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M Badan nad mikroRNA oraz RNAI
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Przeznaczenie

Zestaw ipsogen BCR-ABL1 Mbcr jest przeznaczony do oceny ilo$ciowej
statusu transkryptow BCR-ABL p210 b2a2 lub b3a2 w prébkach szpiku
kostnego lub krwi obwodowej pacjentdéw z ostrg biataczkg limfobalstyczng
(ang. acute lymphoblastic leukemia; ALL) lub chroniczng biataczkg mieloidalng
(ang. chronic myeloid leukemia; CML), u ktérych uprzednio zdiagnzowano
obecnos¢ genu fuzyjnego BCR-ABL. Test jest przeznaczony do oceny
poziomu odpowiedzi molekularnej; wyniki mogg zosta¢ wykorzystane do
monitorowania minimalnej choroby resztkowej (ang. minimal residual disease;
MRD).

Streszczenie i Wyjasnienia

Przewlekta biataczka szpikowa (CML) nalezy do grupy schorzen cechujgcych
sie neoplazmatycznymi zmianami mieloproliferacyjnymi i jest obserwowana w
>90% przypadkdéw powigzanych z obecnoscig chromosomu Filadelfia (Ph
CHRYS).

Chromosom ten jest produktem wzajemnej translokacji pomiedzy dtugimi
ramionami chromosomow 9 i 22, 1(9;22), z rejonem tamliwym (ang. breakpoint
cluster region; BCR) zlokalizowanym na chromosomie 22 oraz onkogenem
c-ABL usytuowanym na chromosomie 9. Korespondujgcy gen fuzyjny BCR-
ABL1 jest transkrybowany do RNA o wielkosci 8,5 kb (kilo zasad) z dwoma
wariantami fuzyjnymi (junction variants), b2a2 (40% przypadkdéw) oraz b3a2
(55% przypadkow). Gen fuzyjny koduje biatko chimeryczne p210 cechujgce
sie podwyzszong aktywnoscig kinazy tyrozynowej. Transkrypty b2a3 i b3a3
stanowig mniej niz 5% przypadkéw. Chromosom Ph jest wykrywany u 35%
pacjentdéw z ostrg biataczka limfoblastyczng (ALL).

Rocznie wykrywa sie okoto 1-2 przypadkéw CML na 100.000 os6b i
schorzenie to stanowi 20% wszystkich biataczek wsrod dorostych. Klinicznie
charakteryzuje sie nadmiarem komérek mieloidalnych, ktére podlegajg
roznicowaniu i funkcjonujg normalnie. W 90-95% przypadkach CML, pacjenci
zostang zdiagnozowani w chronicznej lub stabilnej fazie choroby.

W przeszitosci stan pacjentéw przechodzit w kryzys blastyczny i ostrg
biataczke kornczgca sie zejsciem smiertelnym z mediang przezycia 4-6 lat.
Pojawienie sie leku imatinib, a nastepnie inhibitorow kinazy tyrozynowej
drugiej generacji (ang. tyrosine kinase inhibitors; TKI) dramatycznie zmienito
naturalny przebieg choroby. Obecnie wiekszo$¢ pacjentdéw pozostaje w
remisji, co stwarza potrzebe dtugofalowego monitorowania choroby.

Monitorowanie choroby

Obecnym celem terapii CML jest osiggniecie 100% przezycia i negatywnego
statusu chromosomu Ph. Monitorowanie choroby jest zatem kluczowym
narzedziem w ocenie odpowiedzi na leczenie i wykrywania nawrotow u
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kazdego pacjenta tak szybko jak to mozliwe. Leczenie z uzyciem TKI zwykle
powoduje, ze remisja u pacjentdw przechodzi ze stadium hematologicznego
do cytogenetycznego, a nastepnie molekularnego, co koresponduje ze
spadkiem liczby komoérek biataczkowych oraz transkryptow BCR-ABL1, tak jak
to pokazano na Rysunku 1.

Diagnoza, terapia wstepna,
lub nawrot hematologiczny
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Rysunek 1. Zaadaptowano z pozycji 1 literatury.

Standardowg metodg oceny obcigzenia nowotworowego u pacjentow CML jest
konwencjonalna analiza cytogenetyczna (barwienie Giemsa) komorek szpiku
pacjentow podczas metafazy. Odpowiedz cytogenetyczna jest oceniana na
podstawie co najmniej 20 komorek szpiku w metafazie. Poziom odpowiedzi
cytogenetycznej jest oceniany na podstawie procentowosci metafaz z
pozytywnym chromosomem Ph (patrz Tabela 1, poz. 2 literatury). Niemniegj
jednak metoda ta jest zalezna od poziomu ekspertyzy, ktorym dysponuje dane
laboratorium i cechuje sie niskg czutoscig 5% przy analizie 20 metafaz.

Ocena ilosciowa mRNA dla BCR-ABL1 Mbcr metodg PCR w czasie
rzeczywistym (QPCR) w probkach krwi obwodowej definiuje odpowiedz
molekularng, co obecnie jest jedng z technologii stuzgcych monitorowaniu
CML. Jest ona mniej inwazyjna i bardziej czuta w poréwnaniu do
konwencjonalnej analizy cytogenetycznej metafazy komorek szpiku.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Zalecenia dotyczgce monitorowania CML zostaty rowniez niedawno
uaktualnione celem uwzglednienia nowych danych z badan klinicznych jak
réwniez ulepszonych narzedzi i metod monitorowania choroby. Najnowsze
zalecenia dotyczgce definiowania odpowiedzi i monitorowania pacjentéw z
CML dla TKI pochodzg od ekspertéw ELN (European LeukemiaNet) (2).

Z technicznego punktu widzenia, miedzynarodowi eksperci czynig wysitki celem
zharmonizowania strategii badan i raportowania dla BCR-ABL1 Mbcr (3-5).
Ponadto pod auspicjami WHO zostat niedawno powotany panel referencyjny
majgcy na celu utatwiong standaryzacje oceny ilosciowej BCR-ABL1 (6).

Tabela 1. Miedzynarodowe zalecenia dotyczace zarzadzania pacjentami z
CML (zaadaptowano z pozycji 2 literatury)

Odpowiedz
molekularna
(Stosunek BCR-
ABL do genu
konrolnego
Odpowiedz Odpowiedz zgodnie ze skalg
hematologiczna  cytogenetyczna miedzynarodowa)
Catkowita: .
Liczba ptytek <450 x gﬁf%‘éﬁ'ta'
10%/litr o
Liczba biatych gﬁislc'_%vég/o ‘Catkowita’ oznacza
krwinek <10 x 10%/litr Mnieisza: niemierzalny i
Definicje  Rdznicowanie bez Pha+ JC%G—éS% nieidentyfikowalny
niedojrzatych Minimalna: transkrypt
granulocytéw i z mniej i Gtéwna: <0,1
niz 5% bazofili E?JK_GG_QS%
g:f(;"ggrf:""a'”a Ph+ >95%
: Sprawdzaj Sprawdzaj co 3
Sggac\j’\r/]?ézjoco 2 pr_zyr]ajmniej co6  miesigce
uzyskania miesiecy dp W przypadku.

_ potwierdzenia uzysl_<an|a| _ n!epowodzenlla,
Monito- catkowitei potwierdzenia nieoptymalnej
rowanie odpowiedjzi potem catkowitej odpowiedzi lub

o 3 miesia’ce o ile odpowiedzi, wzrostu poziomu

nie ma innych potem transktyptu na_lezy

wvmaaan przynajmniej co wykonac analize
ymag 12 miesiecy mutacji

Catkowita odpowiedz hematologiczna oraz odpowiedz cytologiczna i molekularna powinny zosta¢
potwierdzone dwukrotnie. Odpowiedz cytogenetyczna jest oceniana na podstawie co najmniej 20
komorek szpiku w metafazie. Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (fluorescence in situ
hybridization; FISH) komérek krwi obwodowej powinna by¢ zastosowana tylko w przypadku braku
mozliwosci pozyskania komérek szpiku. Odpowiedz molekularna jest oceniana na podstawie
komérek krwi obwodowe;j.
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Zasada Procedury

llosciowy PCR (qPCR) pozwala na doktadng ocene ilosciowg produktow
podczas fazy wykfadniczej amplifikacji PCR. Dane PCR mogg by¢
wygenerowane szybko, bez potrzeby dodatkowej obrobki danych, poprzez
detekcje sygnatu fluorescencyjnego w czasie rzeczywistym podczas oraz/lub
po etapie cykli PCR, co zasadniczo minimalizuje ryzyko kontaminacji
produktéw PCR. Obecnie dostepne sg trzy gidéwne rodzaje technik gPCR:
analiza gPCR z uzyciem barwnika SYBR® Green |, analiza gPCR z uzyciem
sond hydrolizujgcych oraz sond hybrydyzujgcych.

Niniejszy zestaw wykorzystuje technologie qPCR opartg na hydrolizie
oligonukleotydéw znakowanych dwoma barwnikami. Podczas PCR, startery
przedni oraz wsteczny hybrydyzujg do specyficznej sekwencji (Rysunek 2).
Podwdjnie wybarwiony oligonukleotyd jest zawarty w tej samej mieszaninie.
Taka sonda, sktadajgca sie z oligonukleotydu znakowanego barwnikiem
reporterowym 5' oraz w dalszej czesci barwnikiem wygaszajgcym 3/,
hybrydyzuje do sekwencji docelowej w obrebie produktu PCR. Analiza gPCR z
uzyciem sond hydrolizujgcych wykorzystuje aktywnosc egzonukleazy 5'—3'
polimerazy DNA Thermus aquaticus (Taq). Gdy sonda jest cata, bliskosc
barwnikdéw reporterowego i wygaszajgcego powoduje supresje fluorescencji
reporterowej, gtdbwnie za sprawg transferu energii typu Forstera.
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Rysunek 2. Diagram przedstawiajacy transkrypt genu fuzyjnego BCR-ABL Mbcr z
miejscami przytaczania starteréw i sond qPCR: ENF501-ENP541-ENR561. Numer pod
starterami i sondami odnosi sie do ich lokalizacji nukleotydowych w normalnym (nie
fuzyjnym) transkrypcie genu.

