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QIAGEN - Koik vajalik proovist testini

QIAGEN toodab innovatiivseid lahendusi proovi ja anal(isi tehnoloogia vallas,
meie toodete abil on véimalik eraldada ja detekteerida iga bioloogilise proovi
sisu. Meie kvaliteetsed tooted ja teenused kindlustavad eduka tee proovist
tulemuseni.

QIAGEN:I tooted hélmavad:

B DNA, RNA ja valkude eraldamine

B Nukleiinhapete ja valkude testid

B mikroRNA uurimine ja RNAI

B Proovi ja analiUsi tehnoloogiate automatiseerimine

Meie missiooniks on véimaldada teil saavutada véljapaistvat edu.
Lisainformatsiooni saate kodulehelt, www.giagen.com.
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Sihtotstarbeline kasutamine

ipsogen BCR-ABLT Mbcr Kitt on méeldud BCR-ABL p210 b2a2 véi b3a2
transkriptide kvantifitseerimiseks luuidis voi perifeersetes vereproovides akuutse
|lomfoblastilise leukeemia (ALL) vai kroonilise mieloidse leukeemia (CML)
patsientidel, kellel on eelnevalt diagnoositud BCR-ABL Mbcr fusioongeen (FG).
Test on mdeldud molekulaarse vastuse taseme hindamiseks; tulemusi saab
kasutada minimaalse residuaalse haiguse jarelkontrolliks.

Kokkuvote ja selgitus

CML kuulub mueloproliferatiivsete neoplasmide gruppi ja seda iseloomustab
>90% juhtudest Philadelphia kromosoomi (Ph CHRS) esinemine.

See kromosoom on tekkinud retsiprookse translokatsiooni tulemusena
kromosoomide 9 ja 22 vahel, 1(9;22), BCR (breakpoint cluster region) asub
kromosoomil 22 ja c-ABL onkogeen pdrineb kromosoomilt 9. Vastav
fusioongeen, BCR-ABL, transkribeeritakse 8.5 kb mRNA-ks, 2
Uhendusvariandiga b2a2 (40% juhtudest) ja b3a2 (55% juhtudest). See
kodeerib kiméérset valku, p210, millel on kérgendatud tirosiini kinaasne
aktiivsus. b2a3 ja b3a3 transkriptid mooduustavad alla 5% juhtudest. Ph
kromosoom esineb ka 35% tdiskasvanud ALL patsientidel.

CML juhtude arv aastal on umbes 1-2 juhtu 100 000 kohta ja CML moodustab
20% taiskasvanute leukeemiatest. Kliiniliselt iseloomustab seda normaalselt
diferentseeruvate ja funktsioneerivate mieloidsete rakkude liig. CML
patsientidel diagnoositakse 90-95% juhtudest haiguse krooniline véi stabiilne
faas. Ajalooliselt algas patsientidel keskmiselt 4 kuni 6 aasta jooksul haiguse
kiirendatud faas, mis viis blastilise kriisi ja akuutse leukeemiani, mis on alati
surmav. Imatinib’i ja hiljem teise generatsiooni tUrosiini kinaasi inhibiitorite (TKI)
kasutuselevétt on haiguse loomulikku kulgu dramaatiliselt muutnud: enamus
patsientidest j@évad niiud remissioonifaasi ja nende haiguskulgu on vaja
pikemaajaliselt jalgida.

Haiguse jdlgimine

Praegu on CML ravi eesmark saavutada 100% elulemus ja Ph kromosoomi
puudumine. Haiguse ja@lgimine on seega pohiline 166riist ravivastuse
hindamiseks ja iga individuaalse patsiendi varase relapsi detekteerimiseks. TKI
ravis l[Ghevad patsiendid t0Upiliselt hematoloogilisest tsUtogeneetilisse, siis
molekulaarsesse remissiooni, vastavalt leukeemiliste rakkude arvu ja BCR-ABL
transkriptide véhenemisele nagu kirjeldatud Joonisel 1.
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Diagnoos, eelravi véi hematoloogiline relaps
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Joonis 1. Adapteeritud viitest 1.

Standardmeetod CML patsientide kasvajomahu hindamiseks on
konventsionaalne tsitogeneetiline analius (G-banding) luutdi (BM) metafaasist.
TsUtogeneetilist vastest hinnatakse véhemalt 20 luuidi metafaasis.
TsUtogeneetilise vastuse taset hinnatakse Ph kromosoom-positiivsete
metafaaside protsendi pohjal (vt Tabel 1, viide 2). Sellegipoolest saltub see
hindamine labori oskustest ja sellel on madal tundlikkus, 5% kui analtUsitakse
20 metafaasi.

Reaalaja kvantitatiivne polimeraasahelreakisioon (QPCR) BCR-ABL Mbcr mRNA
kvantifitseerimiseks perifeersetes vereproovides (PB) on praegu osa haiguse
jGlgimise tehnikatest CML ravis. See on véhem invasiivne kui konventsionaalne
luuidi metafaasi tsGtogeneetika ja palju tundlikum.

Soovitusi CML haiguse jalgimiseks uuendati hiljuti, et vétta arvesse uusi kliinilisi
tdendeid kliinilistest uuringutest ning arenenud haiguse dlgimise eesmarke ja
tooriistu. Kéige varskemad soovitused imatinib patsientide vastuse
tdlgendamiseks ja nende jalgimiseks tulevad ELN ekspertidelt (2).

Tehnilisest kiljest on rahvusvahelised eksperdid teinud pingutusi
harmoniseerida BCR-ABL Mbcr testimine ja raporteerimine (3-5). Lisaks on
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hiljuti WHO egiidi all valideeritud referentspaneel, et véimaldada BCR-ABL
kvantifitseerimise lihtne standardiseerimine (6).

Tabel 1. Rahvusvahelised soovitused CML patsientide uurimiseks
(adapteeritud viitest 2)

Molekulaarne
vastus
(BCR-ABL suhe

kontrollgeeni

Definitsioonid

Monitooring

vastavalt
Hematoloogiline  TsiUtogeneeti-  rahvusvahelisel
vastus line vastus e skaalale)
Taielik:

Vereliistakute arv
<450 x 10/liitris
Valgete vereliblede
arv <10 x
10%/liitris
Diferentsiaal ilma
véljaarenemata
granulotstUtideta
ja véhem kui 5%
basofiilidega
Mitte-palpeeritav
porn

Kontrollida iga

2 nddala tagant,
kuni saavutatakse
ja kinnitatakse
taielik vastus,
seejdrel iga 3 kuu
tagant kui just ei
ole teisiti vaja

Taielik:

Ph+ 0%
Osaline:
Ph+ 1-35%
Véhene:

Ph+ 36-65%
Minimaalne:
Ph+ 66-95%
Puuduv:

Ph+ >95%

Kontrollida
vdhemalt iga

6 kuu tagant,
kuni
saavutatakse ja
kinnitatakse
taielik vastus,
seejdrel iga

12 kuu tagant

" Taielik” naitab,
et transkript ei ole
kvantifitseeritav
ega detekteeritav
Tugev: <0.1

Kontrollida iga

3 kuu tagant
Mutatiooni-
analtUs
ebadnnestumise,
suboptimaalse
vastuse voi
transkripti taseme
tousu korral

Taielikku hematoloogilist vastust, tsitogeneetilist vastust ja molekulaarset vastust tuleb
kinnitada kahel jarjestikusel juhul. TsUtogeneetilist vastust hinnatakse morfoloogilise
tsUtogeneetika teel véhemalt 20 luutdi metafaasist. Fluorestsents in situ hGbridisatsiooni

(FISH) perifeersetest vererakkudest tuleks kasutada ainult siis kui luutdi rakke ei ole véimalik

saada. Molekulaarset vastust hinnatakse perifeersete vererakkude pdhjal.
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Protseduuri pohimote

gPCR tehnika véimaldab PCR produktide tépset kvantifitseerimist PCR
amplifitseerimise protsessi eksponentsiaalses faasis. Lisaks saab qPCR andmeid
kiiresti lugeda ilma PCR-jdrgse t66tlemiseta — fluorestsents-signaalide reaalajas
detekteerimine toimub PCR tsUkleerimise ajal ja/véi koheselt pérast seda
vdhendades nii drastiliselt PCR produkti kontaminatsiooni ohtu. Hetkel on
saadaval 3 péhilist tiipi gPCR tehnikat: gPCR analiits kasutades SYBR® Green
| varvi, gPCR analtis kasutades hidroliusitavaid proove ja gPCR analiis
kasutades hibridisatsiooniproove.

Selles analtusis kasutatakse gPCR kahe-vérvi oligonukleotiidi hidrolGUsi
pohimétet. PCR ajal hibridiseeruvad forward ja reverse praimerid kindlale
jGriestusele. Kahe varviga mérgistatud oligonukleotiid on samas segus. See
proov, mis koosneb 5’ otsas reportervdrvi ja 3’ otsas summutaja mérkega
oligonukleotiidist, hibridiseerub sihtmdark-jarjestusele PCR produktis.
HUdrolUUsiproovidega qPCR analiis kasutab éra Thermus aquaticus (Tag) DNA
polUmeraasi 5'>3' eksonukleaasset aktiivsust. Kui proov on intakine, summutab
summutaja léhedus reportervarvi fluorestsentsi peamiselt Férster-tGUpi energia
Ulekande teel.

