4-solut eli solulinja, joka on tunnettu positiivisuudestaan

PML-RARA bcrl -fuusiogeenille, potilaiden naytteet, jotka on jo analysoitu PML-RARA
berl -positiivisuuden suhteen

1 Negatiiviset kontrollit: Negatiiviset RNA-néytteet, NAC (no amplification control)
-kontrollit, jotka on tehty E. coli -bakteerin RNA:sta ihmisen RNA:n sijasta
PCR-kontaminaation tarkistamiseksi, ja NTC (no template control) -kontrollit, joissa oli
vettd ihmisen RNA:n sijasta

Fuusiogeenin RNA-n&ytteiden monistus tehtiin kolme kertaa ja kontrolligeenin kaksi kertaa.

Vaara negatiivinen nayte maaritettiin positiiviseksi RNA-naytteeksi, jossa oli alle 50 %
positiivisista kuopista (0/2, 0/3 tai 1/3).

Vaara positiivinen ndyte maaritettiin negatiiviseksi naytteeksi, jossa oli vahintdan 50 %
positiivisista kuopista (1/2, 2/3 tai 3/3).

Taulukko 23 sisdltdd vaarien negatiivisten ja positiivisten naytteiden maéran ja
prosenttiosuuden.

Taulukko 23. Vaarat negatiiviset ja vaarat positiiviset naytteet

Vaara negatiivinen Vaara positiivinen

Fuusiogeenin

negatiivinen
10°% 10+ kontrolli NAC/NTC
0 % (0/29) 0 % (0/28) 11 % (5/45) 5 % (5/100)
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Symbolit

Pakkauksessa ja etiketeissa saattaa nakya seuraavia symboleita:

Sisaltaa reagensseja, jotka riittavat <N> reaktioon

<N>
Viimeinen kayttdpaivamaara
IVD Diagnostinen in vitro -laakintalaite
REF Luettelonumero
LOT Erdnumero
MAT Materiaalinumero (komponentin merkint&)
GTlN Maailmanlaajuinen kauppanimikkeiden yksildintinumero
X Lampdtilarajoitus

Valmistaja

| i | Katso kayttbohjeet

Asiakirjan muutoshistoria

R5, marraskuu 2017 Huomautus lisatty: ipsogen PML-RARA bcrl -
kontrollisarja, luettelonumero 672091, on tarkoitettu
vain tutkimuskayttoon. Kirjoitusvirheita korjattu.
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Tilaustiedot

Tuote

Sisaltd

Kataloginumero

ipsogen PML-RARA bcrl Kit
(24)

24 reaktiota varten:
ABL-kontrolligeenistandardit,
PML-RARA bcrl -
fuusiogeenistandardit, aluke- ja
koetinseos ABL, aluke- ja
koetinseos PML-RARA bcrl
-fuusiogeeni

Rotor-Gene Q MDx — IVD-validoituun reaaliaikaiseen
PCR-analyysiin kliinisessa kaytéssa

Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM Platform

Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM System

Reaaliaikainen PCR-jakso ja
HRM-analysaattori, jossa on

5 kanavaa (vihred, keltainen,
oranssi, punainen ja
viininpunainen) seka HRM-kanava,
kannettava tietokone, ohjelmisto ja
varusteet: sisdltdd 1 vuoden
takuun osien rikkoutumisen ja
valmistusvirheiden varalta, ei sis.
asennusta ja koulutusta

Reaaliaikainen PCR-jakso ja
HRM-analysaattori, jossa on

5 kanavaa (vihred, keltainen,
oranssi, punainen ja
viininpunainen) seka HRM-kanava,
kannettava tietokone, ohjelmisto ja
varusteet: sisdltdd 1 vuoden
takuun osien rikkoutumisen ja
valmistusvirheiden varalta,
asennuksen ja koulutuksen

672123

9002032

9002033
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ipsogen PML-RARA bcrl -kontrollisarja — PML-RARA
berl -fuusiogeenin RNA:n eristyksen ja kaanteistranskription
kvalitatiiviseen validointiin

ipsogen PML-RARA bcrl Solulinjat, joilla on PML-RARA bcrl 672091*
Controls Kit -fuusiogeenin negatiivinen,

voimakas ja heikko positiivinen

ilmentyminen

*ipsogen PML-RARA bcrl -kontrollisarja, luettelonumero 672091, on tarkoitettu vain tutkimuskayttdon. Sita
ei saa kayttaa diagnostiikkaan. Minkaan vaittaman tai esityksen tarkoituksena ei ole antaa tietoa sairauden

diagnosoinnista, ehkaisystéa tai hoidosta.