Podczas PCR, gdy sekwencja docelowa jest obecna, sonda wigze sie z nig
specyficznie pomiedzy starterem przednim a wstecznym. Aktywnosc¢
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egzonukleazy 5'—3' polimerazy DNA tnie sonde pomiedzy barwnikami
reporterowym a wygaszajgcym tylko po jej przytgczeniu sie do sekwencji
docelowej. Wéwczas fragmenty sondy odtgczajg sie od sekwencji docelowej i
polimeryzacja nici jest kontynuowana. Koniec 3' sondy jest zablokowany celem
uniemozliwienia jej wydtuzania podczas PCR (Rysunek 3). Proces ten
powtarza sie w kazdym cyklu i nie interferuje z wyktadniczg akumulacjg produktu.

Przyrost sygnatu fluorescencyjnego jest wykrywany tylko, gdy sekwencja
docelowa jest komplementarna z sonda, a co za tym idzie jest amplifikowany
podczas PCR. W zwigzku z tymi uwarunkowaniami, amplifikacja
niespecyficzna nie jest wykrywana. W efekcie, przyrost fluorescenciji jest
wprost proporcjonalny do amplifikacji produktu docelowego w PCR.

~
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Rysunek 3. Zasada reakcji. RNA catkowite jest poddawane odwrotnej transkrypcji i
generowane jest cDNA, ktére jest nastepnie amplifikowane w reakcji PCR z uzyciem pary
specyficznych starterow oraz specyficznej wewnetrznej podwdjnie wyznakowanej sondy
(FAM™-TAMRA™). Sonda przytgcza sie do amplikonu na kazdym etapie hybrydyzacji PCR.
Gdy polimeraza Taq wydtuza ni¢ ze startera przytgczonego do amplikonu nastepuje
oderwanie kohca 5' sondy, ktdra jest nastepnie degradowana wskutek aktywnosci
egzonukleazowej 5'—3' PolimerazyTaq. Degradacja ta jest kontynuowana do momentu
catkowitego usuniecia sondy z amplikonu. Proces ten uwalnia fluorofor (reporter) oraz
wygaszacz do roztworu, co prowadzi do ich fizycznej separacji (oddalenia), co skutkuje
wzrostem fluorescencji z barwnika FAM i ostabieniem fluorescencji z barwnika TAMRA.
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Materialy Dostarczone

Zawartosc¢ zestawu

Zestaw ipsogen BCR-ABL1 Mbcr (24)
Numer kat. 670123
llos¢ reakcji 24
ABL Control Gene Standard Dilution* (10° kopii/5 yl)  C1-ABL 50 ul
ABL Control Gene Standard Dilution¥ (10* kopii/5 pl) C2-ABL 50 pl
ABL Control Gene Standard Dilution¥ (10° kopii/5 ul)  C3-ABL 50 pl
BCR-ABL Mbcr Fusion Gene Standard Dilution$ F1-BCR-ABL 50 ul
(10! kopii/5 pl) Mbcr M
BCR-ABL Mbcr Fusion Gene Standard Dilution$ F2-BCR-ABL 50 ul
(102 kopii/5 pl) Mbcr H
BCR-ABL Mbcr Fusion Gene Standard Dilution$ F3-BCR-ABL 50 ul
(103 kopii/5 pl) Mbcr M
BCR-ABL Mbcr Fusion Gene Standard Dilution$ F4-BCR-ABL 50 ul
(10° kopii/5 pl) Mbcr M
BCR-ABL Mbcr Fusion Gene Standard Dilution$ F5-BCR-ABL 50 ul
(106 kopii/5 pl) Mbcr H
Primers and Probe Mix ABL* PP(ZZ;?BL 90 ul
Primers and Probe Mix BCR-ABL Mbcr Fusion PPF-Mbcr 110

t bl
Gene 25x
Instrukcja Zestawu ipsogen BCR-ABL Mbcr 1
(anglojezyczna)

* Mieszanina specyficznych starteréw przednich i wstecznych dla genu kontrolnego ABL oraz
specyficzna sonda FAM-TAMRA.

T Mieszanina specyficznych starteréw przednich i wstecznych dla genu fuzyjnego BCR-ABL
Mbcr oraz specyficzna sonda FAM-TAMRA.

* Standard dla genu kontrolnego
§ Standard dla genu fuzyjnego

Uwaga: Przed uzyciem krotko zwiruj probowki z mieszaninami starteréw i sond.
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Materialy Wymagane, ale Niedostarczone

Podczas pracy z chemikaliami zawsze nos fartuch ochronny, jednorazowe
rekawiczki oraz okulary ochronne. Aby uzyska¢ wiecej informaciji, zapoznaj sie
z odpowiednimi kartami bezpieczenstwa materiatow (safety data sheets;
SDS), dostepnymi u producentow lub dostawcow produktow.

Odczynniki
B Woda do PCR wolna od nukleaz

B Odczynniki do odwrotnej transkrypcji: Zwalidowanym odczynnikiem jest
Superscript® Il (lub Superscript) Reverse Transcriptase, zawiera 5x first-
strand buffer, 100 mM DTT (Life Technologies, nr kat. 18064-022)

Inhibitor RNaz: Zwalidowanym odczynnikiem jest RNaseOUT™ (Life
Technologies, nr kat. 10777-019)

Zestaw nukleotydow (dNTP) do PCR
Heksamery losowe (random hexamer)
MgCl.

Bufor i polimeraza Taq DNA: Zwalidowanymi odczynnikami sg TagMan®
Universal PCR Master Mix (Master Mix PCR 2x) (Life Technologies, nr
kat. 4304437) oraz LightCycler TagMan Master (Master Mix PCR 5x)
(Roche, nr kat. 04535286001)

Materialy zuzywalne

M Sterylne koncowki do pipet wolne od nukleaz (do PCR, z filtrami
hydrofobowymi)

B Probéwki PCR 0,5 ml lub 0,2 ml wolne od DNaz i RNaz
B Lod

Sprzet
M Pipety* dedykowane do PCR (1-10 pl; 10-100 pl; 100—-1000 pl)

B Wiréwka stotowa* z rotorem na probéwki reakcyjne 0,2 oraz 2 ml (zdolna
do osiggania 10.000 rpm)

B Aparat do real-time PCR*: Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM lub inny aparat
Rotor-Gene; LightCycler 1.2, 1.5, 2.0 lub 480; ABI PRISM 7000, 7700 lub
7900HT SDS lub SmartCycler wraz z wymaganymi akcesoriami

B Termocykler* lub taznia wodna* (do etapu odwrotnej transkrypcji)

* Upewnij sie, ze urzagdzenia zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z zaleceniami
producentow.
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Odczynniki uzupetniajace

B Zestaw ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Controls Kit (nr kat. 670191) sktadajgcy
sie z linii komérkowych z negatywng oraz wysoce i nisko pozytywng
ekspresjg genu fuzyjnego BCR-ABL Mbcr do jako$ciowej walidaciji
ekstrakcji RNA oraz odwrotnej transkrypcji

Ostrzezenia i Uwagi
Do uzytku diagnostycznego in vitro

Podczas pracy z chemikaliami zawsze nos fartuch ochronny, jednorazowe
rekawiczki oraz okulary ochronne. Aby uzyskac wiecej informaciji, zapoznaj sie
z odpowiednimi kartami bezpieczenstwa materiatow (safety data sheets)
dostepnymi w internecie w postaci plikow PDF pod adresem
www.giagen.com/safety, gdzie mozna znalez¢, obejrze¢ i wydrukowac karty
dla kazdego zestawu oraz poszczegdlnych komponentéw zestawdow QIAGEN.

Usuwaj odpady probek i analiz zgodnie z lokalnymi procedurami
bezpieczenstwa.

Ostrzezenia ogélne

Uzytkowanie testdw qPCR wymaga przestrzegania zasad dobrej praktyki
laboratoryjnej, w tym wtasciwego obchodzenia sie i zabezpieczania sprzetu
dedykowanego do biologii molekularnej oraz zgodnego z odpowiednimi
przepisami i standardami.

Niniejszy zestaw jest przeznaczony do diagnostycznego uzytku in vitro.
Odczynniki i instrukcje dostarczone wraz z tym zestawem zostaty zwalidowane
dla optymalnej wydajnosci. Dodatkowe rozcienczanie odczynnikéw lub zmiany
czasow i temperatur inkubacji moze skutkowac¢ btednymi lub niespojnymi
wynikami. Mieszaniny PPC i PPF mogg zosta¢ uszkodzone pod wptywem
swiatta. Wszystkie odczynniki sg skomponowane specyficznie do uzytku w
ramach tego testu. Dla optymalnej wydajnosci testu nie nalezy zamienia¢
odczynnikow innymi spoza zestawu.

Ocena ilosci transkryptow przy uzyciu gPCR wymaga odwrotnej transkrypcji
mMRNA i amplifikacji wygenerowanego cDNA przez PCR. W zwigzku z tym cata
procedura musi by¢ wykonywana w warunkach wolnych od DNaz i RNaz

Dot6z wszelkich staran, aby zapobiegac:

B Kontaminacji RNazg/DNazg, co mogtoby spowodowac¢ degradacije
matrycowego mRNA oraz wygenerowanego cDNA

B Kontaminacji krzyzowej mRNA lub podczas PCR, co mogtoby
spowodowac wyniki fatszywie pozytywne

W zwigzku z tym zalecamy jak nastepuje.

B Uzywaj sprzetu i materiatéw wolnych od nukleaz (np. pipety, koncowki,
probowki) oraz rekawiczek.
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B Uzywaj $wiezych koncowek do pipet z filtrami do wszystkich etapéw
pipetowania celem unikniecia zanieczyszczen krzyzowych odczynnikow i
probek.