PCR ajal kui huvipakkuv mérklaud on olemas, seondub proov spetsiifiliselt
forward ja reverse praimerisaitide vahele. DNA polimeraasi 5'23'
eksonukleaasne aktiivsus hidrolGUsib proovi reporteri ja summutaja vahel
ainult siis, kui proov on sihtmdrgile hiubridiseerunud. Proovi fragmendid
torjutakse seejdrel sihtmargilt eemale jo ahela polUmeriseerumine jatkub.
Proovi 3' ots on blokeeritud, et véltida< proovi pikendamist PCR ka&igus (Joonis
2). See protsess toimub igas tsUklis ega sega produkti eksponentsiaalset
kogunemist.

Fluorestsents-signaali kasvu detekteeritakse ainult siis, kui sihtmark-jérjestus on
prooviga komplementaarne ja seetéttu amplifitseerub PCR kaigus. Nende
nduete tottu ei nGhta mittespetsiifilist amplifikatsiooni. Seega on fluorestsentsi
kasv otseselt proportsionaalne sihtmérgi amplifitseerumisega PCR kaigus.
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Joonis 2. Reaktsiooni péhimoéte. Totaalne RNA péérdiranskribeeritakse jo saadud cDNA
amplifitseeritakse PCR abil kasutades spetsiifiliste praimerite paari ja spetsiifilist sisemist
kahevérvilist proovi (FAM™-TAMRA™). Proov seondub amplikonile igas PCR seondumise
etapis. Kui Tag pikendab amplikonile seondunud praimerit, asendab see proovi 5’ otsa, mis
degradeeritakse Taqg DNA polUmeraasi 5'23' eksonukleaasse aktiivsuse abil. HidrolGus
jatkub kuni allesjaav proov amplikonilt lahti sulab. Selle protsessi tulemusena vabanevad
fluorofoor ja summutaja lahusesse, satuvad teineteisest ruumiliselt eemale, FAM fluorestents
kasvab ning TAMRA fluorestsents vdheneb.
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Kitis sisalduvad materjalid

Kiti sisu

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Kitt (52)

Katalooginr. 670125

Reaktioonide arv 52

ABL Control Gene Standard Dilution (ABL C1-ABL 50 ul

kontrollgeeni standardi lahus)

(103 koopiat/5 ul)

ABL Control Gene Standard Dilution (ABL C2-ABL 50 ul

kontrollgeeni standardi lahus)

(10* koopiat/5 ul)

ABL Control Gene Standard Dilution (ABL C3-ABL 50 ul

kontrollgeeni standardi lahus)

(10° koopiat/5 ul)

BCR-ABL Mbcr Fusion Gene Standard Dilution F1-BCR.

(BCR-ABL Mbcr fusioongeeni standardi lahus) (10" 50 ul
. ABL-Mbcr

koopiat/5 ul)

BCR-ABL Mbcr Fusion Gene Standard Dilution F2-BCR.

(BCR-ABL Mbcr fusioongeeni standardi lahus) ABL Mbcr 50 ul

(102 koopiat/5 ul)

BCR-ABL Mbcr Fusion Gene Standard Dilution F3.BCR.

(BCR-ABL Mbcr fusioongeeni standardi lahus) ABL Mber 50 ul

(103 koopiat/5 ul)

BCR-ABL Mbcr Fusion Gene Standard Dilution FA-BCR.

(BCR-ABL Mbcr fusioongeeni standardi lahus) ABL Mber 50 ul

(10° koopiat/5 ul)

BCR-ABL Mbcr Fusion Gene Standard Dilution F5-BCR.

(BCR-ABL Mbcr fusioongeeni standardi lahus) ABL Mber 50 ul

(10° koopiat/5 ul)

Two vials of Primers and Probe Mix ABL* (Kaks viaali PPC-ABL 2 x 90 ul

praimerite jo proovi segu ABL¥) 25x

Two vials of Primers and Probe Mix BCR-ABL Mbcr ~ PPF-BCR- 2 x 110 ul

Fusion Gene' (Kaks viaali praimerite ja proovi segu  ABL Mbcr

BCR-ABL Mbcr fusioongeen f) 25x

10
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ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Kit Handbook (English) 1
(ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Kit Handbook (inglise k.))

* Spetsiifiliste reverse ja forward praimerite segu ABL kontrollgeenile (CG) pluss spetsiifiline
FAM-TAMRA proov.

' Spetsiifiliste reverse ja forward praimerite segu BCR-ABL Mbcr fusioongeenile (FG) pluss
spetsiifiline FAM-TAMRA proov.

Markus: Tsentrifuugige standardite lahuseid ja praimerite-proovi segusid
kergelt enne kasutamist.

Lisaks vajalikud materjalid

Kemikaalidega téétamisel tuleb alati kanda sobivat laborikitlit, Ghekordseid
kindaid ja kaitseprille. Lisainformatsiooni saamiseks lugege SDS infolehti (safety
data sheets), mille saate tootjalt.

Reagendid
M Nukleaaside-vaba PCR puhtusega vesi

B Reagendid péérdiranskriptsiooniks: Valideeritud reagent on Superscript® |I

(v6i Superscript) Reverse Transcriptase, sisaldab 5x first-strand puhvrit,
100 mM DTT (Life Technologies, kat. nr. 18064-022)

RNaasi inhibiitor: Valideeritud reagent on RNaseOUT™ (Life Technologies,
kat. nr. 10777-019)

dNTP-d, PCR puhtusega
Juhuslik heksameer
MgC|2

Puhver ja Tag DNA poliimeraas: Valideeritud reagendid on TagMan®
Universal PCR Master Mix (Master Mix PCR 2x) (Life Technologies, kat. nr.
4304437) ja LightCycler TagMan Master (Master Mix PCR 5x) (Roche, kat.
nr. 04535286001)

Kulutarvikud

M Nukleaaside-vabad aerosooli-resistentsed steriilsed PCR pipetiotsikud
hiudrofoobsete filtritega

M 0.5 ml véi 0.2 ml RNaasi- ja DNaasi-vabad PCR tuubid
W Jas
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Equipment

B Mikroliitri pipetid* ainult PCR jaoks (1-10 ul; 10-100 ul; 100-1000 ul)

B Lauatsentrifuug* rootoriga 0.2 ml/0.5 ml tuubidele (véimeline saavutama
10,000 rpm)

B Reaalaja PCR instrument:* Rotor-Gene Q 5plex HRM® v6i muu Rotor-Gene
instrument; LightCycler 1.2, 2.0 véi 480; ABI PRISM 7000, 7700 voi
7900HT SDS; Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System; voi
SmartCycler; ja sellega seotud spetsiifiline materjal

B Termotsukler* véi vesivann* (pddrdiranskriptsiooni etapp)

*Veenduge, et kéik instrumendid on kontrollitud ja kalibreeritud vastavalt tootja soovitustele.

Lisareagendid

B ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Controls Kit (kat. nr. 670191), mis koosneb
negatiivse, kérge ja madala positiivse BCR-ABL Mbcr fusioongeeni
ekspressiooniga rakuliinidest, RNA ekstraktsiooni ja pddrdtranskriptsiooni
kvalitatiivseks valideerimiseks

Hoiatused ja ettevaatusabinoud

In vitro diagnostiliseks kasutamiseks

Kemikaalidega té6tamisel tuleb alati kanda sobivat laborikitlit, Ghekordseid
kindaid ja kaitseprille. Lisainformatsiooni saamiseks lugege SDS infolehti (safety
data sheets). Need on internetis kattesaadavad mugavas ja kompaktses PDF
formaadis www.giagen.com/safety, kus saate iga QIAGENI kiti ja kiti
komponendi kohta SDS otsida, vaadata ja printida.

Kaidelge proovide ja analUuside j@dtmed vastavalt kohalikele regulatsioonidele.

Uldised ettevaatusabinéud

gPCR testide kasutamine eeldab héid laboritééharjumusi, sh seadmete
hooldamine, mis on pUhendatud molekulaarbioloogiale jo kooskdlas vastavate
regulatsioonide ning oluliste standarditega.

See kitt on méeldud in vitro diagnostiliseks kasutamiseks. Selle kiti reagendid ja
juhised on valideeritud optimaalseks toimimiseks. Reagentide edasine
lahjendamine véi inkubatsiooniaegade ja —-temperatuuride muutmine véib anda
vigaseid voi ebakélalisi tulemusi. PPC ja PPF reagendid véivad kokkupuutel
valgusega muutuda. Kaik reagendid on formuleeritud spetsiifiliselt selle testiga
kasutamiseks. Testi optimaalseks toimimiseks ei tohi Ghtegi komponenti
asendada.
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Transkripti hulga méadramine gPCR abil vajab nii mRNA péérdiranskribeerimist
kui ka saadud cDNA amplifitseerimist PCR abil. Seega tuleb kogu analtis viia
l&dbi RNaasi/DNaasi-vabadel tingimustel.

Olge eriti ettevaatlikud, et valtida:

M RNoaasi/DNaasi kontaminatsiooni, mis voib degradeerida algse mRNA ja
sUnteesitud cDNA

B mRNA véi PCR jddkkontaminatsiooni, mis annab valepositiivse signaali
Seetottu soovitame jGrgmist:

B Kasutage nukleaaside-vabasid laboritarvikuid (nt pipetid, pipetiotsikud,
reaktsioonituubid) ja kandke analGusi labi viies kindaid.

