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Technologie badan i analizy firmy QIAGEN

Firma QIAGEN jest wiodgcym dostawcg innowacyjnych technologii
oczyszczania i analizy probek, umozliwiajgc izolacje i wykrywanie zawartosci
dowolnej prébki biologicznej. Nasze zaawansowane, wysokiej jakosci produkty
i ustugi zapewniajg sukces na kazdym etapie - od chwili pobrania probki do
uzyskania wyniku.

QIAGEN wyznacza standardy w zakresie:

© Oczyszczania DNA, RNA i biatek

€ Analizy kwasow nukleinowych i biatek

¢ Badan nad mikroRNA oraz RNAI

¢ Automatyzacji technologii obrébki prébek i ich analizy

Naszg misjg jest umozliwienie osiggania znakomitych i przetomowych
wynikdw w prowadzonych badaniach. Wiecej informacji mozna znalez¢ na
stronie www.giagen.com



http://www.qiagen.com/
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Przeznaczenie

Zestaw ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kit stuzy do oceny ilosciowej transkryptow
BCR-ABL p190 w probkach szpiku kostnego i krwi obwodowej u
Ph-pozytywnych (pozytywnych dla chromosomu Filadelfia) pacjentow z ostrg
biataczkg limfobalstyczng (ang. acute lymphoblastic leukemia; ALL), u ktérych
uprzednio zdiagnozowano gen fuzyjny (ang. fusion gene; FG) BCR-ABL mbcr.
Uzyskane wyniki majg na celu monitorowanie efektywnosci postepow leczenia
u pacjentéw poddawanych terapii choroby resztkowej (minimal residual
disease; MRD) oraz monitorowania nawrotéw choroby.

Podsumowanie i wyjasnienia

Chromosom Filadelfia (Ph) jest najczestszg aberracjg kariotypowg u dorostych
z ALL. Wystepuje u 20-30% dorostych pacjentéw z ALL i powyzej 50% dla
0sOb w wieku 50 lat i starszych.

W translokacji tej segment 3' protoonkogenu ABL na chromosomie 9 jest
zestawiony z segmentem 5' genu BCR na chromosomie 22. Gen fuzyjny
BCR-ABL jest wytworem chromosomu Ph i koduje konstytutywnie synteze
aktywnego biatka kinazy tyrozynowej.

Pekniecia w genie ABL zwykle majg miejsce w pierwszym intronie. Pekniecia
w genie BCR zwykle majg miejsce w jednym z nastepujacych 3 regionow:
rejon 5,8 kpz (kilo par zasad) obejmujgcy eksony 12—-16 jest zwany gtdbwnym
regionem klasterowym peknie¢ (ang. major breakpoint cluster region; Mbcr),
rejon 55 kpz w pierwszym intronie jest zwany mniejszym regionem
klasterowym peknie¢ (ang. minor breakpoint cluster region; mbcr) oraz rejon
zwany mikro regionem klasterowym peknie¢ (ang. micro breakpoint cluster
region; u-bcr).

Pekniecia powstajgce w rejonie mbcr join przytaczajg sie do eksonu 1 (el)
poprzez drugi ekson genu ABL (a2) skutkujgc mniejszym transktyptem
fuzyjnym ela2, kodujgcym chimeryczne biatko 190 kDa (p190) (Rysunek 1).
Biatko p190 BCR-ABL jest obserwowane tylko w ALL Ph+, podczas gdy biatko
p210 BCR-ABL wystepuje u 20-40% pacjentéw z ALL Ph+ i prawie wszystkich
pacjentow z chroniczng leukemig mieloidalng Ph+ (ang. chronic myelogenous
leukemia; CML).

Wszystkie formy biatek fuzyjnych BCR-ABL majg zwiekszong i rozregulowang
aktywnosc kinazy tyrozynowej i wykazano, ze forma p190 ma wiekszy
potencjat transformacyjny niz forma p210. Ponadto to chimeryczne biatko
zdaje sie reozregulowywac¢ normalne cytokino-zalezne szlaki sygnalizacyjne,
co prowadzi do inhibicji apoptozy lub wzrostu niezaleznego od czynnika
wzrostu.
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Rysunek 1. Schematyczny diagram transkryptu genu fuzyjnego BCR-ABL wraz z
zestawem starterow i sondy qPCR: ENF402-ENP541-ENR561. Numery pod starterami i
sondg odnoszg sie do odpowiednich pozycji nukleotydowych w niezmienionym transkrypcie.

