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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN je poprednym poskytovatelom inovativnych technoldgii vzoriek a
testov, ktoré umoznuju izolaciu a detekciu obsahu akejkolvek biologickej
vzorky. Nase moderné, vysoko kvalitné produkty a sluzby zabezpecCuju uspech
od vzorky po vysledok.

QIAGEN stanovuje normy v:
Purifikacii DNA, RNA a proteinov
Testoch nukleovych kyselin a proteinov
Vyskume mikroRNA a RNAI
Automatizacii technoldgii vzoriek a skusok

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

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Kit je uréeny na kvantifikaciu transkriptov p210 b2a2
alebo b3a2 génu BCR-ABL vo vzorkach kostnej drene alebo periférnej krvi
pacientov s akutnou lymfoblastovou leukémiou (ALL) alebo chronickou
myeloidnou leukémiou (CML), ktorym bola diagnostikovana udalost fuzie
génov BCR-ABL Mbcr (FG). Cielom testu je zhodnotit’ uroven molekularnej
odpovede, pricom vysledky mozno pouzit' pri naslednej kontrole minimalneho
zvySkového ochorenia.

Suhrn a vysvetlenie

CML patri do skupiny myeloproliferativnych neoplazmov a vo viac ako 90 %
pripadov ju charakterizuje pritomnost chromozému Philadelphia (Ph CHRS).

Tento chromozdom je produktom reciproCnej translokacie medzi dihymi
ramenami chromozomov 9 a 22, 1(9;22), pricom BCR (breakpoint cluster
region (zlomové miesto génu)) sa nachadza na chromozéme 22 a onkogén
c-ABL pochadza z chromozému 9. Zodpovedaijuci fuzny gén BCR-ABL sa
transkribuje na 8,5 kb mRNA s 2 variantmi spojenia b2a2 (40 % pripadov) a
b3a2 (55 % pripadov). Kéduje chiméricky protein p210 so zvySenou aktivitou
tyrozinkinazy. Transkripty b2a3 a b3a3 predstavuju menej ako 5 % pripadov.
Chromozém Ph je mozné zistit aj u 35 % dospelych pacientov s ALL.

Roc¢ne sa CML vyskytuje v priblizne 1-2 pripadoch zo 100 000 dospelych a
CML sa vyskytuje u 20 % dospelych s leukémiou. Je klinicky charakterizovana
prebytkom myeloidnych buniek, ktoré sa normalne diferencuju a funguju.
Pacienti s CML budu v 90 — 95 % pripadov diagnostikovani v chronickej alebo
stabilnej faze ochorenia. Z hladiska vyvoja prechadzali pacienti do zrychlenej
fazy priemerne v priebehu 4 az 6 rokov, ¢o viedlo k blastickej krize a akutnej
leukémii, ktora je vzdy smrtelna. Vyhody imatinibu a inhibitory tyrozinkinazy
(Tyrosine Kinase Inhibitor, TKI) druhej generacie v poslednom Case
dramaticky zmenili prirodzeny priebeh ochorenia: vacsina pacientov teraz
zostava v remisii a zasluhuju si dlhodobu naslednu kontrolu a monitorovanie
ochorenia.

Monitorovanie ochorenia

K dneSnému dnu je cielom lie€by CML dosiahnut 100 % preZitie a negativitu
Ph chromozému. Monitorovanie ochorenia je preto zakladnym nastrojom
posudenia reakcie na lieCbu a zistenia skorého relapsu ochorenia u kazdého
jedného pacienta. Pri lie€Cbe TKI u pacientov zvy€ajne dochadza k progresii z
hematologickej k cytogenetickej a potom molekularnej remisii, ktora
zodpoveda znizeniu poctu leukemickych buniek a transkriptov BCR-ABL, ako
je podrobne uvedené na obrazku 1 nizSie.
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Obrazok 1. Upravené z referencie 1.

Standardnou metddou odhadu nadorovej zataze u pacientov CML je klasicka
cytogeneticka analyza (G pruzkovanie) metafaz v kostnej dreni (Bone Marrow,
BM). Cytogeneticka odpoved sa posudzuje najmenej na 20 metafazach kostnej
drene. Uroven cytogenetickej odpovede sa odhaduje z percenta metafaz
pozitivnych na Ph chromozom (pozrite si Tabulku 1, referencia 2). Takéto
posudenie vSak zavisi od €innosti laboratéria a ma nizku citlivost, 5 % v pripade
analyzy 20 metafaz.

V sucasnosti je suCastou technik monitorovania ochorenia CML pri lieCbe
kvantitativna polymerazova retazova reakcia v realnom ¢ase (QPCR), ktora
kvantifikuje BCR-ABL Mbcr mRNA zo vzoriek periférnej krvi (Peripheral Blood, PB).
Je menej invazivna ako klasicka cytogenetika metafaz kostnej drene a je citlivejSia.

Nedavno boli aktualizované aj odporuc¢ania tykajuce sa monitorovania
ochorenia CML tak, aby zahffiali nové klinické dékazy z klinickych skusani ako
aj vylepsené ciele a nastroje monitorovania ochorenia. Najnovsie odporucania
tykajuce sa definicie odpovede a monitorovania pacientov uzivajucich imatinib
poskytli odbornici siete ELN (2).

Z technického hfadiska sa medzinarodni odbornici snaZzili harmonizovat
testovanie BCR-ABL Mbcr a vykazovanie (3 — 5). Pod zastitou WHO bol pred
kratkym Casom navySe aktualizovany aj referen¢ny panel, aby bola mozna
jednoducha Standardizacia kvantifikacie génu BCR-ABL (6).
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Tabulka 1. Medzinarodné odporucéania riadenia pacientov s CML

(upravené z refere

ncie 2)

Molekularna
odpoved (pomer

BCR-ABL ku
kontrolnému
génu podrla
Hematologicka Cytogeneticka medzinarodnej
odpoved’ odpoved’ Skaly)
Uplna:
Pocet krvnych Uplna:
dosticiek < 450 x o
109liter Phe 0%
PoCet bielych ~ Ciastoena: o
krviniek <10x  Ph+1-35% ,Uplna“ oznacuje
109 liter Mala: nekvantifikovatelny
Definicie : ' a nedetegovatelny
Rozdiel bez Ph+ 36 -65%  transkript
nezrelych o
Minimalna: Velka: 0,1

Monitorovanie

granulocytov a
menej ako 5 %
bazofilnych
granulocytov

Nehmatatelna
slezina

Kontrola kazdé
2 tyzdne az do
dosiahnutia a
potvrdenia
uplnej
odpovede,
potom kazdé

3 mesiace,
pokial nebude
potrebné inak

Ph+ 66 — 95 %
Ziadna:
Ph+ > 95 %

Kontrola
minimalne
kazdych 6
mesiacov az
do dosiahnutia
a potvrdenia
uplnej
odpovede,
potom
minimalne
kazdych 12
mesiacov

Kontrola kazdé 3
mesiace Mutacna
analyza v pripade
zlyhania,
nedostatocna
odpoved alebo
zvysenie urovne
transkriptu

Uplna hematologicka reakcia, cytogeneticka reakcia a molekularna reakcia musia byt
potvrdené pri dvoch po sebe nasledujucich prileZitostiach. Cytogeneticka odpoved sa
hodnoti morfologickou cytogenetikou na minimalne 20 metafazach kostnej drene.
Fluorescencna in situ hybridizacia (FISH) buniek periférnej krvi by sa mala pouzit iba v
pripade, Ze nie je mozné ziskat bunky kostnej drene. Molekularna odpoved sa posudzuje z

buniek periférnej krvi.
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Princip postupu

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

Tento test vyuziva princip hydrolyzy oligonukleotidu dvojitého farbiva gPCR.
Pocdas PCR priame a reverzné priméry hybridizuju do Specifickej sekvencie
(obrazok 2). V rovnakej zmesi je obsiahnuty oligonukleotid dvojitého farbiva.
Tato sonda, ktora sa sklada z oligonukleotidu ozna¢eného farbivom 5'
reportéra a za danym miestom farbivom 3' zhaSadla, hybridizuje do cielove;j
sekvencie v ramci produktu PCR. Analyza gPCR s hydrolyzacnymi sondami
vyuziva aktivitu exonukleazy 5'->3' polymerazy DNA Thermus aquaticus (Taq).
Ked je sonda nedotknuta, blizkost farbiva reportéra pri farbive zhasadla
spbsobuje potlacenie fluorescencie reportéra primarne prevodom energie
Forsterovho typu.