M Kasutage koikides pipeteerimisetappides vérskeid aerosooli-resistentseid
pipetiotsikuid, et valtida proovide ja reagentide kross-kontaminatsiooni.

M Valmistage pre-PCR mastermix selleks pUhendatud materjaliga (pipetid,
otsikud jne) selleks pUhendatud alal, kus ei ole kindlasti DNA maatrikseid
(cDNA, DNA, plasmiid). Lisage proovimaterjal eraldi alal (eelistatult eraldi
ruumis) spetsiifilise materjaliga (pipetid, otsikud jne).

M Kasitsege standardite lahjendusi (C1-3 ja F1-5) eraldi ruumis.

Reagentide sdilitamine ja kdsitsemine

Kitid transporditakse kuival j@dl ja neid tuleb sailitada kohalejdudmisel
temperatuuril —=30°C kuni -15°C.

B Minimeerige praimerite ja proovi segude (PPC ja PPF tuubid) valgusega
kokkupuudet.

B Enne avamist segage tube érnalt ja tsentrifuugige.
B Sailitage kéiki kiti komponente originaalpakendites.

Need sailitustingimused kehtivad nii avatud kui avamata komponentidele.
Komponendid, mida on hoitud teistel tingimustel kui siltidel kirjas, ei pruugi
korralikult toimida ning véivad analtUsi tulemusi ebasoodsalt méjutada.

lga reagendi aegumistéhtajad on néidatud komponendi sildil. Korrektsete
sailitamistingimuste korral on toode kasutamiskalblik sildil prinditud
aegumistéhtajani.

Toote ebastabiilsuse médramiseks ei ole Gheseid signaale. Kull aga tuleb
positiivseid ja negatiivseid kontrolle alati tundmatute proovidega koos
analGisida.
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Protseduur

Proovi RNA ettevalmistamine

RNA ettevalmistamine patsientide proovidest (veri véi luudi) tuleb l&bi viia
valideeritud protseduuri abil. AnalGUsi kvaliteet sdltub suuresti sisend-RNA
kvaliteedist. Seetéttu soovitame enne analGUsi puhastatud RNA kvaliteeti
kontrollida agaroos-geelelektroforeesi* voi Agilent® Bioanalyzer® instrumendi

abil.

Protokoll: Soovituslik standardiseeritud EAC p66rd-
transkriptsioon

Mida teha enne alustamist

M Valmistage ette dNTP-d, 10 mM igauks. Sailitage temperatuuril —20°C
alikvootidena.

B Valmistage ette juhuslik heksameer, T00 pM. Sailitage temperatuuril —20°C
alikvootidena.

B Valmistage ette MgCl,, 50 mM. Sailitage temperatuuril —20°C
alikvootidena.

Protseduur

1. Sulatage koéik komponendid ja asetage need jadle.

2. Inkubeerige 1 ug RNA-d (1-4 ul) 10 minutes temperatuuril 70°C ja
jahutage koheselt jadl 5 minutit.

3. Tsentrifuugige IGhidalt (ca 10 sekundit, 10,000 rpm), et koguda
vedelik tuubi pohja. Seejdarel hoidke jaadl.

4. Valmistage ette jGrgmine RT segu vastavalt té6deldavate proovide
arvule (Tabel 2).

* Kemikaalidega té6tamisel kandke alati sobivat laborikitlit, thekordseid kindaid ja
kaitseprille.
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Tabel 2. RT segu ettevalmistamine

Maht proovi Lopp-

Komponent kohta (ul) kontsentr.
First-Strand Buffer (kaasas Superscript I

. e 4.0 1x
Reverse Transcriptase ensGUmiga), 5x
MgCl, (50 mM) 2.0 5 mM
dNTP-d (10 mM igauks, eelnevalt
valmistada ja sdilitada temperatuuril — 2.0 T mM
20°C alikvootidena)
DTT (100 mM, |.<c10|scs Su??rsc?rlp’r Il 20 10 mM
Reverse Transcriptase ensiumiga)
RNaasi inhibiitor (40 U/ul) 0.5 1 U/ul
Juhuslik heksameer (100 uM) 5.0 25 uM
Superscript Il voi Superscript Reverse
Transcriptase enstim (200 U/ul) 0.5 5 U/l
Kuumutatud RNA proov (lisada etapis 5) 1.0-4.0 50 ng/ul
Nukleaamdg-vaba PCR-puhtusega vesi 0.0-3.0 _
(lisada etapis 5)
Loppmaht 20.0 -

5. Pipeteerige 16 ul RT segu igasse PCR tuubi. Seejdrel lisage 1-4 pl (1
Mg) RNA (etapist 3) ja kohandage mahuni 20 ul nukleaaside-vaba
PCR-puhtusega veega (vt Tabel 3).

Tabel 3. P6o6rdtranskiptsiooni reaktsiooni ettevalmistamine

Komponent Maht (ul)
RT segu 16
Kuumutatud RNA proov (1 ug) 1-4
Nukleooside-vobo PCR-puhtusega 0-3
vesi

Loppmaht 20
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6. Segage korralikult ja tsentrifuugige IGhidalt (ca 10 sekundit,
10,000 rpm), et koguda vedelik tuubi pohja.

7. Inkubeerige temperatuuril 20°C 10 minutit.

8. Inkubeerige temperatuuril 42°C termotsiUkleris 45 minutit, seejdrel
koheselt temperatuuril 99°C 3 minutit.

9. Jahutage jadl reaktsiooni peatamiseks 5 minutit.

10. Tsentrifuugige lGhidalt (ca 10 sekundit, 10,000 rpm), et koguda
vedelik tuubi pohja. Seejdarel hoidke jaal.

11. Lahjendage l6plik cDNA 30 ul nukleaaside-vaba PCR-puhtusega
veega nii, et loppmaht on 50 pl.

12. Viige labi PCR vastavalt jéirgnevatele protokollidele, vastavalt teie
qPCR instrumendile.
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Protokoll: qPCR Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM voi
Rotor-Gene Q 5plex HRM instrumendil 72-tuubi rootoriga

Kasutades seda instrumenti, soovitame kdik médtmised labi viia
duplikaatidena, nagu naidatud Tabelis 4.

Tabel 4. Reaktsioonide arv Rotor-Gene Q instrumendil 72-tuubi
rootoriga

Proovid Reakisioonid

ABL praimerite ja proovi seguga (PPC-ABL)
n cDNA proovi n x 2 reaktsiooni

2 x 3 reaktsiooni (3 lahjendust,
igatks testitud duplikaadina)

ABL standard
Vee-kontroll 2 reaktsiooni
BCR-ABL Mbcr praimerite ja proovi seguga (PPF-Mbcr)
n cDNA proovi n x 2 reaktsiooni

2 x 5 reaktsiooni (5 lahjendust,

Mber standard igatks testitud duplikaadina)

Vee-kontroll 2 reaktsiooni

Proovide t66tlemine Rotor-Gene Q instrumendil 72-tuubi rootoriga

Soovitame testida véhemalt 13 cDNA proovi samas eksperimendis, et
optimeerida standardite ning praimerite ja proovi segude kasutamist.

________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Joonis 3. Soovituslik rootori paigutus igas eksperimendis ipsogen BCR-ABL1 Mbcr
Kitiga. F1-5: BCR-ABL Mbcr standardid; C1-3: ABL standardid; S: cDNA proov; H,0: vee-
kontroll.

Méarkus: Veenduge, et asetate rootori 1. positsiooni alati testitava proovi.
Vastasel juhul ei saa instrument kalibreerimise etapis kalibreerimist labi viia ja
kogutakse ebadigeid fluorestsentsandmeid.

Taitke koik Ulejaénud positsioonid tUhjade tuubidega.

qPCR Rotor-Gene Q instrumendil 72-tuubi rootoriga
Markus: Viige koik etapid labi jaal.

Protseduur

1. Sulatage koéik vajalikud komponendid ja asetage need jadle.

2. Valmistage ette jérgmine qPCR segu vastavalt té6deldavate proovide
arvule.

K&ik kontsentratsioonid on reaktsiooni [6ppmahu kohta.
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Tabelis 5 kirjeldatakse Uhe reagendisegu ettevalmistamise
pipeteerimisskeemi, arvutatud nii, et reaktsiooni 16ppmaht on 25 ul.
Vastavalt reaktsioonide arvule saab ette valmistada eelsegu, kasutades
sama praimerite ja proovi segu (kas PPC-ABL véi PPF-Mbcr).
Pipeteerimisvigade kompenseerimiseks on sisse arvestatud lisamahud.

Tabel 5. gPCR segu ettevalmistamine

BCR-ABL
ABL: 34 + Mbcr: 38
1 reakts. 1 reakts. +1 reakts. Lopp-
Komponent (M) (M) (u1) kontsentr.
TagMan
Universal
PCR Master 12.5 437.5 487.5 1x
Mix, 2x
Praimerite |a
proovi segu, 1 35 39 1x
25x
Nukleaaside-
vaba PCR- 6.5 227.5 253.3 -
puhtusega
vesi
Proov (lisada : :
2o A 5 5 igat 5 igat -
Kogumaht 25 25 igat 25 igat -
3. Dispenseerige iga tuubi kohta 20 ul gPCR eelsegu.