Terapia pacjentow ALL Ph+ zostata zoptymalizowana poprzez wprowadzenie
inhibitorow kinazy tyrozynowej, co znaczgco przedtuzyto czas przezycia tych
pacjentow (publikacja przeglgdowa — pozycja 1 Literatury). Pacjenci ci
wymagajg monitorowania choroby resztkowej (MRD). Obecna metodologia
oceny poziomu MRD wymaga uzycia technologii ilosciowej reakacji PCR w
czasie rzeczywistym (qPCR), gdzie ilos¢ transkryptéw BCR-ABL jest
porownywana do ilosci transkryptéw genu kontrolnego. Dziatanie zestawu
ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kit jest oparte na tej technologii.

Zasada procedury

llosciowy PCR pozwala na doktadng ocene ilosciowg produktow podczas fazy
wyktadniczej amlifikacji 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 gtéwne rodzaje technik gPCR: analiza qPCR z
uzyciem barwnika SYBR® Green |, analiza gPCR z uzyciem sond
hydrolizujgcych oraz sond hybrydyzujgcych.

Niniejszy zestaw wykorzystuje technologie qPCR opartg na hydrolizie
oligonukleotydow znakowanych dwoma barwnikami. Podczas PCR startery
przedni (forward) oraz wsteczny (reverse) hybrydyzujg do specyficznej
sekwencji. Podwojnie wybarwiony oligonukleotyd jest zawarty w tej samej
mieszaninie. Ta 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' plimerazy DNA Thermus aquaticus (Taq). Gdy sonda jest cata, bliskos¢
barwnikéw reporterowego i wygaszajgcego powoduje supresje fluorescencji
reporterowej, gtdbwnie za sprawg transferu energii typu Forstera.
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Podczas PCR, gdy sekwencja docelowa jest obecna, sonda wigze sie z nig
specyficznie pomiedzy starterem przednim a wstecznym. Aktywnosc¢
egzonukleazy 5'®3' polimerazy DNA tnie sonde pomiedzy barwnikami
reporterowym a wygaszajgcym tylko po jej przytgcznieu 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 2). 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 sondg, a co za tym idzie jest amplifikowany
podczas PCR. W zwigzku z tymi uwarunkowaniami, amplifikacja
niespecyficzna nie jest wykrywana. W efekcie, przyrost fluorescenc;ji jest
wprost proporcjonalny do amplifikacji produktu docelowego w PCR.
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Rysunek 2. Zasada reakcji. RNA catkowite jest poddawane odwrotnej transkrypcji i generowane
cDNA amplifikowane w reakcji PCR z uzyciem pary specyficznych starteréw oraz specyficzne;j
wewnetrznej podwojnie 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 konca 5' sondy, ktéra jest nastepnie degradowana wskutek
aktywnosci egzonukleazowej 5'®3' PolimerazyTag. Degradacja ta jest kontynuowana do momentu
catkowitego usuniecia sondy z amplikonu. Proces ten uwalnia fluorofor (reporter) oraz wygaszacz do
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roztworu, co prowadzi do ich fizycznej separacji (oddalenia), co skutkuje wzrostem fluorescenciji z
barwnika FAM i ostabieniem fluorescencji z barwnika TAMRA.

Materialy dostarczone

Zawartosc¢ zestawu

Zestaw ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kit (24)
Numer kat. 670023
llos¢ reakcji 24
ABL Control Gene Standard Dilution® C1-ABL 50 ul
(103 kopii/5 pl)

ABL Control Gene Standard Dilution C2-ABL 50 pl
(10* kopii/5 pl)

ABL Control Gene Standard Dilution C3-ABL 50 ul

(10° kopii/5 pl)
BCR-ABL mbcr Fusion Gene Standard Dilution¥ F1-BCR-ABL

(10" kopii/5 i) ela2mber 2O M
BCR-ABL mbcr Fusion Gene Standard Dilution F2-BCR-ABL 50 ul
(102 kopii/5 pl) ela2 mber H

BCR-ABL mbcr Fusion Gene Standard Dilution F3-BCR-ABL 50 ul
(103 kopii/5 pl) ela2 mber H

BCR-ABL mbcr Fusion Gene Standard Dilution F4-BCR-ABL 50 ul
(10° kopii/5 ) ela2 mber H

BCR-ABL mbcr Fusion Gene Standard Dilution F5-BCR-ABL 50 ul
(106 kopii/5 ) ela2 mber H

Primers and Probe Mix ABL* PPC-ABL 25x 90 ul
Primers and Probe Mix BCR-ABL mbcr Fusion PPF-mbcr 110 pl
Gene' 25x

Instrukcja zestawu ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kit  anglojezyczna 1

8 Rozcienczenie standardéw genu kontrolnego ABL
* Rozcienczenie standardoéw genu fuzyjnego BCR-ABL mbcr

* Mieszanina specyficznych starteréw przednich i wstecznych dla genu kontrolnego ABL
wraz ze specyficzng sondg FAM-TAMRA.