Bcer (22g11)
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|:> Priamy primér
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B Sonda

Obrazok 2. Schematicky diagram transkriptu FG BCR-ABL Mbcr pokrytého primérmi
gPCR a supravou sond: ENF501-ENP541-ENR561. Cislo pod primérmi a sondami
odkazuje na ich nukleotidovu polohu v normalnej transkripcii génov.

Ak je pocCas PCR pritomny ciel zaujmu, sonda Specificky hybridizuje medzi
miestami priamych a reverznych primérov. Aktivita exonukleazy 5'->3'

polymerazy DNA Stiepi sondu medzi reportéra a zhasadlo iba v pripade, ked
sonda hybridizuje na ciel. Fragmenty sondy su potom z ciela vytlacené a
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polymerizacia vlakna pokracuje. Koniec sondy 3' je blokovany, aby sa
zabranilo extenzii sondy po€as PCR (Obrazok 3). Tento proces nastane v
kazdom cykle a nebude naruseny exponencialnou akumulaciou produktu.

Zvysenie fluorescenéného signalu je detegované iba v pripade, Ze cielova
sekvencia bude komplementarna so sondou, a tym bude po¢as PCR
amplifikovana. Pre tieto poziadavky sa nedeteguje neSpecifickou
amplifikaciou. Preto je zvySenie fluorescencie priamo umerné cielovej
amplifikacii po¢as PCR.

— g_z /—I Teplotna hybridizacia

( T 1

— Priméry a teplotna
hybridizacia sondy
— .>‘l§ } Polymerizacia
. ! 4 Posunutie viakna
(. ——
VA
A ae *
Ve @ °© a1 -
—— - — — — — — .) /—| tiepenie
: : @ ' Vedie k uvolneniu farbiva
zhd43adla a emisii
vAyg fluorescenéného signdlu
<IOI> P a P reportéra
DVQ (1]
e e ’ Polymerizacia dokonéena
- - - — = — = —— === ——— @> Produkt PCR dokonéeny
: ! a akumuldcia
@-------mmmmmmo- fluorescenéného signdlu
v kazdom cykle
A
VY , Priamy a
ﬁqgv)qt} Reporter % } SpeCI‘FICké Sondo reverzny primér
- Zhdasadlo -—=> Produkt PCR @ Tag polymeréza

Obrazok 3. Princip reakcie. Celkova RNA sa reverzne transkribuje a generovana cDNA sa
amplifikuje pomocou PCR s vyuZzitim paru Specifickych primérov a $pecifickej internej sondy
s dvojitym farbivom (FAM™-TAMRA™). Sonda sa viaze na amplikén po¢as kazdého korku
hybridizacie PCR. Ked sa Taq DNA rozSiri z primérovej vazby k amplikonu, vytlaci 5' koniec
sondy, ktory sa potom degraduje aktivitou exonukleazy 5'->3' polymerazy Tag DNA.
Stiepenie pokraduje, pokial zostavajica sonda amplikén neroztavi. Tento proces uvolfiuje do
roztoku fluérofor a zhasadlo, priestorovo ich oddeluje a vedie k zvySeniu fluorescencie
spbésobenej FAM a poklesom fluorescencie pochadzajiucej z TAMRA.
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Dodavané materialy

Obsah supravy

ABL Mbcr)t

Priru¢ka k ipsogen BCR-ABL Mbcr Kit (angli¢tina)

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Kit (24)
Katalégové €islo 670123
Pocet reakcii 24
ABL Control Gene Standard Dilution (Standardné
riedenie kontrolného génu ABL) (10° kopii/5 ) C1-ABL S0l
ABL Control Gene Standard Dilution (Standardné
riedenie kontroiného génu ABL) (10* képii/5 ) CelEl dhn
ABL Control Gene Standard Dilution (Standardné
riedenie kontrolného génu ABL) (105 képii/5 i) C3-ABL S0l
BCR-ABL Mbcr Fusion Gene Standard Dilution F1-BCR-
andardné riedenie fuzneho génu - M
(Standardné riedenie fuzneho génu BCR-ABL ABL Mber 50 pl
Mbcr) (10" képii/5 pl)
BCR-ABL Mbcr Fusion Gene Standard Dilution F2-BCR-
(Standardné riedenie fuzneho génu BCR-ABL 50 ul
ABL Mbcr
Mbcr) (102 képii/5 pl)
BCR-ABL Mbcr Fusion Gene Standard Dilution F3-BCR-
(Standardné riedenie fuzneho génu BCR-ABL 50 ul
ABL Mbcr
Mbcr) 102 kopii/5 pl)
BCR-ABL Mbcr Fusion Gene Standard Dilution F4-BCR-
Standardné riedenie fuzneho génu BCR-ABL 50 pl
( 9 ABL Mbcr
Mbcr) (10° képii/5 pl)
BCR-ABL Mbcr Fusion Gene Standard Dilution F5-BCR-
(Standardné riedenie fuzneho génu BCR-ABL 50 ul
ABL Mbcr
Mbcr) (10° kdpii/5 pl)
Primers and Probe Mix ABL (ABL zmes primérova PPC-ABL 90 ul
sond)* 25x M
Primers and Probe Mix BCR-ABL Mbcr Fusion PPE-Mbcr
Gene (Zmes primérov a sond fuzneho génu BCR- OBy 110 pi

1

* Zmes Specifickych reverznych a priamych primérov pre kontrolny gén ABL plus Specificka

sonda FAM-TAMRA.

T Zmes $pecifickych reverznych a priamych primérov pre fuzny gén BCR-ABL Mbcr plus

Specificka sonda FAM-TAMRA.

Poznamka: Pred pouzitim kratko odstredte Standardné riedenia a zmesi

primérov a sond.
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Pozadované materialy, ktoré sa nedodavaju

Pocas prace s chemikaliami noste vzdy vhodny laboratorny plast, jednorazové
rukavice a ochrannée okuliare. Viac informacii najdete na prislusnych kartach
bezpelnostnych udajov (KBU), ktoré su k dispozicii u dodavatela produktov.

Reagencie
Voda PCR stupfia bez obsahu nukleazy

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

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

Subor dNTP, stupen PCR
Nahodny hexamér
MgCl.

Polymeraza pufra a Tag DNA: Validované reagencie su TagMan®
Universal PCR Master Mix (Master Mix PCR 2x) (Life Technologies,
kat. €. 4304437) a LightCycler TagMan Master (Master Mix PCR 5x)
(Roche, kat. €. 04535286001)

Spotrebny material

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

0,5 ml alebo 0,2 ml PCR skumavky neobsahujuce RNazu a DNazu
Lad

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

Stolna odstredivka* s rotorom pre reakéné skumavky s objemom
0,2 ml/0,5 ml (schopna dosiahnut 10 000 ot./min.)

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

Tepelny cyklovac*® alebo vodny kupel™ (krok reverznej transkripcie)

* Qverte, ¢i boli zariadenia skontrolované a kalibrované podla odporiéani vyrobcu.
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Doplnkové reagencie

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Controls Kit (kat. €. 670191) obsahujuca
bunkové linie s negativnou, vysokou a nizkou pozitivnou expresiou
fuzneho génu BCR-ABL Mbcr na kvalitativne overenie extrakcie RNA
reverznej transkripcie

Varovania a preventivne opatrenia
Na diagnostické pouzitie in vitro

Pocas prace s chemikaliami noste vzdy vhodny laboratorny plast, jednorazové
rukavice a ochranné okuliare. DalSie informéacie najdete v prislusnych kartach
bezpeénostnych udajov (KBU). Tieto materialy su k dispozicii on-line

v praktickom a kompaktnom formate PDF na adrese www.giagen.com/safety.
Na tejto adrese mézete vyhladat, zobrazit' a vytlacit' kartu bezpecnostnych
udajov (KBU) pre kazdu stpravu QIAGEN a jej stcasti.