4. Lisage 5 pl RT produkti (<cDNA, 100 ng RNA ekvivalent), mis saadi
poéordtranskriptsioonil (vt “Protokoll: Soovituslik standardiseeritud
EAC ”, Ik 14) vastavasse tuubi (kogumaht 25 ul).

5. Segage ornalt pipeteerides Ules-alla.

o

Asetage tuubid termotsiklerisse vastavalt tootja soovitustele.

7. Programmeerige Rotor-Gene Q instrumendi termotsiUkleerimise
programm nagu toodud Tabelis 6.
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Tabel 6. Temperatuuriprofiil

Mode of analysis  Quantitation

Hold Temperatuur: 50 deg
Aeg: 2 mins

Hold 2 Temperatuur: 95 deg
Aeg: 10 mins

Cycling 50 korda

95 kraadi 15 sekundit

60 kraadi T min FAM fluorestsentsi kogumine
kanalis Green: Single

8. Rotor-Gene Q instrumendil valige analGusiks “Slope Correct”.
Soovitame ldvendiks panna 0.03. Kaivitage termotsikleerimise
programm, nagu kirjeldatud Tabelis 6.
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Protokoll: gPCR ABI PRISM 7000, 7700 ja 7900HT SDS,
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System ja
LightCycler 480 instrumentidel

Kasutades 96-augulise-plaadi gPCR seadmeid, soovitame kdik médtmised labi
viia duplikaatidena, nagu néidatud Tabelis 7.

Tabel 7. Reaktsioonide arv kasutades 96-augulise-plaadi qPCR seadet

Proovid Reakisioonid

ABL praimerite ja proovi seguga (PPC-ABL)
n cDNA proovi n x 2 reaktsiooni

2 x 3 reaktsiooni (3 lahjendust,
igatks testitud duplikaadina)

ABL standard
Vee-kontroll 2 reaktsiooni
BCR-ABL Mbcr praimerite ja proovi seguga (PPF-Mbcr)
n cDNA proovi n x 2 reaktsiooni

2 x 5 reaktsiooni (5 lahjendust,

Mber standard igaUks testitud duplikaadina)

Vee-kontroll 2 reaktsiooni

Proovi t66tlemine ABI PRISM 7000, 7700 ja 7900 SDS, Applied
Biosystems Real-Time PCR System ja LightCycler 480 instrumentidel

Soovitame testida véhemalt 16 cDNA proovi samas eksperimendis, et
optimeerida standardite ning praimerite jo proovi segude kasutamist. Joonisel 4
on ndidatud sellise eksperimendi plaadiskeem.
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PPF Mbcr PPC ABL

Joonis 4. Soovituslik plaadiskeem Ghe eksperimendi jaoks. S: cDNA proov; F1-5: BCR-
ABL Mbcr standardid; C1-3: ABL standardid; H,O: vee-kontroll.

qPCR ABI PRISM 7000, 7700 ja 7900 SDS, Applied Biosystems Real-Time
PCR System ja LightCycler 480 instrumentidel

Méarkus: Viige kaik etapid labi jaal.

Protseduur

1. Sulatage koéik vajalikud komponendid ja asetage need jadle.

2. Valmistage ette jérgmine qPCR segu vastavalt té6deldavate proovide
arvule.

K&ik kontsentratsioonid on reaktsiooni [6ppmahu kohta.

Tabelis 8 kirjeldatakse Ghe reagendisegu ettevalmistamise
pipeteerimisskeemi, arvutatud nii, et reaktsiooni 16ppmaht on 25 ul.
Vastavalt reaktsioonide arvule saab ette valmistada eelsegu, kasutades
sama praimerite ja proovi segu (kas PPC-ABL véi PPF-Mbcr).
Pipeteerimisvigade kompenseerimiseks on sisse arvestatud lisamahud.
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Tabel 8. gPCR segu ettevalmistamine

BCR-ABL
ABL: 40 + Mbcr: 44 +
1 reakts. 1 reakts. 1 reakts. Lopp-
Komponent () () () kontsentr
TagMan
Universal
PCR Master 12.5 512.5 562.5 1x
Mix, 2x
Praimerite |a
proovi segu, 1 41 45 1x
25x
Nukleaaside-
vaba PCR- 6.5 266.5 292.5 -
puhtusega
vesi
Proov (lisada : .
et A 5 5 igat 5 igat -
Kogumaht 25 25 igat 25 igat -

w

Dispenseerige iga plaadiaugu kohta 20 ul qPCR eelsegu.

4. Lisage 5 pl RT produkti (cDNA, 100 ng RNA ekvivalent), mis saadi
poéordtranskriptsioonil (vt “Protokoll: Soovituslik standardiseeritud
EAC ”, Ik 14) vastavasse auku (kogumaht 25 ul).

5. Segage ornalt pipeteerides Ules-alla.
Sulgege plaat ja tsentrifuugige I0hidalt (300 x g, ca 10 sekundit).

o

7. Asetage tuubid termotsuklerisse vastavalt tootja soovitustele.
Programmeerige termotsikleri termotsukleerimise programm nagu
kirjeldatud Tabelis 9 ABI PRISM 7000, 7700 ja 7900HT SDS ja
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System kohta, voi Tabelis 10
LightCycler 480 instrumendi kohta.
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Tabel 9. Temperatuuriprofiil ABlI PRISM 7000, 7700 ja 7900HT SDS voi
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System puhul

Mode of analysis  Standard Curve — Absolute Quantitation

Hold Temperatuur: 50°C
Aeg: 2 minutes
Hold 2 Temperatuur: 95°C
Aeg: 10 minutes
Cycling 50 korda

95°C 15 sekundit

60°C 1 minut kogudes FAM fluorestsentsi;
summutaja: TAMRA

Tabel 10. Temperatuuriprofiil LightCycler 480 instrumendi puhul

Mode of analysis  Absolute Quantification (“Abs Quant”)

Detection formats  Valige “Simple Probe” Detection formats aknas

Hold Temperatuur: 50°C
Aeg: 2 minutes
Hold 2 Temperatuur: 95°C
Aeg: 10 minutes
Cycling 50 korda

95°C 15 sekundit

60°C 1 minut kogudes FAM fluorestsentsi, mis
vastab (483-533 nm) LC versioonis 01 ja (465-510
nm) LC versioonis 02

8. ABI PRISM 7000, 7700 ja 7900HT SDS voi Applied Biosystems 7500
Real-Time PCR System puhul jdrgige etappi 8a. LightCycler 480
instrumendi puhul jdrgige etappi 8b.

8a. ABI PRISM 7000, 7700 and 7900HT SDS, or Applied Biosystems 7500
Real-Time PCR System: Soovitame lévendi seada 0.1 nagu
kirjeldatud EAC protokolli analGisietapis ABI PRISM SDS seadmel ja
baseline seada tsuklite 3 ja 15 vahele. Kdivitage termotsUkleerimise
programm nagu kirjeldatud Tabelis 9.
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8b. LightCycler 480 instrument: Soovitame Fit point analGUsireziimi,
taust 2.0 ja lavend 2.0. Kdivitage termotsiUkleerimise programm
nagu kirjeldatud Tabelis 10.
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Protokoll: qPCR LightCycler 1.2 ja 2.0 instrumentidel

Kapillaarinstrumentide puhul soovitame mééta proove duplikaatidena ja
kontrolle ainult Ghe korra, nagu kirjeldatud Tabelis 11.

Tabel 11. Reaktsioonide arv LightCycler 1.2 ja 2.0 instrumentidel

Proovid Reakisioonid

ABL praimerite ja proovi seguga (PPC-ABL)
n cDNA proovi n x 2 reaktsiooni

1 x 3 reaktsiooni (3 lahjendust,
igaUks testitud Uhekordselt)

ABL standard
Vee-kontroll 1 reaktsioon
BCR-ABL Mbcr praimerite ja proovi seguga (PPF-Mbcr)
n cDNA proovi n x 2 reaktsiooni

1 x 5 reaktsiooni (5 lahjendust,

Mbcr standard igaUks testitud Ghekordselt)

Vee-kontroll 1 reaktsioon

Proovide t66tlemine LightCycler 1.2 ja 2.0 instrumentidel

Soovitame testida véhemalt 5 cDNA proovi samas eksperimendis, et
optimeerida standardite ning praimerite ja proovi segude kasutamist. Joonise 5
kapillaarskeemil on naidiseksperiment.

. _______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Joonis 5. Soovituslik rootori paigutusiga eksperimendi jaoks ipsogen BCR-ABL1 Mbcr
Kitiga. F1-5: BCR-ABL Mbcr standardid; C1-3: ABL standardid; S: tundmatu DNA proov
analiUsimiseks; H,O: vee-kontroll.

gPCR LightCycler 1.2 ja 2.0 instrumentidel

Mdrkus: Tehnoloogiliste néuete téttu tuleb LightCycleri eksperimente labi viia
spetsiaalsete reagentidega. Soovitame kasutada LightCycler TagMan Master ja
jGrgida tootja juhiseid Master Mix 5x valmistamisel.

Markus: Viige koik etapid labi jaal.

Protseduur

1. Sulatage koéik vajalikud komponendid ja asetage need jadle.
2. Valmistage ette jérgmine qPCR segu vastavalt té6deldavate proovide
arvule.