B Przygotowuj mieszaniny pre-PCR z uzyciem dedykowanych akcesoriéw
(pipety, koncowki etc.) w dedykowanych obszarach wolnym od matryc
DNA (cDNA, plazmidy, produkty PCR etc). Dodawaj matryce w
odseparowanym obszarze (najlepiej osobnym pomieszczeniu) z uzyciem
dedykowanych akcesoriow (pipety, koncéwki etc.).

B Uzywaj rozcienczen standardow (C1-3 i F1-5) w osobnym
pomieszczeniu.

Przechowywanie i Obchodzenie sie z Odczynnikami

Zestawy sg transportowane w suchym lodzie i po dostarczeniu muszg byc¢
przechowywane w —-30°C do —15°C.

B Zminimalizuj dostep $wiatta do mieszanin starteréw i sond (probéwki PPC
i PPF).

B Ostroznie wymieszaj i zwiruj probowki prze otwarciem.
B Przechowuj wszystkie komponenty zestawu w oryginalnych pojemnikach.

Wymienione warunki przechowywania dotyczg zarowno otwieranych jak i
nieotwieranych komponentéw. Komponenty przechowywane w warunkach
innych, niz te okreslone na opakowaniach mogg nie funkcjonowac¢ prawidtowo
i znaczgco zaburzy¢ wyniki analiz.

Daty przydatnosci do uzycia kazdego z odczynnikow sg podane na etykietach
kazdego z komponentéw. Przy zachowaniu wymaganych warunkow
przechowywania, produkt bedzie zachowywat swoje wtasciwosci az do daty
utraty waznosci okreslonej na etykietach.

Nie ma zadnych oczywistych przestanek wskazujgcych na brak stabilnosci
tego produktu, jednakze kontrole pozytywne i negatywne powinny byc
analizowane razem z probkami badanymi (nieznanymi).

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Procedura

Preparatyka RNA

Preparatyka RNA z prébek pacjentow (krew lub szpik kostny) musi by¢
wykonywana przy zastosowaniu zwalidowanej procedury. Jakos¢ analizy jest
w duzej mierze zalezna od poczgtkowej jakosci RNA, a co za tym idzie, przed
przystgpieniem do analizy zalecamy ocene jakosci oczyszczonego RNA przy
pomocy elektroforezy agarozowej* lub aparatu Agilent® Bioanalyzer®.

Protokot: Odwrotna transkrypcja rekomendowana i
wystandaryzowana przez EAC

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

B Przygotuj nukleotydy (dNTP), kazdy 10 mM. Przechowuj rozporcjowane w
—20°C.

Procedura

1. Rozmroz wszystkie wymagane odczynniki i umies¢ na lodzie.

2. Inkubuj 1 pg RNA (1-4 pl) przez 10 minut w 70°C, po czym
natychmiast schtodz na lodzie przez 5 minut.

3. Zwiruj krétko (okoto 10 sekund, 10.000 rpm celem zebrania ptynu na
dnie probéwki) i umiesé na lodzie.

4. Przygotuj nastepujaca mieszanine do odwrotnej transkrypcji (RT mix)
odpowiednio do ilosci analizowanych prébek, kontroli i kalibratora
(Tabela 2).

* Podczas pracy z chemikaliami zawsze nos odpowiednig odziez ochronng, takg jak okulary,
fartuch i rekawiczki jednorazowe.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tabela 2. Przygotowanie mieszaniny RT (do odwrotnej transkrypcji)

Objetos¢

na probke Stezenie
Skiadowa (u) koncowe
First-Strand Buffer dostarczony z Superscript 40 1x
Il Reverse Transcriptase), 5x ’
MgCl. (50 mM) 2,0 5mM
dNTPs (kazdy 10 mM, do przygotowania i 20 1 mM
przechowywania rozdozowane w —20°C) ’
DTT (100 mM, dostarczony z Superscript Il 20 10 mM
Reverse Transcriptase) ’
RNase inhibitor (inhibitor RNaz; 40 U/ul) 0,5 1 U/ul
Random hexamer (heksamery losowe; 100 uM) 5,0 25 uM
Superscript Il lub Superscript Reverse
Transcriptase (200 U/ul) 0.5 5 Ul
Podgrzana prébka RNA
(do dodania w kroku 5) L=t 20 G
Woda do PCR wolna od nukleaz 0.0-3.0 B
(do dodania w kroku 5) o
Objetos¢ koncowa 20,0 -

5. Dodaj 16 pl mieszaniny RT do kazdej probéwki PCR. Nastepnie dodaj
1-4 pl (1 pg) RNA (z kroku 3) i doprowadz objetos¢ do 20 pul woda do
PCR wolng od nukleaz (patrz Tabela 3).

Tabela 3. Przygotowanie reakcji odwrotnej transkrypcji

Skiadowa Objetos¢ (ul)
Mieszanina RT 16
Podgrzana probka RNA (1 ug) 1-4
Wodg do PCR wolna od nukleaz 0-3
Objetos¢ koncowa 20
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6. Dobrze wymieszaj i krotko zwiruj (okoto 10 sekund, 10.000 rpm)
celem zebrania ptynu na dnie probowki.

7. Inkubuj w 20°C przez 10 minut.

8. Inkubuj w 42°C w termocyklerze przez 45 minut, nastepnie
natychmiast w 99°C przez 3 minuty.

9. Schtodz na lodzie (celem zatrzymania reakcji) przez 5 minut.

10. Krétko zwiruj (okoto 10 sekund, 10.000 rpm) celem zebrania ptynu na
dnie probéwki, po czym trzymaj na lodzie.

11. Otrzymane cDNA rozciencz przez dodanie 30 ul wody do PCR wolnej
od nukleaz, tak aby objetosé koncowa wyniosta 50 pl.

12. Przeprowadz reakcje PCR zgodnie z nastepujgcymi protokotami i
uzywanym aparatem do qPCR.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protokét: gPCR na aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
lub Rotor-Gene Q 5plex HRM z rotorem 72-probéwkowym

Uzywajgc tego aparatu zalecamy wykonanie wszystkich pomiarow w
duplikatach, jak pokazano w Tabeli 4.

Tabela 4. llosé reakcji dla aparatow Rotor-Gene Q z rotorem
72-probéwkowym

Prébki Reakcje
Z mieszaning starteréw i sond ABL (PPC-ABL)

n probek cDNA n x 2 reakcje

2 x 3 reakcje (3 rozcienczenia,
kazde testowane w duplikacie)

Standard ABL
Kontrola z woda 2 reakcje

Z mieszaning starteréw i sond BCR-ABL Mbcr (PPF-Mbcr)
n prébek cDNA n x 2 reakcje

2 x 5 reakcji (5 rozcienczen, kazde

Standard Mbcr testowane w duplikacie)

Kontrola z wodg 2 reakcje

Analiza prébek na aparatach Rotor-Gene Q z rotorem 72-probéwkowym

Celem optymalizacji zuzycia standardéw oraz mieszanin starterow i sond,
zalecamy testowanie przynajmniej 8 prébek cDNA w tym samym
eksperymencie. Kazdy Zestaw ipsogen BCR-ABL1 Mbcr zapewnia
wystarczajgcg ilos¢ odczynnikow do trzykrotnego przeprowadzenia
eksperymentu z uzyciem 8 probek (3 niezalezne analizy z uzyciem 8 probek
za kazdym razem) z wykorzystaniem rotora 72-probéwkowego.
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Rysunek 4. Sugerowane rozmieszczenie probek na rotorze dla kazdego eksperymentu
z uzyciem Zestawu ipsogen BCR-ABL1 Mbcr. F1-5: Standardy BCR-ABL Mbcr;
C1-3: Standardy ABL,; S: prébka cDNA; H,O: kontrola z woda.

Uwaga: Zawsze umieszczaj w pozycji 1 rotora probke badang, gdyz w
przeciwnym razie aparat nie dokona kalibracji i nastgpi nieprawidtowy odczyt
danych fluorescenciji.

Puste miejsca w rotorze wypetnij pustymi probéwkami.

Analiza gPCR na aparatach Rotor-Gene Q z rotorem 72-probéwkowym
Uwaga: Wykonuj wszystkie kroki na lodzie.

Procedura

1. Rozmroz wszystkie wymagane odczynniki i umiesé na lodzie.

2. Przygotuj nastepujaca mieszaning qPCR odpowiednio do iloSci
analizowanych prébek.

Podane stezenia dotyczg koncowej objetosci reakcji.
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Tabela 5 opisuje schemat pipetowania przy przygotowaniu jednej
mieszaniny odczynnikowej obliczonej do otrzymania koncowej objetosci
reakcji 25 pl. Mieszanina wstepna (pre-mix) moze zostac przygotowana,
zgodnie z iloscig reakcji, przy uzyciu tej samej mieszaniny starteréw i sond
(PPC-ABL lub PPF-Mbcr). Dodatkowe objetosci kompensujgce btedy
pipetowania zostaty uwzglednione.

Tabela 5. Przygotowanie mieszaniny (pre-mix) gPCR

1 ABL: 24+1 BCR-ABL

reakcja reakcje Mbcr: 28+1  Stezenie
Skiadowa (pl) (i) reakcje (ul) koncowe
TagMan Universal
PCR Master Mix, 2x 12,5 31255 3625 1
Mieszanina
starteréw i sond 1 25 29 1x
(PPM), 25x
Woda do PCR 6,5 162,5 188,5 -
wolna od nukleaz
Prébka (do dodania o o
w kroku 4) 5 5 kazdej 5 kazdej —
Objetos¢ koncowa 25 25 kazdej 25 kazdej -

3. Rozdozuj po 20 pl mieszaniny (pre-mix) qPCR do kazdej z probéwek.

4. Dodaj 5 pl produktu RT (cDNA, ekwiwalent 100 ng RNA) otrzymanego
podczas odwrotnej transkrypcji (patrz ‘Protokét: Odwrotna
transkrypcja rekomendowana i wystandaryzowana przez EAC’,
strona 13) do odpowiedniej probéwki (objetos¢ catkowita 25 l).