Odpad vzoriek a testov likvidujte podla miestnych bezpeénostnych predpisov.

VSeobecné bezpecénostné opatrenia

Testy gPCR vyzaduju spravne laboratérne postupy vratane udrzby zariadeni,
ktoré su urCené pre molekularnu biologiu a su v sulade s platnymi predpismi a
prislusnymi normami.

Tato suprava je urCena na diagnostické pouzitie in vitro. Reagencie a pokyny
dodavané v tejto stprave boli validované pre optimalny vykon. DalSie riedenie
reagencii alebo zmena inkubacnych Casov a teplét mdze viest’ k chybnym
alebo nezhodnym udajom. Ak su reagencie PPC a PPF vystavené svetlu,
moZzu sa zmenit. VSetky reagencie su pripravené na Specifické pouzitie s
tymto testom. Pre optimalny vykon testu by sa nemali robit' ziadne substitucie.

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

Budte mimoriadne opatrni, aby ste zabranili:

kontaminacii RNazy/DNazy, ktora by mohla spbsobit degradaciu
templatovej mRNA a vytvorenej cDNA

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

Preto odporu€ame nasledujuce.

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

Na vSetky pipetovacie kroky pouzivajte Cerstvé pipetové hroty odolné voci
aerosolom, aby sa zabranilo krizovej kontaminacii vzoriek a reagencii.
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Pripravte predbeznu zmes PCR master s prislusnym materialom (pipety,
hroty atd’.) v prislusnej oblasti, kde nie su zavedené zZiadne matrice DNA
(cDNA, DNA, plazmid). Sablénu pridajte do samostatnej zony (najlepsie v
samostatnej miestnosti) so Specifickym materialom (pipety, hroty, atd.).

So Standardnymi riedeniami (C1-3 a F1-5) manipulujte v samostatnej
miestnosti.

Skladovanie a manipulacia s reagenciami

Supravy sa dodavaju na suchom lade a po prijati sa musia skladovat' pri
teplote -30°C az -15°C.
Minimalizujte vystavenie zmesi primérov a sondy (skumavky PPC a PPF)
svetlu.
Pred otvorenim skumavky jemne premiesajte a odstredte.
VSetky komponenty supravy skladujte v pévodnych obaloch.

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

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

Neexistuju Ziadne zjavné znaky naznacujuce nestabilitu tohto produktu.
Pozitivne a negativne kontroly by sa v8ak mali vykonavat su¢asne s
neznamymi skuSobnymi vzorkami.
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Postup

Priprava vzorky RNA

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

Protokol: Odporuéana standardizovana reverzna
transkripcia EAC

Veci, ktoré je potrebné vykonat’ pred zac¢atim
Pripravte dNTP, 10 mM kazdy. Skladujte pri teplote —20 °C v alikvétach.

Postup

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

3. Kratko odstred’ujte (priblizne 10 sekund pri ota€kach 10 000 ot./min.,
aby sa zozbierala kvapalina v spodnej ¢asti skumavky). Potom drzte
na lade.

4. Pripravte nasledujucu zmes RT podla poétu vzoriek, ktoré by mali
byt spracované (Tabulka 2).

* Polas prdace s chemikéliami noste vidy vhodny laboratérny plast, jednorazové rukavice
a ochranné okuliare.

14 Prirucka k ijpsogen BCR-ABL1 Mbcr Kit 03/2015



Tabulka 2. Priprava zmesi RT

Objem na Koneéna

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

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

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

Tabul'ka 3. Priprava reakcie reverznej transkripcie

Komponent Objem (ul)
Zmes RT 16
Zahrievana vzorka RNA (1 ug) 1-4
Voda PCR stupnia bez obsahu nukleazy 0-3
Koneény objem 20
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11.

12.

16

Dobre premiesSajte a kratko odstred’'ujte (priblizne 10 sekund pri
10 000 ot./min., aby sa zozbierala kvapalina v spodnej €asti
skiumavky).

Inkubujte pri teplote 20 °C po dobu 10 minut.

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

5 minut ochladzujte na lade (aby sa zastavila reakcia).

. Kratko odstred'ujte (priblizne 10 sekund 10 000 ot./min., aby sa

zozbierala kvapalina v spodnej ¢asti skumavky). Potom drzte na l'ade.

Koneénu cDNA rozried’te 30 pl vody PCR stupnia bez obsahu
nukleazy, aby bol kone¢ny objem 50 pl.

Vykonajte PCR podla nasledujucich protokolov v sulade s vasim
nastrojom na qPCR.
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Protokol: qPCR na nastrojoch Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM alebo Rotor-Gene Q 5plex HRM so 72-skuimavkovym
rotorom

Pri pouZiti tohto nastroja sa odporuca vykonat' vSetky merania dvakrat, ako je
uvedené v Tabulke 4.

Tabulka 4. Pocet reakcii pre nastroje Rotor-Gene Q so 72-skiumavkovym
rotorom

Vzorky Reakcie
S primérmi ABL a zmesou sond (PPC-ABL)

n vzoriek cDNA n x 2 reakcie

2 x 3 reakcie (3 zriedenia, kazdé
testované dvakrat)

ABL Standard
Kontrola vody 2 reakcie

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

2 x 5 reakcii (5 zriedeni, kazdé

Mbcr Standard testované dvakrat)

Kontrola vody 2 reakcie

Spracovanie vzoriek instrumentmi Rotor-Gene Q so 72-skiumavkovym
rotorom

V ramci jedného experimentu odporuCame testovat' najmenej 8 vzoriek cDNA
s ciefom optimalizovat’ pouzivanie Standardov a primérov a zmesi sond. Kazdy
ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Kit poskytuje dostatok reagencii na vykonanie
experimentu s 8 vzorkami 3-krat pomocou 72-skumavkového rotora.
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Obrazok 4. Navrhované nastavenie rotora pre kazdy experiment s ipsogen BCR-ABL1
Mbcr Kit. F1-5: Standardy BCR-ABL Mbcr; C1-3: ABL Standardy; S: vzorka cDNA,;
H20: kontrola vody.

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

Vyplnte vSetky ostatné polohy prazdnymi skumavkami.

gPCR na nastroje Rotor-Gene Q so 72-skumavkovym rotorom
Poznamka: Vykonaijte vSetky kroky na lade.

Postup

1. Rozmrazte vSetky potrebné komponenty a polozte ich na l'ad.

2. Pripravte nasledujucu zmes qPCR podla poé¢tu vzoriek, ktoré by mali
byt spracované.
VSetky koncentracie su pre konecny objem reakcie.
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Tabulka 5 opisuje schému pipetovania pre pripravu jednej zo zmesi
reagencii, vypocitanej tak, aby sa dosiahol kone¢ny reakény objem 25 pl.
Predbezna zmes sa moze pripravit podla poCtu reakcii s pouzitim rovnakej
zmesi primérov a sond (PPC-ABL alebo PPF-Mbcr). Zahrnuté su aj dalSie
objemy na kompenzaciu chyby pipetovania.

Tabulka 5. Priprava zmesi qPCR

BCR-ABL

1 reakcia ABL: 24+1 Mbcr: 28+1 Konec¢na
Komponent (i) reakcii (pl) reakcii (ul) koncentracia
TagMan
Universal
PCR Master 12,5 3125 362,5 1x
Mix, 2x
Priméry a
zmes sond, 1 25 29 1x
25x
Voda PCR
stupha bez 6.5 162,5 1885 _
obsahu
nukleazy
Vzorka (ma
byt’ pridana 5 5 kazda 5 kazda —
v kroku 4)
Celkovy 25 25 kazda 25 kazda _
objem

g

Dispenzujte 20 pl predbeznej zmesi qPCR na skiumavku.

Pridajte 5 ul produktu RT (cDNA, ekvivalent 100 ng RNA) ziskaného z
reverznej transkripcie (pozri ,,Protokol: Odporuéana standardizovana
reverzna transkripcia EAC“, strana 14) do prislusnej skimavky

(celkovy objem 25 pl).
Opatrne premiesajte pipetovanim hore a dole.
Skumavku umiestnite do tepelného cyklovaéa podla odporuéani

vyrobcu.