K&ik kontsentratsioonid on reaktsiooni [6ppmahu kohta.

Tabelis 12 kirjeldatakse Uhe reagendisegu ettevalmistamise
pipeteerimisskeemi, arvutatud nii, et reaktsiooni 16ppmaht on 20 ul.
Vastavalt reaktsioonide arvule saab ette valmistada eelsegu, kasutades
sama praimerite ja proovi segu (kas PPC-ABL véi PPF-Mbcr).
Pipeteerimisvigade kompenseerimiseks on sisse arvestatud lisamahud.
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Tabel 12. qPCR segu ettevalmistamine

BCR-ABL
ABL: 14 Mbcr: 16 +
1 reakts.  +1 reakts. 1 reakts. Lopp-
Komponent (ul) () (ul) kontsentr.
Varskelt
valmistatud
LightCycler
TagMan 4.0 60 68.0 1x
Master Mix,
5x
Praimerite |a
proovi segu, 0.8 12 13.6 1x
25x
Nukleaaside-
voba PCR- 10.2 153 173.4 -
puhtusega
vesi
Proov (lisada : :
ia1ais 4] 5 5 igat 5 igat -
Kogumaht 20 20 igat 20 igat -
3. Dispenseerige 15 ul qPCR eelsegu kapillaari kohta.

4. Lisage 5 pl RT produkti (<cDNA, 100 ng RNA ekvivalent), mis saadi
poéordtranskriptsioonil (vt “Protokoll: Soovituslik standardiseeritud
EAC ”, Ik 14) vastavasse tuubi (kogumaht 20 ul).

5. Segage ornalt pipeteerides Ules-alla.

6. Asetage kapillaarid seadmega kaasasolevatesse adapteritesse ja
tsentrifuugige lGhidalt (700 x g, ca 10 sekundit).

7. Laadige kapillaarid termotsiklerisse vastavalt tootja soovitustele.

8. Programmeerige LightCycler 1.2 vo6i 2.0 instrumendi
termotsUkleerimise programmnagu kirjeldatud Tabelis 13.
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Tabel 13. Temperatuuriprofiil

Mode of analysis  Quantification

Hold Temperatuur: 95°C
Aeg: 10 minutes
Ramp: 20

Cycling 50 korda

95°C 10 ekundit; ramp: 20
60°C 1 minut; ramp: 20; FAM fluorestsentsi
kogumine: Single

Hold 2 45°C 1 minut; ramp: 20

9. LightCycler 1.2 puhul jérgige etappi 9a. LightCycler 2.0 puhul
jdrgige etappi 9b.

9a. LightCycler 1.2: Soovituslik on F1/F2 ja “2™ derivative analysis”
reziim. Kaivitage termotsiukleerimise programm nagu kirjeldatud
Tabelis 13.

9b. LightCycler 2.0: Soovituslik on Automated (F’'max) analGis
LightCycler 2.0 Software versioonil 4.0, et saada korratavaid

tulemusi. Kdivitage termotsikleerimise programm nagu kirjeldatud
Tabelis 13.
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Protokoll: qPCR SmartCycler instrumendil

Seda instrumenti kasutades on soovitatav mééta proove duplikaatidena ja
kontrolle Ghekordselt, nagu ndidatud Tabelis 14.

Tabel 14. Reaktsioonide arv SmartCycler instrumendil

Proovid Reakisioonid

ABL praimerite ja proovi seguga (PPC-ABL)
n cDNA proovi n x 2 reaktsiooni

1 x 3 reaktsiooni (3 lahjendust,

ABL standard igaUks testitud Ghekordselt)

Vee-kontroll 1 reaktsioon
BCR-ABL Mbcr praimerite ja proovi seguga (PPF-Mbcr)
n cDNA proovi n x 2 reaktsiooni

1 x 5 reaktsiooni (5 lahjendust,

Mbcr standard igaUks testitud Ghekordselt)

Vee-kontroll 1 reaktsioon

Proovi t66tlemine SmartCycler instrumendil

Soovitame testida véhemalt 5 cDNA proovi samas eksperimendis, et
optimeerida standardite ning praimerite jo proovi segude kasutamist. Joonisel 6
toodud kahe-bloki skeemil on toodud néidis.

@ooee All the assays on this first
block are performed
(XXX mhrrese:

°°e°e®°° All the assays on this second

block are performed

(XX oo

Joonis 6. Soovituslik plaadipaigutus Ghe eksperimendi jaoks. S: cDNA proov; F1-5:
BCR-ABL Mbcr standardid; C1-3: ABL standardid; H,O: vee-kontroll.
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gPCR SmartCycler instrumendil
Madarkus: Viige kéik etapid lébi jaal.

Protseduur

1. Sulatage koéik vajalikud komponendid ja asetage need jadle.
2. Valmistage ette jérgmine qPCR segu vastavalt té6deldavate proovide
arvule.

K&ik kontsentratsioonid on reaktsiooni [6ppmahu kohta.

Tabelis 15 kirjeldatakse Uhe reagendisegu ettevalmistamise
pipeteerimisskeemi, arvutatud nii, et reaktsiooni 16ppmaht on 25 ul.
Vastavalt reaktsioonide arvule saab ette valmistada eelsegu, kasutades
sama praimerite ja proovi segu (kas PPC-ABL véi PPF-Mbcr).
Pipeteerimisvigade kompenseerimiseks on sisse arvestatud lisamahud.

Tabel 15. qPCR segu ettevalmistamine

BCR-ABL
ABL: 14 +  Mbcr: 16 +
1 reakts. 1 reakts. 1 reakts. Lopp-
Komponent (ul) () () kontsentr.
TagMan
Universal
PCR Master 12.5 187.5 212.5 1x
Mix, 2x
Praimerite |a
proovi segu, 1 15 17 1x
25x
Nukleaaside-
voba PCR- 6.5 97.5 110.5 -
puhtusega
vesi
Proov (lisada . :
ereh 4] 5 5 igat 5 igat -
Kogumaht 25 25 igat 25 igat -
3. Dispenseerige 20 ul qPCR eelsegu plaadiaugu kohta.

4. Lisage 5 pl RT produkti (cDNA, 100 ng RNA ekvivalent), mis saadi
poordtranskriptsioonil (vt “Protokoll: Soovituslik standardiseeritud
EAC ", Ik 14), vastavasse tuubi (kogumaht 25 pul).
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5. Segage ornalt pipeteerides Ules-alla.
Laadige proovid termotsiklerisse vastavalt tootja soovitustele.

7. Programmeerige SmartCycler instrumendi termotsUkleerimise
program nagu kirjeldatud Tabelis 16.

o

Tabel 16. Temperatuuriprofiil

Hold Temperatuur: 50°C
Aeg: 2 minutes
Hold 2 Temperatuur: 95°C
Aeg: 10 minutes
Cycling 50 korda

95°C 15 sekundit

60°C 1 minut andmete kogumisega acquisition:
Single

8. Soovitame ldvendi seada 30. Kdivitage termotsikleerimise program
nagu kirjeldatud Tabelis 16.
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Tulemuste tolgendamine

AndmeanalUisi pohiméte

TagMan tehnoloogiat kasutades nimetatakse PCR tsuklite arvu, mis on vajalik
signaali detekteerimiseks Gle lavendi, lavitstkliks (C;) ning see on otseselt
proportsionaalne reaktsiooni alguses olemas olnud sihtmérgi hulgaga.

Kasutades teadaoleva molekulide arvuga standardeid, on véimalik tekitada
standardkéver ja méaérata kindlaks sihtmdargi tapne hulk testitavas proovis.
ipsogen standardkéverad on plasmiidipdhised; kasutame 3 plasmiidse
standardi lahjendust ABL kontrollgeeni (CG) ja 5 standardi lahjendust FG
puhul, et kindlustada tédpsed standardkéverad. Joonistel 7 ja 8 on toodud

naidised TagMan amplifikatsioonikdveratest, mis on saadud ipsogen BCR-ABL
Mbcr Kitiga.

Amplification Curves

L

Mber 10!
Mber 102
Mber 103
Mber 10°
Mber 106

Fluorescence (483-533)

BB EONm

€0

k) 40 45 50

5 30
Cycles

Joonis 7. BCR-ABL Mbcr standardite detekteerimine (F1-F5). 10, 102, 10°, 105, 10°
koopiat/5 ul.
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Joonis 8. ABL standardite detekteerimine (C1, C2, C3). 10°, 10* ja 10° koopiat/5 ul.

Tulemused

Standardkoéver ja kvaliteedikriteeriumid
Toorandmeid on véimalik transportida analGisimiseks Excel® faili.

Ilga geeni (ABL ja BCR-ABL) toor-C; vaértused, mis saadakse plasmiidse
standardi lahjendustest, seatakse graafikule vastavalt log koopianumbrile (3, 4
j@a5C1,C2ja C3 puhul; 1,2,3,5j0 6 F1, F2, F3, F4 ja F5 puhul). Joonisel 9
on toodud néidis teoreetilisest kdverast, mis on arvutatud 5 standardi
lahjenduse pdhijal.