5. Wymieszaj delikatnie przez pipetowanie.
Umies¢ probki w termocyklerze zgodnie z zaleceniami producenta.

7. Zaprogramuj aparat Rotor-Gene Q zgodnie z programem podanym w
Tabeli 6.

o
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Tabela 6. Profil temperaturowy

Typ analizy Quantitation
Inkubacja (Hold) Temperatura: 50°C
Czas: 2 minuty
Inkubacja 2 (Hold 2)  Temperatura: 95°C
Czas: 10 minut
Cykle 50 razy
95°C przez 15 sekund

60°C przez 1 minute z odczytem danych
(acquisition) fluorescencji FAM w pojedynczym
kanale zielonym (channel Green: Single)

8. W przypadku uzywania aparatu Rotor-Gene Q podczas analizy
wybierz opcje ‘Slope Correct’. Zalecamy ustawienie wartosci progu
odciecia (threshold) na 0,03. Rozpocznij prace aparatu zgodnie z
parametrami przedstawionymi w Tabeli 6.
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Protokét. gPCR na aparatach ABI PRISM 7000, 7700,
7900HT SDS oraz LightCycler 480

Uzywajgc sprzetu qPCR o formacie 96-dotkowym, zalecamy wykonanie
wszystkich pomiarow w duplikatach, jak pokazano w Tabeli 7.

Tabela 7. llos¢é reakcji z uzyciem sprzetu qPCR o formacie 96-dotkowym

Prébki Reakcje
Z mieszaning starteréw i sond ABL (PPC-ABL)

n probek cDNA n x 2 reakcje

2 x 3 reakcje (3 rozcienczenia,
kazde testowane w duplikacie)

Standard ABL
Kontrola z wodg 2 reakcje

Z mieszaning starteréw i sond BCR-ABL Mbcr (PPF-Mbcr)
n prébek cDNA n x 2 reakcje

2 x 5 reakcji (5 rozcienczen, kazde

Standard Mbcr testowane w duplikacie)

Kontrola z wodg 2 reakcje

Analiza prébek na aparatach ABI PRISM 7000, 7700, 7900 SDS oraz
LightCycler 480

Celem optymalizacji zuzycia standardéw oraz mieszanin starterow i sond,
zalecamy testowanie przynajmniej 8 probek cDNA w tym samym
eksperymencie. Schemat ptytki pokazany na Rysunku 5 przedstawia przyktad
takiego eksperymentu.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Rysunek 5. Sugerowany ukiad ptytki dla jednego eksperymentu. S: probka cDNA;
F1-5: standardy BCR-ABL Mbcr; C1-3: standardy ABL; H,O: kontrola z woda.

gPCR na aparatach ABI PRISM 7000, 7700, 7900 SDS oraz LightCycler 480
Uwaga: Wykonuj wszystkie kroki na lodzie.

Procedura

1. Rozmroz wszystkie wymagane komponenty i umies¢ na lodzie.

2. Przygotuj nastepujaca mieszanine qPCR odpowiednio do ilosci
analizowanych prébek. Uzywajac aparatéw qPCR o formacie 96-
dotkowym, zalecamy wykonanie wszystkich pomiaréw w duplikatach.

Wszystkie stezenia dotyczg koncowych objetosci reakcji.

Tabela 8 opisuje schemat pipetowania przy przygotowaniu jednej
mieszaniny odczynnikowej obliczonej do otrzymania koncowej objetosci
reakcji 25 pl. Mieszanina wstepna (pre-mix) moze zostac przygotowana,
zgodnie z iloscig reakcji, przy uzyciu tej samej mieszaniny starteréw i sond
(PPC-ABL lub PPF-Mbcr). Dodatkowe objetosci kompensujgce btedy
pipetowania zostaty uwzglednione.
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Tabela 8. Przygotowanie mieszaniny (pre-mix) gPCR

1 ABL: 24+1 BCR-ABL

reakcja reakcje mbcr: 24+1  Stezenie
Skiadowa () (pl) reakcje (ul) koncowe
TagMan Universal
PCR Master Mix, 2x 2" 312,5 362,5 1x
Mieszanina
starteréw i sond 1 25 29 1x
(PPM) 25x
Woda do PCR 6,5 162,5 188,5 _
wolna od nukleaz
Prébka (do dodania s o
w kroku 4) 5 5 kazdej 5 kazdej —
Objetos¢ koncowa 25 25 kazdej 25 kazdej —

3. Rozdozuj po 20 pyl mieszaniny (pre-mix) qPCR do kazdego z dotkéw.

4. Dodaj 5 pl produktu RT (cDNA, ekwiwalent 100 ng RNA) otrzymanego
podczas odwrotnej transkrypcji (patrz ‘Protokét: Odwrotna
transkrypcja rekomendowana i wystandaryzowana przez EAC’,
strona 13) do odpowiedniego dotka (objetos¢ catkowita 25 pl).

5. Wymieszaj delikatnie przez pipetowanie.

Zamknij ptytke i krétko zwiruj (300 x g, okoto 10 s).

7. Umiesé ptytke w termocyklerze zgodnie z zaleceniami producenta.
Zaprogramuj aparat zgodnie z programem podanym w Tabeli 9 dla
aparatéw ABI PRISM 7000, 7700 i 7900HT SDS lub Tabeli 10 dla
aparatu LightCycler 480.

»
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Tabela 9. Profil temperaturowy dla aparatow ABI PRISM 7000, 7700 i
7900HT SDS

Typ analizy Standard Curve — Absolute Quantitation

Inkubacja (Hold) Temperatura: 50°C
Czas: 2 minuty

Inkubacja 2 (Hold 2)  Temperatura: 95°C
Czas: 10 minut

Cykle 50 razy
95°C przez 15 sekund

60°C przez 1 minute z odczytem danych
(acquisition) fluorescencji FAM: Single;
wygaszacz: TAMRA

Tabela 10. Profil temperaturowy dla aparatu LightCycler 480

Typ analizy Absolute Quantification (‘Abs Quant’)
Detection formats Wybierz ‘Simple Probe’ w oknie ‘Detection
(formaty detekciji) formats’
Inkubacja (Hold) Temperatura: 50°C

Czas: 2 min

Inkubacja 2 (Hold 2)  Temperatura: 95°C
Czas: 10 min

Cykle 50 razy
95°C przez 15 sek

60°C przez 1 min z odczytem danych
(acquisition) fluorescencji FAM, co koresponduje
z (483-533 nm) dla LC wersja 01 oraz (465-510
nm) dla LC wersja 02

8. Dla aparatéw ABI PRISM 7000, 7700 i 7900HT SDS przejdz do kroku
8a. Dla aparatu LightCycler 480 przejdz do kroku 8b.

8a. ABI PRISM 7000, 7700 i 7900HT SDS: Podczas analizy zalecamy
ustawienie progu odciecia (threshold) na 0,1, jak to opisano w
protokole EAC dla etapu analizy na aparacie ABI PRISM SDS i z linig
bazowa (baseline) ustawiong pomiedzy cyklami 3 a 15. Rozpocznij
program zgodnie z Tabelg 9.
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8b. LightCycler 480: Podczas analizy zalecamy tryb ‘Fit point analysis
mode’ z wartoscig tfa 2,0 i progiem odciecia (threshold) 2,0.
Rozpocznij program zgodny z Tabelg 10.
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Protokét. gPCR na aparatach LightCycler 1.2 oraz 2.0

Uzywajgc aparatow kapilarnych zalecamy wykonanie pomiarow probek w
duplikatach, natomiast kontroli pojedynczo, jak pokazano w Tabeli 11.

Tabela 11. llosé reakcji z uzyciem aparatéow LightCycler 1.2 oraz 2.0

Prébki Reakcje
Z mieszaning starteréw i sond ABL (PPC-ABL)

n probek cDNA n x 2 reakcje

1 x 3 reakcje (3 rozcienczenia,
kazde testowane jednokrotnie)

Standard ABL
Kontrola z woda 1 reakcja

Z mieszaning starterow i sond BCR-ABL Mbcr (PPF-Mbcr)
n prébek cDNA n x 2 reakcje

1 x 5 reakcji (5 rozcienczen, kazde

Standard Mbcr testowane jednokrotnie)

Kontrola z wodg 1 reakcja

Analiza prébek na aparatach LightCycler 1.2, 1.5i 2.0

Celem optymalizacji zuzycia standardéw oraz mieszanin starterow i sond,
zalecamy testowanie przynajmniej 5 prébek cDNA w tym samym
eksperymencie. Schemat kapilar pokazany na Rysunku 6 przedstawia
przyktad takiego eksperymentu.
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Rysunek 6. Sugerowany uklad rotora dla jednego eksperymentu z uzyciem Zestawu
ipsogen BCR-ABL1 Mbcr. F1-5: Standardy BCR-ABL Mbcr; C1-3: Standardy ABL;
S: nieznana (badana) probka DNA do analizy; H>O: kontrola z woda.

gPCR na aparatach LightCycler 1.2 oraz 2.0

Uwaga: Z racji na pewne wymagania technologiczne, eksperymenty z
uzyciem aparatu LightCycler muszg by¢ wykonywane z uzyciem specjalnych
odczynnikow. Zalecamy uzywanie odczynnika LightCycler TagMan Master
zgodnie z zaleceniami producenta celem otrzymania mieszaniny ‘Master Mix’ 5x.

Uwaga: Wykonuj wszystkie kroki na lodzie.

Procedura

1. Rozmroz wszystkie wymagane komponenty i umies¢ na lodzie.

2. Przygotuj nastepujgca mieszanine qPCR odpowiednio do ilosci
analizowanych prébek.

Wszystkie stezenia dotyczg kohcowych objetosci reakcji.