Naprogramujte nastroj Rotor-Gene Q a program tepelného cyklovaca,
ako je uvedené v Tabulke 6.
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Tabulka 6. Teplotny profil

Mode of analysis Kvantifikacia
(Rezim analyzy)

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

(Cyklovanie) 95 stup. na 15 sek.

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

8. V pripade nastrojov Rotor-Gene Q zvol'te na analyzu moznost’ ,,Slope
Correct” (Sklon spravny). Odporuéame nastavit’ prah na hodnotu
0,03. Program teplotného cyklovania spustite podla Tabulky 6.
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Protokol: qPCR na nastrojoch ABI PRISM 7000, 7700 a
7900HT SDS a na nastroji LightCycler 480

Pri pouZziti zariadenia qPCR s 96 jamkami sa odporuca vykonat vSetky
merania dvakrat, ako je uvedené v Tabulke 7.

Tabulka 7. Pocet reakcii pri pouziti zariadenia qPCR s 96 jamkami

Vzorky Reakcie

S primérmi ABL a zmesou sond (PPC-ABL)

n vzoriek cDNA n x 2 reakcie
D
Kontrola vody 2 reakcie

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

2 x 5 reakcii (5 zriedeni, kazdé

Mbcr Standard testované dvakrat)

Kontrola vody 2 reakcie

Spracovanie vzoriek na nastrojoch ABI PRISM 7000, 7700 a 7900 SDS a
na nastroji LightCycler 480

V ramci jedného experimentu odporu¢ame testovat najmenej 8 vzoriek cDNA
s ciefom optimalizovat’ pouzivanie Standardov a primérov a zmesi sond.
Schéma dostiiek na obrazku 5 znazorriuje priklad takéhoto experimentu.
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Obrazok 5. Navrhované nastavenie dosticiek pre jeden experiment. S: vzorka cDNA;
F1-5: Standardy BCR-ABL Mbcr; C1-3: Standardy ABL; H20: kontrola vody.

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

Poznamka: Vykonajte vSetky kroky na lade.

Postup

1.
2.

22

Rozmrazte vSetky potrebné komponenty a polozte ich na l'ad.

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

VSetky koncentracie su pre konecny objem reakcie.

Tabulka 8 opisuje schému pipetovania pre pripravu jednej zo zmesi
reagencii, vypocitanej tak, aby sa dosiahol kone¢ny reakény objem 25 .
Predbezna zmes sa mo&ze pripravit podla poctu reakcii s pouzitim rovnake;j
zmesi primérov a sond (PPC-ABL alebo PPF-Mbcr). Zahrnuté su aj dalSie
objemy na kompenzaciu chyby pipetovania.
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Tabulka 8. Priprava zmesi qPCR

BCR-ABL

1 reakcia ABL: 24+1 Mbcr: 28+1 Konecna
Komponent (i) reakcii (ul) reakcii (uI) koncentracia
TagMan
Universal
PCR Master 12,5 312,5 362,5 1x
Mix, 2x
Priméry a
zmes sond, 1 25 29 1x
25X
Voda PCR
stupna bez 6.5 162,5 1885 _
obsahu
nukleazy
Vzorka (ma
byt pridana 5 5 kazda 5 kazda —
v kroku 4)
Celkovy 25 25 kazda 25 kazda -
objem

3. Dispenzujte 20 pl predbeznej zmesi qPCR na jednu jamku.

4. Pridajte 5 pl produktu RT (cDNA, ekvivalent 100 ng RNA) ziskaného v
reverznej transkripcii (pozri ,,Protokol: Odporuc¢ana standardizovana
reverzna transkripcia EAC*, strana 14) v prislusnej jamke (celkovy
objem 25 pl).

5. Opatrne premiesajte pipetovanim hore a dole.

6. Zatvorte dostiCku a kratko odstred'ujte (300 x g, priblizne 10 sekund).

7. Dosticku umiestnite do tepelného cyklovaca podla odporucani

vyrobcu. Naprogramujte tepelny cyklovaé¢ a program tepelného
cyklovaé€a, ako je uvedené v Tabulke 9 pre nastroje ABI PRISM 7000,
7700 a 7900HT SDS alebo v Tabul'ke 10 pre nastroj LightCycler 480.
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Tabulka 9. Teplotny profil pre ABI PRISM 7000, 7700 a 7900HT SDS

Mode of analysis Standardna krivka — Absolutna kvantifikacia
(Rezim analyzy)

Hold (Vydrz) Teplota: 50 °C

Cas: 2 minuty
Hold 2 (Vydrz 2) Teplota: 95 °C

Cas: 10 minut
Cycling 50-krat
(Cyklovanie) 95 °C na 15 sekund

60 °C 1 minutu so ziskanim fluorescencie FAM:;
zhasadlo: TAMRA

Tabulka 10. Teplotny profil pre nastroj LightCycler 480

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

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

Hold (Vydrz) Teplota: 50 °C

Cas: 2 minuty
Hold 2 (Vydrz 2) Teplota: 95 °C

Cas: 10 minut
Cycling 50-krat
(Cyklovanie) 95 °C na 15 sekund

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

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

8a. ABI PRISM 7000, 7700 a 7900HT SDS: Odporuc¢ame nastavit’ prah na
hodnotu 0,1, ako je opisané v protokole EAC v kroku analyzy o ABI
PRISM SDS a zakladné hodnoty nastavit’ medzi cyklami 3 a 15.
Spustite program cyklovania podla udajov v Tabulke 9.
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8b. Nastroj LightCycler 480: Odporu¢ame rezim analyzy Fit point s
pozadim nastavenym na hodnotu 2.0 a prahovou hodnotou 2.0.
Program teplotného cyklovania spustite podla Tabulky 10. l
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Protokol: qPCR na nastrojoch LightCycler 1.2 a 2.0

Odporu¢ame merat vzorky dvakrat pomocou kapilarnych nastrojov a
kontrolovat ich len raz, ako je uvedené v Tabulke 11.

Tabulka 11. Pocet reakcii pre nastroje LightCycler 1.2 a 2.0

Vzorky Reakcie

S primérmi ABL a zmesou sond (PPC-ABL)

n vzoriek cDNA n x 2 reakcie

ABL $tandard 1 x 3 reakcie (3 Standardné

zriedenia, kazdé testované raz)
Kontrola vody 1 reakcia

S primérmi BCR-ABL Mbcr a zmesou sond (PPF-Mbcr)

n vzoriek cDNA n x 2 reakcie

Mber Standard 1 X 5 regkcnv(5, standardrlych
zriedeni, kazdé testované raz)

Kontrola vody 1 reakcia

Spracovanie vzoriek na nastrojoch LightCycler 1.2 a 2.0

V ramci jedného experimentu odporu¢ame testovat najmenej 5 vzoriek cDNA
na optimalizovanie pouzivania Standardov a primérov a zmesi sond. Kapilarna
schéma na obrazku 6 znazornuje priklad experimentu.
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Obrazok 6. Navrhované nastavenie rotora pre kazdy experiment s ipsogen BCR-ABL1
Mbcr Kit. F1-5: Standardy BCR-ABL Mbcr; C1-3: Standardy ABL; S: neznama vzorka DNA
ur¢ena na analyzu; H20: kontrola vody.

gPCR na nastrojoch LightCycler 1.2 a 2.0

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

Poznamka: Vykonaijte vSetky kroky na lade.

Postup

1. Rozmrazte vSetky potrebné komponenty a polozte ich na l'ad.

2. Pripravte nasledujucu zmes qPCR podFla poc¢tu vzoriek, ktoré by mali
byt spracované.
VSetky koncentracie su pre konecny objem reakcie.