50 4

y = -3.32x+ 39.84
RZ =1

40

30 4

Cr

20 4

o] 1 2 3 4 5 6 7
log (CN)

Joonis 9. Teoreetiline kéver, mis on arvutatud 5 standardi lahjenduse péhijal.
Lineaarne regressioonikdver (y = ax + b) arvutatakse igale geenile (ABL ja BCR-ABL), milles a
on joone kalle ja b on y-16ikaja, mis on joone y-teljega 16ikumise punkti y-koordinaat. Selle
voérrand ja madramise koefitsent (R?) prinditakse graafikule.

34 ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Kit Handbook 01/2013



Kuna standardid on 10-kordsed lahjendused, on joone teoreetiline kalle —3.3.
Kalle =3.0 kuni —=3.9 on vastuvéetav seni kuni R2 on >0.95 (7). Sellegipoolest
on tdpsete tulemuste huvides eelistatav R2 véartus >0.98 (3).

Normaliseeritud koopianumber (NCN)

ABL standardkévera valemit tuleb kasutada, et teisendada tundmatute proovide
toor-C; vadrtused (saadud PPC-ABL-ga) ABL koopianumbriteks (ABL¢y).

BCR-ABL standardkévera valemit tuleb kasutada, et teisendada tundmatute
proovide toor-C; vddrtused (saadud PPF-Mbcr-ga) BCR-ABL koopianumbriteks
(BCR-ABL Mbcr CN)'

Nende CN vadartuste suhe annab normaliseeritud koopianumbri (NCN):

BCR-ABL Mbcr CN
NCN = x 100
ABLoy

MRD vadartus

Minimaalse residuaalse haiguse (MRD) véértus on suhe CG normaliseeritud FG

ekspressiooni vahel kordusproovis (FGcn/CGen)eue [0 diagnostilises proovis
(FGen/CGen)ox-

(FGon/CGen)rur
(FGen/CGen)ox

MRD vé&értus (MRDv) =

Tundlikkus

Tundlikkus (SENSv) arvutatakse vastavalt FG relatiivsele ekspressioonile
diagnoosimisel (FGcy/CGey)ox ja CG ekspressioonile (CGey rup) kordusproovis.

CGCN,DX
CGCN,FUP X FGCN,DX

Tundlikkus (SENSv) =

ABL vaartuste kvaliteedikontroll

Kehv RNA kvaliteet voi probleemid gPCR etappides annavad tulemuseks
madala ABLy. Soovitame kérvale jGtta nende proovide tulemused, mille ABL¢y
<4246.2 (madalam vaartus 95% Cl patsientide proovidest EAC uurimuses,
viide 8).

Kordusproovide korratavus

C; vadartuste varieeruvus kordusproovide vahel peaks olema <2, mis vastab 4-
kordsele muutusele koopianumbrite véértustes.
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C; vaartuste varieeruvus kordusproovide vahel on tavaliselt <1.5 kui
kordusproovide keskmine C; véartus on <36 (7).

Markus: Iga kasutaja peab méétma nende enda korratavust oma laboris.

Vee-kontrollid
Negatiivsed kontrollid peaksid andma null CN.

Positiivsed vee-kontrolli tulemused néitavad kross-kontaminatsiooni. Vi “Vigade
leidmise juhis”, allpool, et leida lahendus.

Vigade leidmise juhis

Vigade leidmise peatikk on véimalike probleemide lahendamisel abiks.
Lisainformatsiooni saamiseks vaadake ka Korduma Kippuvaid Kisimusi meie
tehnilise toe kodulehel: www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGENI
tehnilises toes t66tavad teadlased vastavad alati hea meelega kisimustele, mis
puudutavad informatsiooni ja protokolle selles kasutusjuhendis vai proovi ja
testi tehnoloogiaid (kontaktinformatsiooni leiate “Kontaktinformatsioon”, Ik 48).

Kommentaarid ja soovitused

Negatiivne tulemus kontrollgeeni (ABL) ja BCR-ABL Mbcr puhul
koikides proovides — standard korras

a) Kehv RNA kvaliteet Kontrollige alati enne alustamist RNA kvaliteeti ja
kontsentratsiooni.

Testige paralleelselt rakuliini RNA positiivset
kontrolli (ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Controls Kit,
kat. nr. 670191).

b) Pé6rdtranskriptsiooni Kontrollige alati enne alustamist RNA kvaliteeti ja
etapi ebadnnestumine  kontsentratsiooni.

Testige paralleelselt rakuliini RNA positiivset
kontrolli (ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Controls Kit,
kat. nr. 670191).

Negatiivne tulemus kontrollgeeni (ABL) puhul proovides — standard
korras

. _______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Kommentaarid ja soovitused

a) Kehv RNA kvaliteet Kontrollige alati enne alustamist RNA kvaliteeti ja
kontsentratsiooni.

Testige paralleelselt rakuliini RNA positiivset
kontrolli (ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Controls Kit,
kat. nr. 670191).

b) Pé6rditranskriptsiooni Kontrollige alati enne alustamist RNA kvaliteeti ja
etapi ebadnnestumine  kontsentratsiooni.

Testige paralleelselt rakuliini RNA positiivset
kontrolli (ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Controls Kit,
kat. nr. 670191).

Standardi signaal negatiivne

a) Pipeteerimisviga Kontrollige pipeteerimisskeemi ja reaktsiooni
koostist.
Korrake PCR.
b) Kiti komponentide Sailitage ipsogen BCR-ABLT Mbcr Kitti
ebadige séilitamine temperatuuril =15 kuni —30°C ja hoidke

praimerite ja proovi segusid (PPC ja PPF) valguse
eest kaitstuna. Vt “Reagentide sailitamine ja
kasitsemine”, |k 13.

Véltige korduvat kiImutamist ja sulatamist.

Sailitage reagendid alikvootidena.

Negatiivsed kontrollid on positiivsed
Kross-kontaminatsioon  Asendage koik olulised reagendid.

Korrake eksperimenti kdikide reagentide uute
alikvootidega.

Kasitsege alati proove, kiti kompenente ja
kulutarvikuid kooskélas Oldtunnustatud tavadega
valtimaks carry-over kontaminatsiooni.

Puuduv signaal, isegi standardkontrollide puhul

a) Pipeteerimisviga voi Kontrollige pipeteerimisskeemi ja reaktsiooni
unustatud reagendid koostist.

Korrake PCR.
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Kommentaarid ja soovitused

b) Proovimaterjali Korrake RNA puhastamist.
inhibitoorsed efektid,
pbhjuseks ebapiisav
puhastamine

c) LightCycler: valitud Seadke Channel Setting F1/F2 voi
vale detektsioonikanal 530 nm/640 nm.

d) LightCycler: andmete Kontrollige tsUkleerimise programme.
kogumine ei ole

: PCR programmi iga seondumise etapi 16pus
programmeeritud

valige acquisition mode “single”.

Proovidel puuduvad v6i madalad signaalid, aga standardkontrollid
korras

a) Kehv RNA kvaliteet véi  Kontrollige alati enne alustamist RNA kvaliteeti ja
madal kontsentratsioon kontsentratsiooni.

Testige paralleelselt rakuliini RNA positiivset
kontrolli (ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Controls Kit,
kat. nr. 670191).

b) Péordtranskriptsiooni Kontrollige alati enne alustamist RNA kvaliteeti ja
etapi ebadnnestumine  kontsentratsiooni.

Testige paralleelselt rakuliini RNA positiivset
kontrolli (ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Controls Kit,
kat. nr. 670191).

Fluorestsentsi intensiivsus liiga madal

a) Kiti komponentide Sailitage ipsogen BCR-ABLT Mbcr Kitti
ebadige sailitamine temperatuuril =15 kuni —30°C ja hoidke
praimerite ja proovi segusid (PPC ja PPF) valguse
eest kaitstuna. Vt “Reagentide sdilitamine ja
kasitsemine”, |k 13.

Véltige korduvat kilmutamist ja sulatamist.

Sailitage reagendid alikvootidena.

b) Vaga madal algne Suurendage proovi RNA hulka.

sihtmdrk-RNA hulk Mdarkus: Olenevalt valitud RNA puhastamise

meetodist voib esineda inhibitoorseid efekte.

LightCycler: Fluorestsentsi intensiivsus varieerub
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Kommentaarid ja soovitused

a) Pipeteerimisviga Nn “pipeteerimisveast” pohjustatud varieeruvust
saab vdhendada analtisides andmeid F1/F2 voi
530 nm/640 nm reziimis.

b) Kapillaaride ebapiisav  Ettevalmistatud PCR segu véib olla endiselt
tsentrifuugimine kapillaari Glemises kambris véi on kapillaari
otsas dhumull.

Tsentrifuugige reakisiooniseguga laaditud
kapillaare alati nii nagu on kirjeldatud
spetsiifilise seadme kasutusjuhendis.

c) Kapillaari otsa Kandke kapillaaridega téétamisel alati kindaid.
valispind on
mé&érdunud

LightCycler: Standardkévera viga

Pipeteerimisviga Nn “pipeteerimisveast” pdhjustatud varieeruvust
saab vahendada analtiUsides andmeid F1/F2 voi
530 nm/640 nm reziimis.

Kvaliteedikontroll

Kogu kiti kvaliteedikontroll on l&bi viidud LightCycler 480 instrumendil. See kitt
on toodetud vastavuses ISO 13485:2003 standardile. Analtusisertifikaadid on
soovi avaldamise korral kéattesaadavad www.qgiagen.com/support/.