Tabela 12 opisuje schemat pipetowania przy przygotowaniu jednej
mieszaniny odczynnikowej obliczonej do otrzymania koncowej objetosci
reakcji 20 pl. Mieszanina wstepna (pre-mix) moze zostac przygotowana,
zgodnie z iloscig reakcji, przy uzyciu tej samej mieszaniny starterow i sond
(PPC-ABL lub PPF-Mbcr). Dodatkowe objetosci kompensujgce btedy
pipetowania zostaty uwzglednione.
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Tabela 12. Przygotowanie mieszaniny (pre-mix) gPCR

1 BCR-ABL
reakcja  ABL: 14+1 mbcr: 16+1  Stezenie
Skiadowa (pl) reakcji (pl) reakcji (Ml) koncowe

Swiezo
przygotowana
mieszanina
LightCycler
TagMan Master
Mix, 5x

4,0 60 68,0 1x

Mieszanina
starterow i sond 0,8 12 13,6 1x
(PPM), 25x

Woda do PCR
wolna od nukleaz

Probka
(do dodania w 5,0 5 kazdej 5,0 kazdej -
kroku 4)

10,2 153 173,4 -

Objetos¢

) 20,0 20 kazdej 20,0 kazdej -
catkowita

3. Rozdozuj po 15 pyl mieszaniny (pre-mix) qPCR do kazdej z kapilar.

4. Dodaj 5 pl produktu RT (cDNA, ekwiwalent 100 ng RNA) otrzymanego
podczas odwrotnej transkrypcji (patrz ‘Protokét: Odwrotna
transkrypcja rekomendowana i wystandaryzowana przez EAC’,
strona 13) do odpowiedniej kapilary (objetos¢é catkowita 20 pl).

5. Wymieszaj delikatnie przez pipetowanie.

6. Umiesé¢ kapilary w dostarczonych adapterach i zwiruj krétko (okoto
10 s, 700 x ).

7. Umies¢ kapilary w termocyklerze zgodnie z zaleceniami producenta.

8. Zaprogramuj aparat LightCycler 1.2 lub 2.0 zgodnie z programem
przedstawionym w Tabeli 13.

Instrukcja Zestawu ipsogen BCR-ABL1 Mbcr 03/2015 27



Tabela 13. Profil temperaturowy

Typ analizy Quantification

Inkubacja (Hold) Temperatura: 95°C
Czas: 10 minut
Ramp: 20

Cykle 50 razy

95°C przez 10 sekund; ramp: 20

60°C przez 1 minute; ramp: 20; z odczytem
danych (acquisition) fluorescencji FAM: Single

Inkubacja 2 (Hold 2)  45°C przez 1 minute; ramp: 20

9. DlaLightCycler 1.2 przejdz do punktu 9a. Dla LightCycler 2.0 przejdz
do punktu 9b.

9a. Dla LightCycler 1.2 rekomendowanym typem analizy jest: F1/F2 and
‘2nd derivative analysis’. Rozpocznij program zgodny z wytycznymi w
Tabeli 13.

9b. Dla LightCycler 2.0 rekomendowanym typem analizy jest: Automated
(F’max) dla oprogramowania LightCycler 2.0 w wersji 4.0 - pozwoli to
na uzyskanie odtwarzalnych wynikéw. Rozpocznij program zgodny z
wytycznymi w Tabeli 13.
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Protokét: gPCR na aparacie SmartCycler

Uzywajgc takiego aparatu, zalecamy wykonanie pomiaréw probek w
duplikatach, natomiast kontroli pojedynczo, jak pokazano w Tabeli 14.

Tabela 14. llosé reakcji z uzyciem aparatu SmartCycler

Prébki Reakcje
Z mieszaning starteréw i sond ABL (PPC-ABL)
N probek cDNA n x 2 reakcje

1 x 3 reakcje (3 rozcienczenia,

Standard ABL kazde testowane jednokrotnie)

Kontrola z woda 1 reakcja
Z mieszaning starteréw i sond BCR-ABL Mbcr (PPF-Mbcr)

n cDNA samples n x 2 reakcje

1 x 5 reakgcji (5 rozcienczen, kazde

Standard Mbcr testowane jednokrotnie)

Kontrola z wodg 1 reakcja

Analiza prébek na aparacie SmartCycler

Celem optymalizacji zuzycia standardéw oraz mieszanin starterow i sond,
zalecamy testowanie przynajmniej 5 prébek cDNA w tym samym
eksperymencie. Schemat 2-blokowy pokazany na Rysunku 7 przedstawia
przyktad takiego eksperymentu.

@oeee Wszystkie testy przedstawione na
tym bloku (pierwszym) dotyczg
eeeeee .. analiz z uzyciem PPC-ABL
°°°°e®°° Wszytkie testy przedstawione na
tym (drugim) bloku dotyczg analiz
60000000 e

Rysunek 7. Sugerowany ukiad ptytki dla jednego eksperymentu. S: probka cDNA;
F1-5: standardy BCR-ABL Mbcr; C1-3: standardy ABL; H>O: kontrola z wodg.
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gPCR na aparacie SmartCycler
Uwaga: Wykonuj wszystkie kroki na lodzie.

Procedura

1. Rozmroz wszystkie wymagane komponenty i umies¢ na lodzie.

2. Przygotuj nastepujaca mieszanine qPCR odpowiednio do ilosci
analizowanych prébek.

Wszystkie stezenia dotyczg koncowych objetosci reakcii.

Tabela 15 opisuje schemat pipetowania przy przygotowaniu jednej
mieszaniny odczynnikowej obliczonej do otrzymania koncowej objetosci
reakcji 25 pl. Mieszanina wstepna (pre-mix) moze zostac przygotowana,
zgodnie z iloscig reakcji, przy uzyciu tej samej mieszaniny starteréw i sond
(PPC-ABL lub PPF-Mbcr). Dodatkowe objetosci kompensujgce btedy
pipetowania zostaty uwzglednione.

Tabela 15. Przygotowanie mieszaniny (pre-mix) gPCR

1 BCR-ABL

reakcja  ABL: 14+1 mbcr: 16+1 Stezenie
Skiadowa (pi) reakcji (ul)  reakcji (ul) koncowe
TagMan
Universal PCR 12,5 187,5 2125 1x
Master Mix, 2x
Mieszanina
starteréow i sond 1 15 17 1x
(PPM), 25x
Woda do PCR
wolna od 6,5 97,5 110,5 -
nukleaz
Prébka
(do dodania w 5 5 kazdej 5 kazdej -
kroku 4)
Objetosc 25 o5 kazdej 25 kazdej -
catkowita
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3. Rozdozuj po 20 yl mieszaniny (pre-mix) qPCR do kazdej ze
studzienek.

4. Dodaj 5 pl produktu RT (cDNA, ekwiwalent 100 ng RNA) otrzymanego
podczas odwrotnej transkrypcji (patrz ‘Protokét: Odwrotna
transkrypcja rekomendowana i wystandaryzowana przez EAC’,
strona 13) do odpowiedniego dotka (objetos¢ catkowita 25 l).

5. Wymieszaj delikatnie przez pipetowanie.
Umies¢ probki w termocyklerze zgodnie z zaleceniami producenta.

7. Zaprogramuj aparat SmartCycler zgodnie z programem
przedstawionym w Tabeli 16.

o

Tabela 16. Profil temperaturowy

Inkubacja (Hold) Temperatura: 50°C
Czas: 2 minuty

Inkubacja 2 (Hold 2)  Temperatura: 95°C
Czas: 10 minut

Cykle 50 razy

95°C przez 15 sekund

60°C przez 1 minute z odczytem danych
(acquisition): Single

8. Zalecamy ustawienie progu odciecia (threshold) na 30. Rozpocznij
program zgodny z wytycznymi w Tabeli 16.
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Interpretacja wynikéw

Zasada analizy danych

Uzywajgc technologii TagMan, ilo$¢ cykli PCR potrzebnych do wykrycia

sygnatu powyzej progu odciecia (threshold) jest nazywana cyklem progu
odciecia (ang. threshold cycle: Cr) i jest wprost proporcjonalna do ilosci

matrycy obecnej na poczatku reakciji.

Uzywajgc standardow o znanej ilosci molekut mozliwe jest wygenerowanie
krzywej standardowej pozwalajgcej na precyzyjne ustalenie ilosci matrycy
obecnej w testowanej probce. Krzywe standardowe ipsogen oparte sg na
matrycach plazmidowych. Celem zapewnienia precyzji, uzywamy 3
rozcienczen standardéw plazmidowych dla genu kontrolnego (CG) oraz 5
rozcienczen standardéw dla genu fuzyjnego (FG). Rysunki 8 i 9 przedstawiajg
przyktadowe krzywe amplifikacji TagMan otrzymane z uzyciem Zestawu
ipsogen BCR-ABL Mbcr.

Amplification Curves Sated) 7o0on)
e o—
B Mober 10 4’-;.‘5-* —
B M-ber 102 /
B M-ber 108 11
B M-ber10°
B M-bcr 106

‘Fluotescence (483.533)

R
g

] 10 ;] b = n 5 ] L] 2

Rysunek 8. Detekcja standardow BCR-ABL Mbcr (F1-F5). 10%, 102, 103, 10° i 106 kopii/5 pl.
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Amplification Curves Selet Zoonm)

B ABL10°
@ ABL 10
m ABL10°

X1

Fluorescence (483-53))

Rysunek 9. Detekcja standardéw ABL (C1, C2, C3). 103, 10*i 10° kopii/5 pl.
Wyniki

Krzywa standardowa i kryteria jakosci
Surowe (raw) dane mogg zosta¢ wklejone do programu Excel® celem analizy.

Dla kazdego genu (ABL oraz BCR-ABL), surowe wartosci Ct otrzymane z
rozcienczen standardéw plazmidowych sg naniesione na wykres zgodnie z
iloscig kopii w skali logarytmicznej (3,4i15dlaC1,C2iC3;1,2,3,5i6dlaF1,
F2, F3, F41F5). Rysunek 10 przedstawia przykfad teoretycznej krzywej
obliczonej na podstawie 5 rozcienczen standardow.
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y = -3.32x + 39.84
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Rysunek 10. Teoretyczna krzywa obliczona na podstawie 5 rozcienczen standardéw.
Obliczona regresja liniowa krzywej (y = ax + b) jest obliczona dla kazdego genu (ABL i BCR-
ABL), gdzie ‘a’ jest nachyleniem krzywej, ‘b’ jest punktem przeciecia krzywej z osig Y. Wzér
wraz ze wspotczynnikiem determinacji (R?) sg przedstawione na wykresie.