Tabulka 12 opisuje schému pipetovania pre pripravu jednej zo zmesi
reagencii, vypocitanej tak, aby sa dosiahol kone¢ny reakény objem 20 pl.
Predbezna zmes sa moze pripravit podla poctu reakcii s pouzitim rovnake;j
zmesi primérov a sond (PPC-ABL alebo PPF-Mbcr). Zahrnuté su aj dalSie
objemy na kompenzaciu chyby pipetovania.
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Tabulka 12. Priprava zmesi qPCR

BCR-ABL
1 reakcia ABL:14+1 Mbcr: 16+1 Koneéna
Komponent (p) reakcii (ul) reakcii (ul) koncentracia
Cerstvo
pripravena
hlavna zmes
LightCycler 4,0 60 68,0 1Xx
TagMan
Master Mix, 5x
Priméry a
zmes sond, 0,8 12 13,6 1x
25x
Voda PCR
stupna bez 10,2 153 173.4 _
obsahu
nukleazy
Vzorka (ma
byt pridana v 50 5 kazda 5,0 kazda -
kroku 4)
Celkovy objem 20,0 20 kazda 20,0 kazda -
3. Dispenzujte 15 pl predbeznej zmesi gPCR na kapilaru.
4. Pridajte 5 pl produktu RT (cDNA, ekvivalent 100 ng RNA) ziskaného
z reverznej transkripcie (pozri ,,Protokol: Odporu¢ana standardizovana
reverzna transkripcia EAC“, strana 14) do prislusnej skumavky (celkovy
objem 20 ul).
5. Opatrne premiesajte pipetovanim hore a dole.
6. Vlozte kapilary do adaptérov dodanych s pristrojom a kratko
odstred’te (700 x g, priblizne 10 sekund).
7. Vlozte kapilary do tepelného cyklovacéa podla odporuéani vyrobcu.
8. Naprogramujte nastroj LightCycler 1.2 alebo 2.0 a program tepelného
cyklovac€a podla Tabulky 13.
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Tabulka 13. Teplotny profil

Mode of analysis
(Rezim analyzy)

Hold (Vydrz)

Cycling
(Cyklovanie)

Hold 2 (Vydrz 2)

Kvantifikacia

Teplota: 95 °C

Cas: 10 minut

Sklon: 20

50-krat

95 °C na 10 sekund; sklon: 20

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

45 °C 1 minutu; sklon: 20

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

9a. LightCycler 1.2: Odporuca sa F1/F2 a rezim ,,2" derivative analysis“
(analyza zalozena na 2. derivacii). Program teplotného cyklovania
spustite podla Tabulky 13.

9b. LightCycler 2.0: Odporu¢ame pouzit’ Automatizovanu (F’’max)
analyzu na nastroji LightCycler 2.0 s verziu softvéru 4.0 na ziskanie
reprodukovatelnych vysledkov. Program teplotného cyklovania
spustite podla Tabulky 13.

Prirucka k ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Kit 03/2015

29



Protokol: qPCR na nastroji SmartCycler

Odporu¢ame merat vzorky pomocou tohto nastroja dvakrat a kontrolovat’ ich
len raz, ako je uvedené v Tabulke 14.

Tabulka 14. Pocet reakcii pre nastroj SmartCycler

Vzorky Reakcie
S primérmi ABL a zmesou sond (PPC-ABL)

n vzoriek cDNA n X 2 reakcie

1 x 3 reakcie (3 Standardné

ABL Standard zriedenia, kazdé testované raz)

Kontrola vody 1 reakcia

S primérmi BCR-ABL Mbcr a zmesou sond (PPF-Mbcr)

n vzoriek cDNA n x 2 reakcie

Mber &tandard 1 X 5 regkcnv(5, standardrlych
zriedeni, kazdé testované raz)

Kontrola vody 1 reakcia

Spracovanie vzoriek na nastroji SmartCycler

V ramci jedného experimentu odporu¢ame testovat najmenej 5 vzoriek cDNA
na optimalizovanie pouzivania Standardov a primérov a zmesi sond.
Dvojblokova schéma na obrazku 7 znazorruje priklad.
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Obrazok 7. Navrhované nastavenie dostiCiek pre jeden experiment. S: vzorka cDNA;
F1-5: Standardy BCR-ABL Mbcr; C1-3: Standardy ABL; H20: kontrola vody.

gPCR na nastroji SmartCycler
Poznamka: Vykonaijte vSetky kroky na lade.
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Postup

1.
2,

Rozmrazte vSetky potrebné komponenty a polozte ich na l'ad.
Pripravte nasledujucu zmes qPCR podla poc¢tu vzoriek, ktoré by mali
byt spracované.

VsSetky koncentracie su pre kone¢ny objem reakcie.

Tabulka 15 opisuje schému pipetovania pre pripravu jednej zo zmesi
reagencii, vypocitanej tak, aby sa dosiahol kone¢ny reakény objem 25 pl.
Predbezna zmes sa mé&ze pripravit podla poctu reakcii s pouzitim rovnake;j
zmesi primérov a sond (PPC-ABL alebo PPF-Mbcr). Zahrnuté su aj dalSie
objemy na kompenzaciu chyby pipetovania.

Tabulka 15. Priprava zmesi gPCR

BCR-ABL

1 reakcia ABL: 14+1  Mbcr: 16+1 Kone€na
Komponent (pl) reakcii (pl)  reakcii (uI) koncentracia
TagMan
Universal
PCR Master 12,5 187,5 212,5 1X
Mix, 2x
Priméry a
zmes sond, 1 15 17 1Xx
25x
Voda PCR
stupna bez 6.5 97.5 110,5 -
obsahu
nukleazy
Vzorka (ma
byt pridana 5 5 kazda 5 kazda -
v kroku 4)
Celkovy 25 25kazda 25 kazda -
objem

Dispenzujte 20 ul predbeznej zmesi gPCR na jednu jamku.

Pridajte 5 pl produktu RT (cDNA, ekvivalent 100 ng RNA) ziskaného v
reverznej transkripcii (pozri ,,Protokol: Odporuc¢ana standardizovana
reverzna transkripcia EAC*, strana 14) v prislusnej jamke (celkovy

objem 25 ul).

Opatrne premiesajte pipetovanim hore a dole.
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6.
7.

Vliozte vzorky do tepelného cyklovaéa podla odporuéani vyrobcu.

Naprogramujte nastroj SmartCycler a program tepelného cyklovaca
ako je uvedené v Tabulke 16.

Tabulka 16. Teplotny profil

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

8.
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Odporu¢ame prah nastaveny na hodnotu 30. Program teplotného
cyklovania spustite podla Tabulky 16.
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Interpretacia vysledkov

Princip analyzy udajov

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

Pomocou Standardov so znamym poctom molekul mdézeme vytvorit
Standardnu krivku a ur€it' presné mnozstvo pritomnej cielovej latky v
testovanej vzorky. Standardné krivky ipsogen su zaloZené na plazmidoch a
pouzivaju 3 plazmidové Standardné riedenia pre kontrolny gén (CG) a 5
Standardnych riedeni pre fuzny gén (FG), aby boli zabezpetené presné
Standardné krivky. Na obrazkoch 8 a 9 je znazorneny priklad amplifikacnych

kriviek TagMan ziskanych pomocou ipsogen BCR-ABL Mbcr Kit.

Amplification Curves Salect (00
om——
B M-ber 10 //’/;1 =
B  M-bcr 102 // /
| M-bcr 103 1061 / /
B M-bcr10° /
m M-bcr10° //f / /

Fluorescence (483-533)

=
=)

LS

L

L

Obrazok 8. Detekcia standardov BCR-ABL Mbcr (F1-F5). 10", 102, 103, 105, 108 kopii/5 pl.
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Obrazok 9. Detekcia Standardov ABL (C1, C2, C3). 103, 10* a 105 kopii/5 pl.
Vysledky

Standardna krivka a kritéria kvality
Nespracované daje mozno vloZit do suboru Excel® na analyzu.

Pre kazdy gén (ABL a BCR-ABL) sa nespracované hodnoty Ct ziskané z
rozriedenia plazmidovych standardov vyznacuju podfa logaritmu poctu kopii
(3,4ab5preC1,C2aC3;1,2,3,5a6 pre F1, F2, F3, F4 a F5). Obrazok 10
znazornuje priklad teoretickej krivky vypocitanej z 5 Standardnych zriedeni.