Piirangud

Kasutajad peavad olema koolitatud ja tehnoloogiaga tuttavad enne selle
seadme kasutamist. Seda kitti tuleb kasutada jargides kaesolevas
kasutusjuhendis olevaid juhiseid, koos valideeritud instrumendiga, mis on
mainitud “Lisaks vajalikud materjalid”, lk 11.

Kéiki saadud diagnostilisi tulemusi tuleb tdlgendada koos muude kliiniliste vai
laboratoorsete leidudega. On kasutaja vastutusel valideerida susteemi
toimimine sellisteks nende laboris labiviidavateks protseduurideks, mis ei ole
kaetud QIAGEN toimimise uuringutega.

Tahelepanu tuleb pooérata karbil ja kéikide komponentide siltidel prinditud
aegumiskuupd&evadele. Arge kasutage aegunud komponente.

Mérkus: See kitt on disainitud kooskdlas “Europe Against Cancer” (EAC)
uuringutega (8) ja vastab uuendatud rahvusvahelistele soovitustele (3, 5). Seda
tuleb kasutada jargides selles kasutusjuhendis toodud juhiseid, koos
valideeritud reagentide ja instrumentidega. Selle toote igasugune mitte-
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ettenéhtud kasutus ja/vdi komponentide modifitseerimine tGhistab QIAGEN:;
vastutuse.

Toimimise tunnused

Mittekliinilised uvuringud

Materjalid ja meetodid

Toimimise hindamine viidi labi ABI PRISM 7700 SDS seadmel koos
reagentidega, mis on toodud “Lisaks vajalikud materjalid”, 1k 11.
Ekvivalentsuse uuringutes valideeriti selle kasutamine jGrgmistel instrumentidel:
ABI PRISM 7000 ja 7900HT SDS, LightCycler 1.2 ja 480, Rotor-Gene 3000 ja
SmartCycler (9).

Viidi labi mittekliinilised uuringud, et mddrata ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Kiti
analtitiline toimimine. Need mittekliinilised laboratoorsed uuringud viidi lébi

K562 rakuliini totaalse RNA-ga, mis oli lahjendatud konstantses [6ppmahus
MV4-11 rakuliini totaalses RNA-s.

AnaliUsi korratavuse madramiseks analtUsiti 5 erinevat kontsentratsiooni K562
totaalset RNA-d (5 ng, 500 pg, 50 pg, 5 pg ja 0.5 pg), mis oli lahjendatud
MV4-11 totaalses RNA-s, konstantses |1dppmahus 200 ng, 5 kordusena Uhes
t66tsUklis ja 4 erinevas 166tsuklis (Joonis 10).

o T : —

11 111011

10°0
B K562 2.5x 102

11 111101

O K562 2.5x 103 & Seuil de déetection
4101 3
O K562 2.5x 104
B K562 2.5x 105 T
10°-2

B K562 2.5x10¢

e

| N I B N I Y I I N O B I B
0246810 14 1320 24 2830 34 3340 44 4850

Cycle

Joonis 10. Amplifikatsioonikéverad 2.5 x 1072 (5 ng), 2.5 x 102 (0.5 ng) ja 2.5 x 10™*
(0.05 ng), 2.5 x 10 (0.005 ng) ja 2.5 x 10 (0.0005 ng) K562 totaalse RNA
lahjendustest MV4-11 negatiivses totaalses RNA-s.
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Analuutilised andmed

Tabelites 17-20 on toodud testidevahelised analUisid keskmise lavitstkli (C+),
standardhdlbe (SD), proovide arvu (n), variatsioonikordaja (CV), keskmise
koopianumbri (CN) ja keskmise normaliseeritud koopianumbriga (NCN).

Tabel 17. Testidevaheline analiius — rakuliinid BCR-ABL Mbcr ja ABL

Rakuliin Keskm.
Lahjendus (o SD n CV (%)
2.5x107?
(5 ng/200 ng) 26.18 0.40 20 1.54
BCR-ABL 2.5x 103
Mber (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

Tabel 18. Testidevaheline analiius — plasmiidid BCR-ABL Mbcr ja ABL

Geen Keskm.
Plasmiid C; SD n CV (%)

F1 (10" koopiat) 34.47 1.25 8 3.64
F2 (10% koopiat) 31.48 054 8 1.71

EA(;E;ABL F3 (103 koopiat) 28.17 1.11 7 3.95
F4 (10° koopiat) 21.20 0.65 8 3.06
F5 (10° koopiat) 18.22 0.09 6 0.49
C1 (10 koopiat) 28.47 0.34 8 1.18

ABL C2 (10* koopiat) 25.25 0.31 8 1.22
C3 (10° koopiat) 21.92 0.70 8 3.19
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Tabel 19. Testidevaheline analius — rakuliinid BCR-ABL Mbcr ja ABL
(keskmine CN)

Rakuliin Keskm.
Lahjendus CN SD n CV (%)
)
(5263/);8)8 ng) 4134.27 2512.40 20 60.77
-3
BCR-ABL 2 I 512.80 47951 19  93.5]
Mbecr (0.5 ng/200 ng)
2.5x%x10*
(0.05 ng/200 42.94 22.05 20 51.36
ng)
ABL = 33831.51 13637.70 94 40.31

Tabel 20. Testidevaheline analiis — rakuliin BCR-ABL Mbcr (keskmine
NCN)

Keskm. Ccv
Rakuliin Lahjendus NCN* SD n (%)
2.5x1072
(5 ng/200 ng) 12.6338 532.79 20 42.17
BCR-ABL 2.5x1073
Mbcr (0.5 ng/200 ng) 1.1605 94.69 19 81.61
2.5x10™

(0.05 ng/200 ng) 0.1782 10.73 20 60.23

Mbcr CN
ABLcy x 100

* Ainult nendes analttsitulemustes on NCN antud

kui

Kliinilised vuringud

Toimimise hindamine viidi labi ABI PRISM 7700 SDS seadmel koos
reagentidega, mis on kirjas “Lisaks vajalikud materjalid”, Ik 11. Ekvivalentsuse
uuringutes valideeriti selle kasutamine jargmistel instrumentidel: ABI PRISM
7000 ja 7900HT SDS, LightCycler 1.2 ja 480, Rotor-Gene 3000 ja SmartCycler
(9).

26 laborist koosnev grupp 10 Euroopa riigis, mis olid organiseeritud Europe
Against Cancer (EAC) poolt, kasutasid IPSOGEN:I plasmiide, et té6tada valja

standardiseeritud protokoll peamiste leukeemiaga seostatud fusioongeenide
(FG) gPCR analtsiks kliinilises keskkonnas. BCR-ABL p210 transkript oli Uks
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uuritud fusioongeenidest (FG). Esitame siin selle valideerimisuuringu
kokkuvétte; taielikud tulemused on avaldatud aastal 2003 (8, 10).

CG ja FG plasmiidsete standardite laboritevaheline korratavus

11 laborit osales laboritevahelises korratavuse eksperimendis, et hinnata CG ja
FG plasmiidse standardi lahjenduste méétmise varieeruvust. Lahjendusi testiti
igas laboris duplikaatidena. Tabelis 21 on iga lahjenduse keskmine,
standardhdélve, ja CV (%).

Tabel 21. CG ja FG plasmiidsete standardite laboritevaheline korratavus

Geen Lahjendus Keskmine C;SD CV (%)
C1 29.59 1.34 4.54

ABL kontrollgeen 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

BCR-ABL Mbcr p210 FG ~ F3 33.76 1.28 3.81
F4 26.50 1.03 3.90
F5 22.98 0.97 4.21

BCR-ABL Mbcr FG trankripti ekspressioonivadrtused

Tabelites 22 ja 23 on toodud BCR-ABL Mbcr FG transkripti ja ABL CG
ekspressioonivaartused K562 rakuliinis, CML ja ALL patsientidel diagnoosimisel
ja vorreldes negatiivset kontrollpatsientide proovidega.
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Tabel 22. BCR-ABL Mbcr FG transkripti ja ABL CG
ekspressioonivadrtused — C; véadrtused

C; véadartused (95% vahemik)

BCR-ABL Mbcr ABL
K562 rakuliin 20.5 20.7
CML patsientide proovid
Luuidi (n = 15) 25.1 (21.5-27.0) 25.2 (20.7-26.8)
Perifeerne veri (n = 14) 23.1(21.9-25.8) 23.7 (22.6-26.7)
ALL patsientide proovid
LuuGdija perifeerne veri (N 5 151 5.29.9)  24.0 (21.6-26.4)

=17)
Negatiivsete patsientide proovid

Luuddi (n = 26) — 25.35 (24.68-26.02)
Perifeerne veri (n = 74) - 25.15 (24.83-25.48)

ABL CT vadrtused ei erinenud oluliselt normaalsete ja leukeemiaproovide vahel,

ega ka proovitGipide (perifeerne veri voi luuidi) vai leukeemia proovide vahel
(ALL, AML, CML).
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Tabel 23. BCR-ABL Mbcr FG transkripti ja ABL CG
ekspressioonivdadrtused — CN ja NCN vadrtused

NCN vadrtused
CN vadrtused (95% vahemik) (95% vahemik)
CN BCR-ABL
BCR-ABL Mbcr ABL Mbcr/CN ABL
CML patsientide proovid
Luutid 8710 POy 0.86
(n=15) (2089-112,202) 37,153.52) (0.44-3.02)
Perifeerne veri 17,783 15,237 1.17
(n = 14) (2042-112,202)  (4246.2-25,568.3)  (0.48-4.41)
Negatiivsed patsientide proovid
Luutdi 19,201
(n = 26) - (12,922-25,480)
Perifeerne veri 21,136
(n = 74) B (17,834-24,437)

Valepositiivsete ja valenegatiivsete esinemine

Valepositiivsete ja valenegatiivsete esinemise sagedus arvutati j[@rgmiste
kontrollide abil.