Jako ze standardy sg w 10-krotnych rozcienczeniach, teoretyczne nachylenie
krzywej wynosi —3,3. Nachylenie o wartosci —3,0 do —3,9 jest akceptowalne o
ile warto$¢ R? jest >0,95 (7). Niemniej jednak, dla precyzyjnych wyliczen,
pozgdana jest wartos¢ R? >0,98 (3).

Znormalizowana liczba kopii (ang. normalized copy number; NCN)

Réwnanie krzywej standardowej dla ABL powinno by¢ uzywane do zamiany
surowych wartosci Ct (otrzymanych z PPC-ABL) dla prébek nieznanych na
liczbe kopii ABL (ABLcn).

Réwnanie krzywej standardowej dla BCR-ABL powinno by¢ uzywane do
zamiany surowych wartosci Ct (otrzymanych z PPF-Mbcr) dla probek
nieznanych na liczbe kopii BCR-ABL (BCR-ABL Mbcren).

Stosunek tych wartosci CN (ilosci kopii) daje znormalizowang ilos¢ kopii (NCN):
BCR-ABL Mbcr cn

NCN = x 100
ABLcn

Wartos¢ MRD

Wartos¢ dla minimalnej choroby resztkowej (MRD) jest stosunkiem pomiedzy
znormalizowang ekspresjg CG dla FG w kontrolnych badaniach nastepujgcych
(follow-up) (FGen/CGen)rup, a probkami diagnostycznymi (FGen/CGen)ox.

(FGen/CGen)rup

Wartos¢ MRD (MRDV) =
(FGen/CGen)px
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Czulosc

Czutos¢ (SENSV) jest obliczana na podstawie wzglednej ekspresji FG w
momencie diagnozy (FGcen/CGen)ox oraz ekspresji CG (CGen,rup) W prébee z
kontrolnych badan nastepujgcych (follow-up).

CGcn,px

Czuto$¢ (SENSv) =
CGecen,rup X FGen,px

Kontrola jakosci dla wartosci ABL

Niska jakos¢ RNA lub problemy podczas qPCR prowadzg do niskiej ilosci kopii
ABL (ang. ABL copy numer; ABLcn). Zalecamy eliminacje wynikéw dla probek

o wartosciach BLcn <4246.2 (nizsza wartos¢ 95% Cl od probek pacjenta CML

w badaniach EAC, referencja 8).

Odtwarzalnosé pomiedzy replikatami

Zmiennos¢ wartosci Ct pomiedzy replikatami powinna by¢ <2, co
koresponduje z 4-krotng zmiang liczby kopii.

Zmienno$¢ wartosci Ct pomiedzy replikatami jest zasadniczo <1,5 jeSli srednia
wartos¢ Cr replikatéw <36 (7).

Uwaga: Kazdy uzytkownik powinien sprawdzi¢ odtwarzalnos¢ w swoim
witasnym laboratorium.

Kontrole z woda
Kontrole negatywne powinny dac¢ zerowg warto$¢ CN.

Wynik pozytywny dla kontroli z wodg (NTC) wskazuje na zanieczyszczenie
krzyzowe. Wiecej informacji znajdziesz w dziale ‘Rozwigzywanie probleméw’.

Rozwigzywanie problemoéw

Niniejszy przewodnik rozwigzywania probleméw moze by¢ pomocny podczas
wyjasniania kwestii niejasnych i problematycznych. Wiecej informacji
dotyczgcych rozwigzywania problemow mozna znalez¢ na stronie internetowej
‘Frequently Asked Questions’ (czesto zadawane pytania) w centrum pomocy
technicznej: www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Specjalisci w centrum
pomocy technicznej QIAGEN sg zawsze gotowi udzieli¢ wszelkich informacji
dotyczagcych zarowno tresci niniejszej instrukciji, jak i innych problemdw
zwigzanych z rozwigzaniami QIAGEN — od prébki do wyniku. Aby uzyskacé
informacje kontaktowe patrz ‘Informacje Kontaktowe’, strona 47).
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Komentarze i sugestie

Wyniki negatywne dla genu kontrolnego (ABL) i BCR-ABL Mbcr dla
wszystkich préobek, podczas gdy standardy daty wynik pozytywny

a) Niska jakos¢ RNA Przed rozpoczeciem zawsze sprawdzaj jakos¢ i
stezenie RNA.

Uwzglednij w analizie kontrole pozytywng RNA
(ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Controls Kit, nr kat.

670191).
b) Nieudana odwrotna Przed rozpoczeciem zawsze sprawdzaj jakosc¢ i
transkrypcja stezenie RNA.

Uwzglednij w analizie kontrole pozytywng RNA
(ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Controls Kit, nr kat.
670191).

Wyniki negatywne dla genu kontrolnego (ABL) dla prébek, podczas
gdy standardy daty wynik pozytywny

a) Niska jakos¢ RNA Przed rozpoczeciem zawsze sprawdzaj jakosc i
stezenie RNA.

Uwzglednij w analizie kontrole pozytywng RNA
(ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Controls Kit, nr kat.

670191).
b) Nieudana odwrotna Przed rozpoczeciem zawsze sprawdzaj jakos¢ i
transkrypcja stezenie RNA.

Uwzglednij w analizie kontrole pozytywng RNA
(ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Controls Kit, nr kat.
670191).

Brak sygnatu dla standardu

a) Btad pipetowania Sprawdz prawidtowos$¢ pipetowania i
przygotowania reakcji.
Powtorz PCR.
b) Nieprawidtowe Przechowuj Zestaw ipsogen BCR-ABL1 Mbcr w
przechowywanie —15 do —30°C i chron mieszaniny starterow i
komponentow zestawu sond (PPC and PPF) przed swiattem. Patrz

‘Przechowywanie i Obchodzenie sie z
Odczynnikami’, strona 12.

Unikaj wielokrotnego rozmrazania-zamrazania.
Przechowuj odczynniki rozporcjowane.
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Komentarze i sugestie

Kontrole negatywne dajg wynik pozytywny

Kontaminacja Wymien wszystkie kluczowe odczynniki.

krzyzowa Powtérz eksperyment z uzyciem nowych porc;ji

odczynnikow.

Celem zapobiegania zanieczyszczeniom
krzyzowym, zawsze obchodz sie z probkami,
komponentami zestawu i innymi elementami
zgodnie z powszechnie przyjetymi praktykami.

Brak sygnatu, rowniez dla standardéw

a) Btad pipetowania lub Sprawdz prawidtowos¢ pipetowania i
pominigete odczynniki przygotowania reakciji.

Powtorz PCR.

b) Inhibicja w materiale Powtérz preparatyke RNA.
probki spowodowana
niedostatecznym jej
oczyszczeniem

c) LightCycler: Wybor Ustaw ‘Channel Setting’ na F1/F2 lub
nieprawidtowego 530 nm/640 nm.
kanatu detekcji

d) LightCycler: Nie Sprawdz zaprogramowane cykle.
zaprogramowano
odczytu sygnatu (data
acquisition)

Na koncu kazdego etapu hybrydyzacji programu
PCR wybierz opcje odczytu sygnatu ‘single’.

Sygnat dla prébek jest nieobecny lub staby, podczas gdy standardy
daty wynik pozytywny

a) Niska jakosc¢ lub Przed rozpoczeciem zawsze sprawdzaj jakos¢ i
stezenie RNA stezenie RNA.

Uwzglednij w analizie kontrole pozytywng RNA
(ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Controls Kit, nr kat.

670191).
b) Nieudana odwrotna Przed rozpoczeciem zawsze sprawdzaj jakosc i
transkrypcja stezenie RNA.

Uwzglednij w analizie kontrole pozytywng RNA
(ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Controls Kit, nr kat.
670191).
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Komentarze i sugestie

Intensywnos¢ fluorescencji jest zbyt mata

a) Nieprawidiowe Przechowuj Zestaw ipsogen BCR-ABL1 Mbcr w
przchowywanie —15 do —-30°C i chron mieszaniny starteréw i
komponentow zestawu sond (PPC and PPF) przed swiattem. Patrz

‘Przechowywanie i Obchodzenie sig z
Odczynnikami’, strona 12.

Unikaj wielokrotnego rozmrazania-zamrazania.
Przechowuj odczynniki rozporcjowane.

b) Bardzo mata Zwieksz ilos¢ RNA.

poczatkowa ilos¢ RNA Uwaga: Zaleznie od wybranej metody

preparatyki RNA, moze wystgpi¢ efekt inhibiciji.
LightCycler: Zmienna intensywnos¢ fluorescenciji

a) Btad pipetowania Zmiennos$¢ spowodowana btedami w
pipetowaniu moze by¢ zredukowana przez
analize danych z uzyciem opcji F1/F2 lub
530 nm/640 nm.

b) Niewystarczajgce Mieszanina PCR moze sie wcigz znajdowac w
zwirowanie kapilar gornym zbiorniczku kapilary lub pecherz
powietrza moze by¢ uwieziony w kapilarze.

Zawsze wiruj kapilary z mieszaning reakcyjng
zgodnie z zaleceniami dedykowanej instrukcji

aparatu.
c) Zewnetrzna Zawsze nos rekawiczki podczas obchodzenia
powierzchnia kapilary  sie z kapilarami.

jest brudna

LightCycler: Blad krzywej standardowej

Btad pipetowania Zmiennos¢ spowodowana btedami w
pipetowaniu moze by¢ zredukowana przez
analize danych z uzyciem opcji F1/F2 lub
530 nm/640 nm.