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Obrazok 10. Teoreticka krivka vypocitana z 5 standardnych zriedeni. Krivka linearnej
regresie (y = ax + b) sa vypocita pre kazdy gén (ABL a BCR-ABL), pri ktorom je a sklon
priamky a b je priese¢nik s osou y, ktora je suradnicou bodu y, v ktorom priamka pretina os
y. Jej rovnica a koeficient stanovenia (R?) sa vytlacia na grafe.

KedZe Standardy predstavuju desatnasobné zriedenia, teoreticky sklon krivky
je =3.3. Sklon od -3,0 do —3,9 je akceptovatelny, pokial je R*> 0,95 (7). Pre
presné vysledky je v8ak zZiaduca hodnota R? > 0,98 (3).

Normalizovany pocet képii (NCN)

Na transformovanie nespracovanych hodnét Cr (ziskanych pomocou
PPC-ABL) pre nezname vzorky na poCet kopii ABL (ABLcn) je potrebné pouzit
rovnicu Standardnej krivky ABL.

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

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

NCN = x 100
ABLcn

Hodnota MRD

Hodnota minimalneho zvySkového ochorenia (Minimal Residual Disease,
MRD) predstavuje pomer medzi normalizovanou expresiou fuzneho génu z
hladiska kontrolného génu pri naslednej kontrole (FGen/CGen)rup @ v
diagnostickych vzorkach (FGcn/CGen)px.

(FGcn/CGen)Fur
(FGcen/CGen)px

Hodnota MRD (MRDv) =
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Citlivost’

Citlivost (SENSv) sa vypocita podla relativnej expresie fuzneho génu FG pri
diagnoze (FGen/CGen)ox a expresie kontrolného génu CG (CGen,rur) VO
vzorke naslednej kontroly.

CGecn,px

Citlivost (SENSv) =
CGen,rup X FGenpx

Kontrola kvality z hodn6t ABL

Slaba kvalita RNA alebo problémy poc¢as krokov gPCR vedu k nizkemu poctu
ABLcn. Odporu¢ame odmietnut’ vysledky zo vzoriek s hodnotou ABLcn <
4246,2 (nizSia hodnota 95 % CI zo vzoriek pacientov s CML v studii EAC,
referencia 8).

Reprodukovatelnost’ medzi replikatmi

Variacia hodnét Ct medzi replikatmi by mala byt < 2, €o zodpoveda
Stvornasobnej zmene hodndét poctu kopii.

Variacia hodnét Cr medzi replikatmi je vo vSeobecnosti < 1,5, ak je stredna
hodnota Cr replikatov < 36 (7).

Poznamka: Kazdy pouzivatel by si mal merat svoju vlastnu
reprodukovatelnost vo svojom laboratériu.

Kontroly vody
Negativne kontroly musia mat nulovy pocet kopii.

Pozitivna kontrola vody vyplyva z krizovej kontaminacie. RieSenie najdete v
Casti ,Sprievodca rieSenim problémov® uvedenej dale;.

Sprievodca riesenim problémov

Tento sprievodca rieSenim problémov méze byt uzitoCny pri rieSeni
akychkolvek problémov, ktoré mézu nastat. Viac informacii najdete aj na
stranke Casto kladené otazky v nasom stredisku technickej podpory:
www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Vedci v technickych sluzbach QIAGEN
vam vzdy radi zodpovedaju vSetky otazky tykajuce sa informacii a protokolov v
tejto prirucke alebo technoldgii vzoriek a testov (kontaktné informacie najdete
v Casti ,Kontaktné informacie” na strane 47).
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Komentare a navrhy

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

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

Subezne spustte pozitivhu kontrolu bunkovej
linie RNA (jpsogen BCR-ABL1 Mbcr Controls Kit,
kat. €. 670191).

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

Subezne spustte pozitivhu kontrolu bunkovej
linie RNA (jpsogen BCR-ABL1 Mbcr Controls Kit,
kat. €. 670191).

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

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

SubezZne spustte pozitivhu kontrolu bunkovej
linie RNA (jpsogen BCR-ABL1 Mbcr Controls Kit,
kat. €. 670191).

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

Subezne spustte pozitivhu kontrolu bunkovej
linie RNA (jpsogen BCR-ABL1 Mbcr Controls Kit,
kat. €. 670191).

Standardny signal negativny

a) Chyba pipetovania Skontrolujte schému pipetovania a nastavenie
reakcie.

Zopakuijte cyklus PCR.

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

svetlom. Pozrite si Cast' ,Skladovanie
a manipulacia s reagenciami® na strane 13.

Vyhnite sa opakovanému zmrazeniu a
roztapaniu.

Alikvotné reagencie na skladovanie.
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Komentare a navrhy

Negativne kontroly su pozitivne

Krizova kontaminacia

Vymente vSetky kritické reagencie.

Experiment opakujte s novymi alikvotmi
vSetkych reagencii.

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

Ziaden signal, ani pri $tandardnych kontrolach

a) Chyba pipetovania
alebo vynechanie
reagencii

b) Inhibi¢né ucinky
materialu vzorky
spdsobené
nedostatocnou
purifikaciou

c) LightCycler: Bol
zvoleny nespravny
detekCny kanal

d) LightCycler: Nie je
naprogramovana
Ziadna akvizicia udajov

Skontrolujte schému pipetovania a nastavenie
reakcie.

Zopakujte cyklus PCR.
Zopakujte pripravu RNA.

Nastavte nastavenie kanalov na F1/F2 alebo
530 nm/640 nm.

Skontrolujte programy cyklov.

Vyberte rezim akvizicie ,single“ na konci
kazdého segmentu hybridizacie primérov
programu PCR.

Chybajuci alebo slaby signal vo vzorkach, ale standardné kontroly su v

poriadku

a) Nizka kvalita RNA
alebo nizka
koncentracia

b) Zlyhanie kroku
reverznej transkripcie

38

Pred zacCiatkom vzdy skontrolujte kvalitu a
koncentraciu RNA.

Subezne spustte pozitivhu kontrolu bunkovej
linie RNA (jpsogen BCR-ABL1 Mbcr Controls Kit,
kat. €. 670191).

Pred zacCiatkom vzdy skontrolujte kvalitu a
koncentraciu RNA.

Subezne spustte pozitivhu kontrolu bunkovej
linie RNA (jpsogen BCR-ABL1 Mbcr Controls Kit,
kat. €. 670191).
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Komentare a navrhy

Intenzita fluorescencie je priliS nizka

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

svetlom. Pozrite si ¢ast' ,Skladovanie
a manipulacia s reagenciami® na strane 13.

Vyhnite sa opakovanému zmrazeniu a
roztapaniu.

Alikvotné reagencie na skladovanie.

b) Velmi malé poCiatoCné ZvysSte mnozstvo vzoriek RNA.
mnozstvo ciefovej

RNA Poznamka: V zavislosti od zvolenej metddy

pripravy RNA sa mézu vyskytnut inhibiéné
ucinky.
LightCycler: Intenzita fluorescencie sa liSi

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

b) NedostatoCné Pripravena zmes PCR mo6ze byt eSte vzdy v
odstredenie kapilar hornej nadobe kapilary, alebo méze byt v
kapilarnom hrote zachytena vzduchova bublina.

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

c) VonkajSi povrch Pri manipulacii s kapilarami vzdy noste rukavice.
kapilarneho hrotu je
znecCisteny

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

Kontrola kvality

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

Pred pouZitim tohto zariadenia musia byt pouzivatelia zaskoleni a
oboznameni s touto technologiou.

VsSetky ziskané diagnostické vysledky sa musia interpretovat’ v spojeni s inymi
klinickymi alebo laboratornymi nalezmi. Pouzivatel je zodpovedny za overenie
vykonu systému pre vSetky postupy pouzivané v jeho laboratoriu, na ktoré sa
nevztahuju studie vykonnosti QIAGEN.

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

Poznamka: Tato suprava bola navrhnuta v sulade so Studiami (8), programu
,Eurépa proti rakovine (EAC) a je v sulade s aktualizovanymi medzinarodnymi
odporucaniami (3, 5). Mala by pouzivat podla pokynov uvedenych v tejto
priruCke v kombinacii s validovanymi reagenciami a nastrojmi (pozrite si ¢ast
,Pozadované materialy, ktoré sa nedodavaju“ na strane 11). PouZzivanie tohto
produktu spésobom, ktory nie je v sulade s priru¢kou, a/alebo modifikacia
komponentov rusi zodpovednost spolo¢nosti QIAGEN.