Voimassa olevat lisenssitiedot ja tuotekohtaiset vastuuvapauslausekkeet ovat saatavilla
tuotekohtaisista QIAGEN-sarjojen kayttboppaista tai kasikirjoista. QIAGEN-sarjojen
kasikirjat ja kayttboppaat loytyvét osoitteesta www.qgiagen.com, tai niitd voi tiedustella
QIAGEN:InN teknisesta huollosta tai paikalliselta jalleenmyyjalta.
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Tama tuote on tarkoitettu kay avaksi in vitro -diagnostiik ipsogen-tuotteiden jalleenmyynti, muokkaus jalleenmyyntia varten tai kaytto
kaupallisten tuotteiden valmistukseen on kielletty iiman QIAGENIn kirjallista lupaa.

Tassa asiakirjassa olevia tietoja saatetaan muuttaa ilman erillista iimoitusta. QIAGEN ei ole vastuussa mistaan tassa asiakirjassa mahdollisesti olevista
virheista. Taman asiakirjan uskotaan olevan julkaisuhetken&an kattava ja tarkka. QIAGEN ei missaan tapauksessa ole vastuussa satunnaisista,
erityisistd, monenkertaisista tai seurannaisvahingoista, jotka littyvat taméan asiakirjan kayttoon tai ovat seurausta sen kaytosta.

ipsogen-tuotteille on myonnetty takuu siité, etté ne ovat iimoitettujen ominaisuuksiensa mukaisia. QIAGENin ainoa velvollisuus ja asiakkaan saama
ainoa korvaus rajoittuu tuotteiden vaihtamiseen veloituksetta tuotevirhetapauksissa tai jos tuote ei toimi takuun kertomalla tavalla.

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

ipsogen PML-RARA bcrl -sarjaa koskeva rajoitettu lisenssisopimus
Taman tuotteen kaytté merkitsee tuotteen ostajan tai kayttajan suostumusta seuraaviin ehtoihin:

1. Tuotetta saa kayttaa ainoastaan tuotteen mukana toimitettujen asiakirjojen ja tamén kayttdoppaan ohjeiden mukaan, ja sen kanssa saa kayttaa vain sarjan
sisaltamia komponentteja. QIAGEN ei myonna lisenssia mihink&éan aineettomaan omaisuuteensa, eiké tamén sarjan oheisia komponentteja saa kayttaa tai
liitta& muihin komponentteihin, jotka eivat sisally tahan sarjaan, kuten tuotteen mukana toimitetuissa asiakirjoissa, tassa kayttboppaassa ja lisamateriaalissa
mainitaan. Ne ovat saatavilla osoitteesta www.qiagen.com. Osa lisa iaalista on QIAGEN-kayttajien toisille QIAGEN-kayttajille laatimaa. QIAGEN ei ole
testannut tai tarkistanut kyseista materiaalia. QIAGEN ei anna takuuta lisamateriaalille eiké takaa, ettei se loukkaa kolmannen tahon oikeuksia.

QIAGEN ei takaa kuin nimenomaisissa lisensseissaan, etta tama sarja ja/tai sen kayttaja(t) eivét loukkaa kolmannen tahon oikeuksia.
Tama sarja ja sen komponentit on lisensoitu kertakayttoon, eika niita saa kayttaé uudelleen, kunnostaa tai myyda eteenpéin.
QIAGEN kiistaé nimenomaisesti kaikki kayttooikeudet, suorat tai epasuorat, joita ei ole tassa nimenomaisesti ilmoitettu.

o~ w N

Sarjan ostaja ja kayttaja suostuvat siihen, etté he eivét ryhdy tai anna kenellek&én toiselle lupaa ryhtya toimenpiteisiin, jotka saattavat aiheuttaa tai edistaa
mitaan ylla kiellettya toimintaa. QIAGEN voi kaantya minka tahansa tuomioistuimen puoleen pannakseen taytantoon taméan rajoitetun lisenssisopimuksen kiellot
ja saada hyvityksen kaikista valmistelu- ja oikeuskuluista (asianajopalkkiot mukaan lukien), kun tarkoituksena on taméan rajoitetun lisenssisopimuksen tai sarjaan
ja/tai sen komponentteihin liittyvien immateriaalioikeuksien taytantéénpano.

Katso paivitetyt kayttdoikeusehdot osoitteesta www.giagen.com.

HB-1358-005 1108718 mar-2017 © 2013-2017 QIAGEN, kaikki oikeudet pidatetaan.
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