Kontrola Jakosci

Kontrola jakosci dla kompletnego zestawu zostat dokonana na aparacie
LightCycler 480. Ten zestaw zostat wyprodukowany zgodnie z normg ISO
13485:2003. Certyfikaty analizy sg dostepne na zgdanie pod adresem
www.giagen.com/support/.
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Ograniczenia

Przed rozpoczeciem uzytkowania tego zestawu uzytkownicy muszg zostac
przeszkoleni i zapoznani z jego technologia.

Wszelkie wygenerowane wyniki diagnostyczne muszg by¢ interpretowane
wraz z innymi danymi klinicznymi lub laboratoryjnymi. Za walidacje wydajnosci
tego systemu wzgledem innych procedur w danym laboratorium, ktére nie sg
uwzglednione w badaniach wydajnosci QIAGEN, odpowiedzialny jest jego
uzytkownik.

Nalezy zwracac¢ uwage na daty przydatnosci do uzytku widniejgce na
opakowaniach i etykietach wszystkich odczynnikdéw. Nie uzywaj odczynnikow
przeterminowanych.

Uwaga: Niniejszy zestaw zostat zaprojektowany zgodnie z wytycznymi badan
EAC (ang. Europe Against Cancer) (8) i jest zgodny z biezgcymi zaleceniami
miedzynarodowymi (3, 5). Powinien on by¢ uzywany zgodnie z wytycznymi
ujetymi w niniejszej instrukcji w potaczeniu ze zwalidowanymi odczynnikami i
aparaturg (patrz ‘Materiaty Wymagane, ale Niedostarczone’, strona 10). Kazde
uzycie tego produktu niezgodne z wytycznymi oraz/lub modyfikacje jego
komponentéw uniewaznig odpowiedzialnos¢ QIAGEN.

Charakterystyka Wydajnosci

Badania niekliniczne

Materiaty i metody

Ocena wydajnosci zostata wykonana na aparacie ABI PRISM 7700 SDS w
potgczeniu z odczynnikami wymienionymi w ‘Materiaty Wymagane, ale
Niedostarczone’, strona 10. Testy poréwnawcze pozwolity na zwalidowanie
jego uzycia dla nastepujgcych aparatéw: ABI PRISM 7000 i 7900HT SDS,
LightCycler 1.2 i 480, Rotor-Gene 3000 oraz SmartCycler (9).

Badania niekliniczne zostaty przeprowadzone celem ustalenia wydajnosci
analitycznej Zestawu ipsogen BCR-ABL1 Mbcr. Te laboratoryjne badania
niekliniczne zostaty przeprowadzone na RNA catkowitym z linii komorkowej
K562 rozcienczonej w statej ilosci koncowej RNA catkowitego linii komorkowe;j
MV4-11.

Celem oceny powtarzalnosci analiz, 5 réznych stezenn RNA catkowitego K562
(5 ng, 500 pg, 50 pg, 5 pg i 0,5 pg) rozcienczone w RNA catkowitym MV4-11 w
statej ilosci koncowej 200 ng zostato przeanalizowanych w 5 powtorzeniach
dla kazdej reakcji i w 4 osobnych reakcjach (Rysunek 11).
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Rysunek 11. Wykresy amplifikacji dla rozcienczen RNA catkowitego K562 2,5 x 102
(5ng), 2,5 x 107 (0,05 ng), 2,5 x 10~° (0,005 ng) i 2,5 x 107° (0,0005 ng) w negatywnym
RNA catkowitym MV4-11.

Dane analityczne

Tabele 17-20 pokazujg wyniki poréwnawcze pomiedzy analizami z
uwzglednieniem $rednich wartosci Cr, odchyleniem standardowym (SD),
iloscig prébek (n), wspdétczynnikiem zmiennosci (CV), Srednig iloscig kopii
(CN) oraz srednig znormalizowang iloscig kopii (NCN).

Tabela 17. Wyniki porownawcze pomiedzy analizami - linie komérkowe
BCR-ABL Mbcr i ABL

Linia Srednie
komérkowa Rozcienczenie Cr SD n CV (%)
2,5x 1072
(5 ng/200 ng) 26,18 0,40 20 1,54
2,5x1073
BCR-ABL Mbcr (0,5 ng/200 ng) 29,32 0,53 19 1,82
2,5x10™%
(0,05 ng/200 ng) 32,62 0,62 20 1,91
ABL — 23,59 0,20 95 0,83
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Tabela 18. Wyniki poréwnawcze pomiedzy analizami - plazmidy

Linia
komoérkowa Rozcienczenie  SrednieCr SD n CV (%)
F1 (10 kopii) 34,47 125 8 3,64
F2 (102 kopii) 31,48 0,54 8 1,71
BCR-ABL 3 .
Mbcr F3 (10° kopii) 28,17 1,11 7 3,95
F4 (10° kopii) 21,20 0,65 8 3,06
F5 (10° kopii) 18,22 0,09 6 0,49
C1 (102 kopii) 28,47 0,34 8 1,18
ABL C2 (10* kopii) 25,25 0,31 8 1,22
C3 (10° kopii) 21,92 0,70 8 3,19
Tabela 19. Wyniki porownawcze pomiedzy analizami — linie komérkowe
BCR-ABL Mbcr i ABL (Srednie CN)
Linia Srednie CV
komérkowa Rozcienczenie Cr SD n (%)
2,5x1072
(5 ng/200 ng) 4134,27  2512,40 20 60,77
BCR-ABL 2,5%x107
Mber (0,5 ng/200 ng) 512,8 479,51 19 93,51
25x10™
(0,05 ng/200 ng) 42,94 22,05 20 51,36
ABL - 33.831,51 13.637,7 94 40,31
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Tabela 20. Wyniki poréwnawcze pomiedzy analizami — linie komérkowe
BCR-ABL Mbcr (Srednie NCN)

Linia Srednie cV
komoérkowa Rozcienczenie NCN* SD n (%)
2,5x 1072
(5 ng/200 ng) 12,6338 532,79 20 42,17
BCR-ABL 2,5x 1073
Mbcr (0,5 ng/200 ng) 1,1605 9469 19 81,61
2,5x10™
(0,05 ng/200 ng) 0,1782 10,73 20 60,23
o . . Mbcr CN
* Tylko dla tych wynikow NCN jest podane jako x 100.
ABLcn

Badania kliniczne

Ocena wydajnosci zostata wykonana na aparacie ABI PRISM 7700 SDS w
potgczeniu z odczynnikami wymienionymi w ‘Materiaty Wymagane, ale
Niedostarczone’, strona 10. Testy pordwnawcze pozwolity na zwalidowanie
jego uzycia dla nastepujacych aparatéw: ABlI PRISM 7000 i 7900HT SDS,
LightCycler 1.2 i 480, Rotor-Gene 3000 oraz SmartCycler (9).

Grupa 26 wspoétpracujgcych laboratoriéw z 10 krajéw europejskich nalezgcych
do EAC (ang. Europe Against Cancer) uzyta plazmidéw IPSOGEN do
stworzenia wystandaryzowanego protokotu do analizy gPCR gtéwnych gendw
fuzyjnych zwigzanych z biataczkg (ang. major leukemia-associated fusion
genes) w Srodowisku klinicznym. Transkrypt BCR-ABL p210 byt jednym z
genoéw fuzyjnych (FG) zawartych w badaniach. Prezentujemy tutaj
podsumowanie tych badan walidacyjnych; petne wyniki zostaty opublikowane
(8, 10).

Odtwarzalnos¢ miedzylaboratoryjna dla standardéw plazmidowych CG i FG

Jedenascie laboratoriow brato udziat w miedzylaboratoryjnych badaniach
odtwarzalnosci celem oceny zmiennosci pomiaréw dla rozcienczen
standardow plazmidowych CG i FG. Rozcienczenia byty wykonane w
duplikatach w kazdym z laboratoriéw. Tabela 21 pokazuje Srednie wartosci Cr,
odchylenie standardowe oraz CV (%) dla kazdego z rozcienczen.
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Tabela 21. Odtwarzalnos¢ miedzylaboratoryjna dla standardoéw
plazmidowych CGi FG

Gen Rozcienczenie  SrednieCt CtSD CV (%)
Cl 29,59 1,34 4,54

Gen kontrolny

ABL s 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

Gen fuzyjny

BCR-ABL p210  ©3 33,76 1,28 381
F4 26,50 1,03 3,90
FS 22,98 0,97 4,21

Wartosci ekspresji dla transkryptu genu fuzyjnego BCR-ABL Mbcr

Tabele 22 i 23 pokazujg wartosci ekspresiji dla transkryptu genu fuzyjnego
(FG) BCR-ABL Mbcr oraz genu kontrolnego (CG) ABL dla linii komodrkowej
K562, pacjentow CML i ALL w momencie diagnozy oraz pacjentow
negatywnych.

Tabela 22. Wartosci ekspresji dla transkryptu genu fuzyjnego (FG)
BCR-ABL oraz genu kontrolnego (CG) ABL — wartosci C+

Wartosci Cr (zakres 95%)

BCR-ABL Mbcr ABL
Linia komoérkowa K562 20,5 20,7
Prébki pacjentow CML
Szpik (n = 15) 25,1 (21,5-27,0) 25,2 (20,7-26,8)
Krew (n = 14) 23,1 (21,9-25,8) 23,7 (22,6-26,7)
Prébki pacjentow ALL
Krew i szpik (n = 17) 24,1 (21,5-29,9) 24,0 (21,6-26,4)
Negatywne prébki pacjentéw
Szpik (n = 26) — 25,35 (24,68-26,02)
Krew (n = 74) - 25,15 (24,83-25,48)
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Tabela 23. Wartosci ekspresji dla transkryptu genu fuzyjnego (FG)
BCR-ABL Mbcr oraz genu kontrolnego (CG) ABL - wartosci CN i NCN

Wartosci NCN
Wartosci CN (zakres 95%) (zakres 95%)*
CN BCR-ABL
BCR-ABL Mbcr ABL Mbcr/CN ABL
Prébki pacjentow CML
10.115,8
: 8710 ’ 0.86
Szpik (n = 15) - (4786,3— -
(2089-112.202) 37.153 52) (0.44-3.02)
Krew (n = 14) 17.783 15.237 1,17

(2042-112.202)  (4246,2-25.568,3)  (0,48-4,41)

Negatywne prébki pacjentéow

o 19.201
Szpik (n = 26) - (12.922-25.480) -
w2 78 ) 21.136

(17.834-24.437)

* Wartosci sg przedstawione jako stosunki BCR-ABL/ABL.