Charakteristiky ucinnosti
Neklinické studie

Materialy a metédy

Hodnotenie ucinnosti bolo vykonané na nastroji ABI PRISM 7700 SDS v
kombinacii s reagenciami uvedenymi v Casti ,PoZadované materialy, ktoré sa
nedodavaju* na strane 11. Studie rovnocennosti potvrdili jej pouzitie na
nasledujucich nastrojoch: ABI PRISM 7000 a 7900HT SDS, LightCycler 1.2 a
480, Rotor-Gene 3000 a na nastroji SmartCycler (9).

Vykonali sa neklinické Studie s cielom stanovit analyticku vykonnost ipsogen
BCR-ABL1 Mbcr Kit. Tieto neklinické laboratorne Studie boli vykonané na celej
RNA z bunkovej linie K562 zriedenej v stalom koneCnom mnozstve celkove;j
RNA bunkovej linie MV4-11.

Na uréenie opakovatelnosti testu bolo analyzovanych 5 ré6znych koncentracii
celkovej RNA linie K562 (5 ng, 500 pg, 50 pg, 5 pg a 0,5 pg) zriedenej v
celkovej RNA linie MV4-11 v stalom kone¢nom celkovom mnozstve 200 ng v 5
replikatoch na cyklus a v 4 réznych cykloch (Obrazok 11).
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Obrazok 11. Amplifikacia vytvara krivku zriedeni 2,5 x 1072 (5 ng), 2,5 x 10~ (0,05 ng),
2,5 x 10~° (0,005 ng) a 2,5 x 10~ (0,0005 ng) celkovej RNA linie K562 v celkovej RNA
negativnej na liniu MV4-11.

Analytické udaje

V tabufkach 17-20 su uvedené vnutrolaboratérne analyzy so strednym
prahovym cyklom (Cr), Standardna odchylka (Standard Deviation, SD), pocCet
vzoriek (n), koeficient variacie (Coefficient of Variation, CV), stredny pocet
képii (Copy Number, CN) a stredny normalizovany pocet képii (Normalized
Copy Number, NCN).

Tabulka 17. Vnutrolaboratérna analyza — bunkové linie BCR-ABL Mbcr
a ABL

Bunkova

linia Zriedenie StrednaCr SD n CV (%)
2.5 x 102 (5 ng/200 ng) 2618 040 20 154

“BACbi‘ABL 25x10°3(0,5ng/200 ng) 2932 053 19 1,82

2,5x 104 (0,05 ng/200 ng) 32,62 0,62 20 1,91
ABL _ 2359 020 95 0,83
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Tabulka 18. Vnutrolaboratérna analyza — plazmidy

Gén Plazmid StrednaCr SD n CV (%)
F1 (10" kopif) 3447 125 8 364
F2 (102 képif) 3148 054 8 171

I\BA%(';‘}'ABL F3 (10° kopif) 2817 111 7 395
F4 (105 kopif) 2120 065 8 3,06
F5 (106 kopif) 1822 009 6 049
C1 (102 képif) 28,47 034 8 118

ABL C2 (10 képif) 2525 031 8 122
C3 (105 képii) 2192 070 8 319

Tabulka 19. Vnutrolaboratérna analyza — bunkové linie BCR-ABL Mbcr
a ABL (stredny CN)

Bunkova
linia Zriedenie Stredny CN SD n CV (%)

2,5x 1072
(5 ng/200 ng)

BCR-ABL 2,5x1073

4134,27 2512,40 20 60,77

Mber (0,5 ng/200 ng) 512,8 479,51 19 93,51
2,5x10™

(0,05 ng/200 ng) 42,94 22,05 20 51,36

ABL — 33 831,51 13637,7 94 40,31

Tabulka 20. Vnutrolaboratérna analyza — bunkova linia BCR-ABL Mbcr
(stredny NCN)

Bunkova Stredny
linia Zriedenie NCN* SD n CV (%)

2,5x102(5ng/200 ng) 12,6338 532,79 20 42,17

I\B/I(ég'ABL 25x10°(0,5ng/200 ng) 1,605 9469 19 81,61
2,5x 10 (0,05 ng/200 ng) 0,1782 10,73 20 60,23
. . o g . Mbcr cn
* Iba pre vysledky tychto Studii je NCN uvedeny ako x 100.
ABLcn
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Klinické studie

Hodnotenie ucinnosti bolo vykonané na nastroji ABI PRISM 7700 SDS v
kombinacii s reagenciami uvedenymi v Casti ,Pozadované materialy, ktore sa
nedodavaju” na strane 11. Studie rovnocennosti potvrdili jej pouZitie na

nasledujucich nastrojoch: ABI PRISM 7000 a 7900HT SDS, LightCycler 1.2 a
480, Rotor-Gene 3000 a na nastroji SmartCycler (9).

Skupina 26 laboratorii v 10 europskych Statoch, ktoré su zoskupené v
programe Eurdpa proti rakovine (EAC), zosuladila svoj postup a pouzZila
plazmidy dodané spolo¢nostou IPSOGEN na vytvorenie Standardizovaného
protokolu analyzy gPCR hlavnych fuznych génov spojenych s leukémiou v
klinickom prostredi. Jednym z fuznych génov (FG) zahrnutych do tejto Studie
bol transkript BCR-ABL p210. Predkladame vam zhrnutie tejto overovacej
Studie, jej uplné vysledky uz boli zverejnené (8, 10).

Medzilaboratérna reprodukovatelnost’ pre standardy plazmidov CG a FG

Jedenast laboratorii urobilo experiment medzilaboratérnej reprodukovatelnosti
na zhodnotenie variability merania Standardnych riedeni plazmidov CG a FG.
Riedenia boli v kazdom zariadeni vykonané dvakrat. Tabulka 21 uvadza
strednu Standardnu odchylku a CV (%) pre kazdé riedenie.

Tabulka 21. Medzilaboratérna reprodukovatel'nost’ pre Standardy
plazmidov CG a FG

Gén Zriedenie Stredna CrSD CV (%)
C1 29,59 1,34 4,54

Kontrolny gén ABL C2 26,33 1,02 3,90
C3 22,75 1,59 6,97
F1 41,11 2,26 5,50
F2 37,43 1,51 4,04

Fazny gén BCR-ABL p210 F3 33,76 1,28 3,81
F4 26,50 1,03 3,90
F5 22,98 0,97 4,21

Hodnoty expresie transkriptu FG BCR-ABL Mbcr

V tabufkach 22 a 23 su uvedené hodnoty expresie transkriptu FG BCR-ABL
Mbcr a CG ABL CG pre bunkovu liniu K562 u pacientov s CML a ALL pri
ureni diagndzy a u beznych pacientov.
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Tabulka 22. Hodnoty expresie transkriptu FG BCR-ABL Mbcr a
CG ABL - hodnoty C+

Hodnoty Ct (95 % rozsah)
BCR-ABL Mbcr ABL

Bunkova linia K562
Vzorky pacientov s CML
BM (n = 15)

PB (n = 14)

Vzorky pacientov s ALL
BM aPB (n=17)

Vzorky negativnych pacientov

BM (n = 26)
PB (n = 74)

20,5 20,7

251 (21,5—-27,0) 25,2 (20,7 — 26,8)
231(21,9-25,8) 23,7 (22,6 — 26,7)

24,1 (21,5 -29,9) 24,0 (21,6 — 26,4)

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

Tabulka 23. Hodnoty expresie transkriptu FG BCR-ABL Mbcr a CG ABL —
hodnoty CN a pomeru

Hodnoty
pomeru
Hodnoty CN (95 % rozsah) (95 % rozsah)*
CN BCR-ABL
BCR-ABL Mbcr ABL Mbcr/CN ABL
Vzorky pacientov s CML
8710 10 115,8 0,86
BM (n = 15)
(2089 — 112 202) (4786,3 — 37 153,52) (0,44 — 3,02)
17 783 15 237 1,17
PB (n = 14)

Vzorky negativnych pacientov

BM (n = 26) -

PB (n = 74) =

(2042 — 112 202) (4246,2 —25568,3) (0,48 — 4,41)

19 201
(12 922 — 25 480)

21 136
(17 834 — 24 437)

* Vysledky su vyjadrené ako jednoduché pomery BCR-ABL/ABL.
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Hodnoty ABL Ct medzi beznymi vzorkami a vzorkami leukémie neboli vyrazne
odliSné, rovnako ako ani medzi typmi vzoriek (PB alebo BM) alebo vzorkami
leukémie (ALL, AML, CML).