M Positiivsed kontrollid: K562 rakud, rakuliin, mis on tuntud BCR-ABL p210
FG; positiivsuse poolest; patsientide proovid, mis on juba hinnatud p210
positiivseks.

B Negatiivsed kontrollid: Negatiivsed RNA proovid, amplifikatsioonivabad
kontrollid (NAC), milles on inim-RNA asemel E. coli RNA, et kontrollida
PCR kontaminatsiooni, ja ilma sihtmargita kontrollid (NTC), milles on inim-
RNA asemel vesi.

FG RNA proovide amplifitseerimine viidi labi kolmes korduses ja CG puhul
kahes korduses.

Valenegatiivseks loeti positivne RNA proov, mis andis véhem kui 50%
positiivseid tulemusi (0/2, 0/3 vai 1/3).

Valepositiivseks loeti negatiivne RNA proov, mis andis véhemalt 50%
positiivseid tulemusi (1/2, 2/3, or 3/3).
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Tabelis 24 on toodud valenegatiivsete ja valepositiivsete proovide arv ja
protsent.

Tabel 24. Valenegatiivsed ja valepositiivsed proovid

Valenegatiivsus Valepositiivsus
FG negatiivne
1073 10 kontroll NAC/NTC
0
0% (0/33) 6 1% 10.9% (6/55) 4.1% (14/340)
(2/33)

Viited
QIAGEN:Il on suur ja kaasaegne andmebaas teaduslikest publikatsioonidest,
milles kasutatakse QIAGEN: tooteid. Péhjalike otsinguvalikute abil vaite leida

vajalikke artikleid. Otsida saate kas mérkséna jargi voi valides
uurimisvaldkonna, artikli pealkirja jne.

Taieliku viidete nimekirja leiate veebist — QIAGEN Reference
Database www.giagen.com/RefDB/search.asp voéi kisides QIAGEN tehnilisest
toest véi kohalikult edasimijalt.
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Sumbolid
Pakendil ja siltidel véivad olla jérgmised simbolid:

. Sisaldab piisavalt reagente <N> reaktsioonile

Kasutada enne

N

IVD In vitro diagnostiline meditsiiniseade

Katalooginumber

Loti number

Hf

Materjali number

Globaalne kaubaartikli number

2
Zz

Temperatuuri piirangud

Toot|a

B
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Dﬂ Kasutamiseks tutvuge juhendiga

Kontaktinformatsioon

Tehnilist tuge ja lisainformatsiooni pakub meie Technical Support Center
aadressil www.giagen.com/Support, telefoninumbril 00800-22-44-6000 voi
kontakteeruge Uhega QIAGENI Tehnilise Toe Osakondadest voi kohalikest
edasimiujatest (vt tagakaant véi kilastage www.giagen.com).
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Tellimisinfo

Toode Sisu Kat. nr.
ipsogen BCR-ABL1 52 reaktsiooni jaoks: ABL kontrollgeeni 670125
Mbecr Kit (52) standardid, BCR-ABL Mbcr

fusioongeeni standardid, Praimerite ja
proovi segu ABL, Praimerite ja proovi
segu BCR-ABL Mbcr Fusioongeen

Rotor-Gene Q MDx — IVD-valideeritud reaalaja PCR
analGsiks kliinilistes rakendustes

Rotor-Gene Q MDx Reaalaja PCR tstkler ja High Resolution 9002032
5plex HRM Platform Melt analUsaator 5 kanaliga (roheline,

kollane, oranz, punane,

karmiinpunane) pluss HRM kanal,

sUlearvuti, tarkvara, lisad, 1-aastane

garantii, installatsioon ja koolitus ei ole

kaasa arvatud

Rotor-Gene Q MDx Reaalaja PCR tstkler ja High Resolution = 9002033
5plex HRM System Melt analUsaator 5 kanaliga (roheline,

kollane, oranz, punane,

karmiinpunane) pluss HRM kanal,

sUlearvuti, tarkvara, lisad, 1-aastane

garantii, installatsioon ja koolitus

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Controls Kit — RNA ekstraktsiooni
ja BCR-ABL Mbcr fusioongeeni kvalitatiivseks
valideerimiseks

ipsogen BCR-ABL1 Rakuliinid BCR-ABL Mbcr fusioongeeni 670191
Mbcr Controls Kit negatiivse, kérge jo madala positiivse
ekspressiooniga

Kaasaegset infot litsentside ja toodete kohta saate vastava toote QIAGEN
kasutusjuhendist. QIAGEN kasutusjuhendid on saadaval

veebis www.qgiagen.com vdi saate neid kisida QIAGEN: tehnilisest toest voi
kohalikult edasimiojalt.
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See toode on méeldud kasutamiseks in vitro diagnostikas. ipsogen tooteid ei tohi edasi mita, edasimiimiseks modifitseerida ega kasutada
kommertsiaalsete tfoodete tootmiseks ilma QIAGEN: kirjaliku loata.

Selles dokumendis toodud infot véib ilma etteteatamata muuta. QIAGEN ei véta vastutust selles dokumendis esineda véivate vigade eest. See
document usutakse publitseerimise hetkel olevat téielik ja t&pne. Mingil juhul ei ole QIAGEN vastutav juhuslike, eriliste, mitmekordsete voi tegevusest
tulenevate kahjustuste eest, mis on seotud véi tulenevad selle dokumendi kasutamisest.

ipsogen tooted on garanteeritud vastama kirjasolevale spetsifikatsioonile. QIAGENi ainus kohustus ja kasutaja ainus abindu piirneb toodete tasuta
asendamises juhul kui tooted ei foimi nii nagu garanteeritud.

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

Limiteeritud litsentsi kokkulepe
Selle toote kasutamine téhendab ipsogen BCR-ABLT Mbcr Kiti ostja véi kasutaja ndustumist j@rgmiste tingimustega:

1. ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Kitti v&ib kasutada ainult kooskélas ipsogen BCR-ABLT Mbcr Kiti Kasutusjuhendiga ja ainult koos kitis olevate
komponentidega. QIAGEN ei anna litsentsi kasutada selle kiti komponente koos sellesse kitti mittekuuluvate komponentidega va ipsogen BCR-
ABL1 Mbcr Kiti Kasutusjuhendis ja veebilehel www.giagen.com toodud lisaprotokollides kirjeldatud juhtudel.

Peale sénaselgelt avaldatud litsentside, ei anna QIAGEN garantiid, et see kitt ja/v6i selle kasutusala(d) ei riku kolmandate osapoolte digusi.
See kitt ja selle komponendid on litsentseeritud Ghekordseks kasutamiseks ja neid ei véi korduvalt kasutada, vérskendada ega uuesti miva.

QIAGEN utleb lahti kéikidest muudest litsentsidest, véliendatud véi vihjatud, va need mis on sénaselgelt avaldatud.

o & LN

Kiti ostja ja kasutaja ei tohi teha midagi, mis véiks Glaltoodud keeldude rikkumiseni viia véi seda kergendada, samuti ei tohi nad lubada kellelgi
teisel selliseid samme efte votta. QIAGEN véib selles limiteeritud litsentsi kokkuleppes olevad keelud jdustada igas kohtus ja saada tagasi kéik
uurimis- ja kohtukulud, sh kulud advokaadile, tegevuses selle limiteeritud litsentsi kokkuleppe véi kitti ja/véi selle komponente puudutava
intellektuaalse omandi diguste jdustamiseks.

Uuendatud litsentsitingimused leiate www.giagen.com.
HB-1361-002 © 2013-2015 QIAGEN, kéik 6igused reserveeritud.
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Australia = techservice-au@qiagen.com

Austria = techservice-at@giagen.com

Belgium = techservice-bnl@giagen.com

Brazil = suportetecnico.brasil@qiagen.com

Canada = techservice-ca@qiagen.com

China = techservice-cn@qiagen.com

Denmark = techservice-nordic@giagen.com

Finland = techservice-nordic@qiagen.com

France = techservice-fr@qiagen.com

Germany = techservice-de@gqiagen.com

Hong Kong = techservice-hk@qiagen.com

India = techservice-india@giagen.com

Ireland = techservice-uk@qiagen.com

Italy = techservice-it@qiagen.com

Japan = techservice-jp@giagen.com

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

Luxembourg = techservice-bnl@giagen.com

Mexico = techservice-mx@giagen.com

The Netherlands = techservice-bnl@giagen.com

Norway = techservice-nordic@qiagen.com

Singapore = fechservice-sg@gqiagen.com

Sweden = techservice-nordic@gqiagen.com

Switzerland = techservice-ch@qiagen.com

USA = techservice-us@giagen.com QIAGEN

UK = techservice-uk@giagen.com
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