Wartosci Ct dla ABL nie réznity sie znaczgco pomiedzy probkami normalnymi i
biataczkowymi ani pomiedzy rodzajami prébek (krew obwodowa lub szpik
kostny) lub pomiedzy roznymi probkami biataczkowymi (ALL, AML, CML).

Czestotliwosé wynikéw falszywie pozytywnych i falszywie negatywnych

Czestotliwosé wystepowania wynikow fatszywie pozytywnych i fatszywie
negatywnych zostata obliczona z uzyciem nastepujgcych kontroli.

B Kontrole pozytywne: K562 to linia komoérkowa cechujgca sie pozytywnym
statusem dla genu fuzyjnego BCR-ABL p210; probki pacjentéw
zbadanych pod katem pozytywnosci dla p210

M Kontrole negatywne: Negatywne prébki RNA, kontrole bez amplifikacji
(ang. no amplification controls; NAC) pochodzace z RNA E. coli zamiast z
RNA ludzkiego stuzgce do sprawdzania kontaminacji PCR oraz kontrole
bez matrycy (ang. no template controls; NTC), gdzie zamiast matrycy
ludzkiego RNA dodano wody

Amplifikacja probek RNA genu fuzyjnego (FG) byta wykonana w trzech
powtorzeniach, a dla genu kontrolnego (CG) w dwoch powtdrzeniach.

Prébka fatszywie negatywna zostata zdefiniowana, jako pozytywna probka
RNA z mniej niz 50% pozytywnych dotkow (reakc;ji) (0/2, 0/3 lub 1/3).
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Prébka fatszywie pozytywna zostata zdefiniowana, jako probka negatywna z
przynajmniej 50% pozytywnych dotkow (reakcji) (1/2, 2/3 lub 3/3).

Tabela 24 przedstawia ilo$¢ i procentowos¢ prébek fatszywie negatywnych
oraz fatszywie pozytywnych.

Tabela 24. Prébki falszywie negatywne oraz falszywie pozytywne

Fatszywa negatywnos¢ Fatlszywa pozytywnos¢
1073 10 Kontrola negatywna FG NAC/NTC
0% (0/33) 6,1% (2/33) 10,9% (6/55) 4,1% (14/340)
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Symbole

Nastepujgce symbole mogg sie pojawi¢ na opakowaniach i etykietach:

N> Zawiera odczynniki wystarczajgce na <N> reakc;ji

Uzyj do

N

IVD Do diagnostycznego uzytku medycznego in vitro

Numer katalogowy

LOT Numer partii (lot)

MAT Numer materiatu

Globalny Numer Jednostki Handlowej
(Global Trade Item Number)

Ograniczenia temperaturowe

Producent

Sh Aol ILNCEC

Zapoznaj sie z instrukcjg uzytkowania

Informacje Kontaktowe

Aby uzyskaé pomoc techniczng i znalez¢ wiecej informacji, zapraszamy do
naszego Centrum Pomocy Technicznej www.giagen.com/Support lub
zadzwon na 00800-22-44-6000 lub skontaktuj sie z jednym z wydziatow
pomocy technicznej QIAGEN lub z lokalnym dystrybutorem (patrz tylna
oktadka lub odwiedZz www.giagen.com.
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Informacje Dotyczgce Zamawiania

Produkt Zawartos¢ Nr kat.
ipsogen BCR-ABL1 Na 24 reakcje: ABL Control Gene 670123
Mbcr Kit (24) Standards (standardy CG dla ABL), BCR-

ABL Mbcr Fusion Gene Standards
(standardy FG dla BCR-ABL mbcr),
Primer and Probe Mix ABL (mieszanina
starteréw i sond ABL), Primer and Probe
Mix BCR-ABL mbcr Fusion Gene
(mieszanina starterow i sond BCR-ABL
Mbcr)

Rotor-Gene Q MDx — do zwalidowanej analizy PCR w
czasie rzeczywistym w zastosowaniach klinicznych

Rotor-Gene Q MDx Termocykler do PCR w czasie 9002032

5plex HRM Platform rzeczywistym z analizatorem HRM (High
Resolution Melt) z 5 kanatami (zielony,

z0ity, pomaranczowy, czerwony,
karmazynowy) i dodatkowy kanat HRM,
laptop, oprogramowanie, akcesoria, 1 rok
gwarancji na czesci i serwis, instalacja i
szkolenie nie sg zawarte

Rotor-Gene Q MDx Termocykler do PCR w czasie 9002033

5plex HRM System rzeczywistym z analizatorem HRM (High
Resolution Melt) z 5 kanatami (zielony,

z6tty, pomaranczowy, czerwony,
karmazynowy) i dodatkowy kanat HRM,
laptop, oprogramowanie, akcesoria, 1 rok
gwaranciji na czesci i serwis, instalacja i
szkolenie sg zawarte

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Controls Kit - do jakosciowej
walidacji izolacji RNA i odwrotnej transkrypcji genu
fuzyjnego BCR-ABL Mbcr

ipsogen BCR-ABL1 Linie komérkowe z negatywng oraz 670191
Mbcr Controls Kit wysoko- i nisko-pozytywng ekspresja
genu fuzyjnego BCR-ABL mbcr

Aktualne informacje na temat licenciji i zastrzezen dotyczgcych konkretnych
produktéw mozna uzyskac z podrecznika odpowiedniego zestawu lub z
instrukcji obstugi QIAGEN. Podreczniki zestawow QIAGEN i instrukcje obstugi
sg dostepne na stronie www.giagen.com. Mozna je takze zamowié w dziale
pomocy technicznej firmy QIAGEN lub u lokalnego dystrybutora.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
48 Instrukcja Zestawu ipsogen BCR-ABL1 Mbcr 03/2015


http://www.qiagen.com/

Strona celowo pozostawiona pustg

Instrukcja Zestawu ipsogen BCR-ABL1 Mbcr 03/2015 49



Strona celowo pozostawiona pustg

50 Instrukcja Zestawu ipsogen BCR-ABL1 Mbcr 03/2015



Niniejszy produkt jest przeznaczony do diagnostycznego uzytku in vitro. Produkty ipsogen nie mogg by¢ odsprzedawane, modyfikowane do
odsprzedazy ani uzywane celem produkgji artykutéw komercyjnych bez pisemnej zgody QIAGEN.

Informacje zawarte w tym dokumencie mogg zosta¢ zmienione bez oprzedzenia. QIAGEN nie ponosi odpowiedzialno$ci za zadne btgdy mogace
pojawi¢ sie w tym dokumencie. Ten dokument powinien zawieraé kompletne i prawdziwe informacje w momencie jego publikacji. W zadnym
wypadku QIAGEN nie bedzie odpowiedzialny za przypadkowe, zamierzone, wielokrotne lub bedace konsekwencjg szkody powstate w skutek
korzystania z tego dokumentu.

Produkty ipsogen sg gwarantowane w zakresie spetniania przez nie okreslonych dla nich parametréw. Jedynym zobowigzaniem QIAGEN oraz
jedyna mozliwoscia zgtaszania reklamacji przez klienta, w przypadku gdy produkt nie dziata zgodnie z gwarancja, jest wytacznie wymiana
produktéw bez optaty.

Znaki towarowe: 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).

Ograniczona Umowa Licencyjna
Uzywanie tego produktu oznacza zgode nabywcy badz uzytkownika Zestawu ipsogen BCR-ABL1 Mbcr na nastepujgce warunki:

1. Zestaw ipsogen BCR-ABL1 Mbcr moze by¢ uzywany wylgcznie zgodnie z wytycznymi zawartymi w instrukcji Zestawu ipsogen BCR-ABL1
mbcr i tylko wraz z komponentami zawartymi w zestawie. Firma QIAGEN nie udziela Zadnej licencji na swojg wtasnos¢ intelektualng w
zakresie uzytkowania lub wtgczania dotgczonych sktadnikdw tego zestawu do innych sktadnikdw nie zawartych w tym zestawie z wyjatkiem
tego co opisano w instrukcji Zestawu ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kit Handbook i w dodatkowych protokotach dostepnych pod adresem
www.giagen.com.

2. Za wyjatkiem wyraznie okreslonych licencji, firma QIAGEN nie udziela gwarancji, ze ten zestaw i/lub jego stosowanie nie narusza praw stron
trzecich.

3. Niniejszy zestaw i jego skfadniki posiadajg licencje wytacznie na jednorazowe uzycie i nie mozna ich ponownie uzywaé, regenerowac lub
odsprzedawac.

4. Firma QIAGEN w szczegolnosci odrzuca wszystkie inne licencje, wyrazone lub domniemane, za wyjatkiem licencji wyraznie podanych w
dokumentaciji.

5. Nabywca i uzytkownik tego zestawu wyrazajg zgode na niepodejmowanie ani niepozwalanie stronom trzecim na podejmowanie krokéw, ktore
mogtyby prowadzi¢ do czynnosci zabronionych powyzej lub utatwia¢ takie czynnosci. Firma QIAGEN moze egzekwowac zakazy niniejszej
Ograniczonej Umowy Licencyjnej w sadzie i bedzie dochodzi¢ odzyskania wszystkich kosztéw sgdowych i procesowych, wigcznie z kosztami
prawnikéw, przy wszystkich dziataniach, ktére bedg miaty na celu egzekucje postanowien niniejszej Ograniczonej Umowy Licencyjnej lub
praw do wtasnosci intelektualnej zwigzanych z tym zestawem i/lub jego sktadnikami..

Aktualne warunki licencji sg dostepne na stronie www.giagen.com.
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