Miera faloSnej pozitivity a faloSnej negativity

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

Pozitivne kontroly: Bunky K562, teda bunkova linia dobre znama svojou
pozitivitou na fuzny gén BCR-ABL p210; vzorky pacientov uz
vyhodnotené ako pozitivne na p210

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

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

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

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

Tabulka 24 zobrazuje pocet a percento faloSne negativnych a faloSne
pozitivnych vzoriek.

Tabulka 24. FaloSne negativne a faloSne pozitivhe vzorky

FaloSna negativita FaloSna pozitivita
103 104 Negativna kontrola FG NAC/NTC
0% (0/33) 6,1 % (2/33) 10,9 % (6/55) 4,1 % (14/340)

Referencna literatura

Spolo¢nost QIAGEN vedie rozsiahlu a aktualizovanu on-line databazu
vedeckych publikacii vyuzZivajucich produkty QIAGEN. Vdaka komplexnym
moznostiam vyhlfadavania mézete najst’ Clanok, ktory potrebujete,
prostrednictvom jednoduchého vyhladania kfu¢ového slova alebo
Specifikovanim oblasti uplatnenia, vyskumu, nazvu atd.

Uplny zoznam referenénej literatiry najdete v on-line Referenénej databaze
QIAGEN na stranke www.giagen.com/RefDB/search.asp, pripadne kontaktujte
technické sluzby spolo¢nosti QIAGEN alebo svojho miestneho distributora.
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Symboly

Nasledujuce symboly sa mézu objavit' na baleni a Stitkoch:

<N> Obsahuje reagencie postacujuce na <N> reakcii

Pouzite do

SN

Zdravotnicke diagnostické zariadenie na pouzitie v
IVD podmienkach in vitro

Katalégové Cislo

Cislo sarze
MAT Cislo materialu
GTIN |dentifikator GTIN (Global Trade ltem Number)

Teplotné obmedzenia

Vyrobca

Precitajte si navod na pouzitie

=Rz [ H

Kontaktné informacie

Technicku pomoc a dalSie informacie ziskate v centre technickej podpory na
adrese www.giagen.com/Support alebo na telefonnom cCisle 00800-22-44-6000,
alebo kontaktujte niektoré z oddeleni technickej podpory spoloénosti QIAGEN
(pozrite zadnu stranu alebo navstivte lokalitu www.giagen.com).
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Informacie o objednavani

Produkt Obsah Kat. no.
ipsogen BCR-ABLA1 Pre 24 reakcii: Standardy kontrolného 670123
Mbcr Kit (24) génu ABL, Standardy fuzneho génu

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

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

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

(zelena, zlta, oranZova, Cervena,

karminova) plus kanal HRM, prenosny

pocitag, softvér, prisluSenstvo,

jednorocna zaruka na diely a pracu,

inStalacia a zaskolenie nie su sucastou

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

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

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Controls Kit — na kvalitativhu
validaciu extrakcie RNA a reverznu transkripciu fiuzneho
génu BCR-ABL Mbcr

ipsogen BCR-ABLA1 Bunkové linie s negativnou, vysokou a 670191
Mbcr Controls Kit nizkou pozitivhou expresiou fuzneho
génu BCR-ABL Mbcr

Aktualne licencné informacie a pravne informacie tykajuce sa produktu najdete
v sprievodcovi alebo pouZzivatelskej prirucke k suprave QIAGEN. Sprievodcov
a pouzivatelské priru¢ky k supravam QIAGEN najdete na lokalite
www.giagen.com alebo o ne mézete poziadat oddelenie technickych sluzieb
spolo¢nosti QIAGEN alebo svojho miestneho distributora.
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Tento produkt je uréeny na diagnostické pouZitie in vitro. Produkty jpsogen sa nemdzu opatovne predavat, upravovat na dalSi predaj ani pouzivat
na vyrobu komerénych vyrobkov bez pisomného suhlasu spolo¢nosti QIAGEN.

Informécie uvadzané v tomto dokumente sa mézu zmenit bez predchadzajuceho upozornenia. Spolo¢nost QIAGEN nenesie Ziadnu
zodpovednost za chyby, ktoré sa mézu vyskytnat v tomto dokumente. Tento dokument sa v ¢ase uverejnenia povazuje za Uplny a presny.
Spolo¢nost QIAGEN v Ziadnom pripade nezodpoveda za nahodné, $pecialne, viacnasobné alebo nasledné Skody, ktoré vzniknu v suvislosti s
pouzivanim tohto dokumentu alebo vyplyvajuce z jeho pouZitia.

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

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

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

1. ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Kit m6Ze byt pouzita vyluéne v stlade s priru¢kou k stprave ipsogen BCR-ABL1 Kit a iba s komponentmi
obsiahnutymi v tejto stprave. Spolo¢nost QIAGEN neudeluje Ziadnu licenciu v rdmci Ziadneho zo svojich prav na ochranu dusevného
vlastnictva na pouzivanie alebo spajanie komponentov tejto stpravy so ziadnymi komponentmi, ktoré netvoria su¢ast tejto stpravy,

s vynimkou ustanoveni uvadzanych v prirucke k ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Kit a v dal$ich protokoloch, ktoré su dostupné na adrese
www.giagen.com.

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

3. Tato suprava a jej komponenty su licenéne poskytnuté na jednorazové pouzitie a nesmu sa opatovne pouzivat, opravovat ani predavat.
4. Spolo¢nost QIAGEN sa Specificky zrieka vSetkych ostatnych (vyslovnych alebo implicitnych) licencii nez tych, ktoré su tu vyslovne uvedené.
5. Kupujuci a pouzivatel tejto supravy suhlasia s tym, Ze inym osobam neumoznia ani nepovolia vykonat Ziadne kroky, ktoré by mohli viest
k akymkolvek ¢innostiam, ktoré su zakazané vyssie, alebo k nim napomahat. Spolo¢nost QIAGEN méZe uplatriovat’ prislusné zakazy
uvadzané v tejto obmedzenej licenénej zmluve pred akymkolvek sidom a bude poZzadovat vSetky naklady na vySetrovanie a sudne konania

(vratane nakladov na pravne zastupovanie) pri kazdom takomto kroku s ciefom uplatnit ustanovenia tejto obmedzenej licenénej zmluvy alebo
prav duSevného vlastnictva suvisiacich so supravou a/alebo jej komponentmi.

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

HB-1360-002 © 2013-2015 QIAGEN, vSetky prava vyhradené.
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Australia = techservice-au@giagen.com

Austria = techservice-at@giagen.com

Belgium = techservice-bnl@giagen.com

Brazil = suportetecnico.brasil@qgiagen.com

Canada = techservice-ca@qiagen.com

China = techservice-cn@giagen.com

Denmark = techservice-nordic@giagen.com

Finland = techservice-nordic@qiagen.com

France = techservice-fr@giagen.com

Germany = techservice-de@giagen.com

Hong Kong = techservice-hk@giagen.com

India = techservice-india@qiagen.com

Ireland = techservice-uk@giagen.com

Italy = techservice-it@giagen.com

Japan = techservice-jp@giagen.com

Korea (South) = techservice-kr@giagen.com

Luxembourg = techservice-bni@giagen.com

Mexico = techservice-mx@giagen.com

The Netherlands = techservice-bni@giagen.com

Norway = techservice-nordic@giagen.com

Singapore = techservice-sg@qiagen.com

Sweden = techservice-nordic@qgiagen.com

Switzerland = techservice-ch@giagen.com

USA = techservice-us@giagen.com QIAGEN

UK = techservice-uk@giagen.com
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