T Mieszanina specyficznych starteréw przednich i wstecznych dla genu fuzyjnego BCR-ABL
mbcr wraz ze specyficzng sondg FAM-TAMRA.

Uwaga: Krotko zwiruj standardy oraz mieszanin starteréw i sond przed uzyciem.
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Materialy wymagane, ale nie dostarczone

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;
SDS), dostepnymi u producentow lub dostawcow produktow.

Odczynniki
¢ Woda do PCR wolna od nukleaz

€ Odczynniki do odwrotnej transkrypciji: Zwalidowanym odczynnikiem jest
odwrotna transkryptaza Superscript® Il (lub Superscript), 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 (dNTPs) do PCR
Startery do odwrotnej transkrypcji typu ‘random hexamer’
MgClz

Polimeraza DNA Taq wraz z buforem: Zwalidowanymi odczynnikami sg
TagMan® Universal PCR Master Mix (mieszanina PCR 2x) (Life
Technologies, nr kat. 4304437) oraz LightCycler TagMan Master
(mieszanina PCR 5x) (Roche, nr kat. 04535286001)

&

& 6 6 6

Materiaty zuzywalne

€ Sterylne wolne od nukleaz koncéwki do pipet (do PCR, z filtrami)
¢ Probowki PCR 0,5 ml lub 0,2 ml wolne od nukleaz

¢ Lod

Sprzet
¢ Pipeta mikrolitrowa* dedykowana do PCR (1-10 pl; 10-100 pl; 200—-1000 pl)

¢  Wirdéwka stotowa* z rotorem na probowki 0,2 ml/0,5 ml (zdolna do
osiggania 10.000 rpm)

€ Termocykler do PCR w czasie rzeczywistym:* Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM lub inny aparat Rotor-Gene; LightCycler 1.2, 2.0, lub 480; ABI
PRISM 7000, 7700, lub 7900HT SDS; lub SmartCycler; wraz z
dedykowanymi materiatami

¢ Termocykler* lub faznia wodna* (do odwrotnej transkrypciji)

* Upewnij sie, Ze urzadzenia zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z zaleceniami
producentow.
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Odczynniki uzupetniajace

€ ipsogen BCR-ABL1 mbcr Controls Kit (zestaw kontroli; nr kat. 670091),
sktadajgcy sie linii komérkowych z negatywng, niskg i wysokg ekspresja
genu fuzyjnego BCR-ABL mbcr do walidacji jakosciowej izolacji RNA i
odwrotnej transkrypciji.

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 poszczegolnych komponentéw zestawdéw QIAGEN.

Usuwaj odpady probek i analiz zgodnie z lokalnymi przepisami.

Uwagi ogoélne

Testy gPCR wymagajg dobrej praktyki laboratoryjnej, w tym konserwacji
sprzetu, dotyczgcej procedur biologii molekularnej i zgodnej z odpowiednimi
przepisami i standardami.

Ten zestaw jest przeznaczony do uzytku diagnostycznego in vitro. Odczynniki
I instrukcje dostarczone z tym zestawem zostaty zwalidowane dla zapewnienia
optymalnej wydajnosci. Rozcienczanie odczynnikdw wieksze od zalecanego
lub zmiana czaséw i temperatur inkubacji moze skutkowaé btednymi lub
niewaznymi wynikami. Odczynniki PPC i PPF (mieszaniny starterow i sond)
mogg ulec uszkodzeniu pod wptywem swiatta. Kompozycja wszystkich
odczynnikow jest dostosowana specyficznie do tego testu i dla zapewnienia
optymalnej wydajnosci testu komponenty te nie powinny byé zastepowane
innymi.

Ocena poziomu transkryptéw z uzyciem qPCR wymaga zaréwno odwrotne;j
transkrypcji mRNA, jak i amplifikacji wygenerowanego cDNA przy pomocy
PCR. Co za tym idzie, cata procedura musi by¢ wykonywana w srodowisku
wolnym od RNaz i DNaz.

Dot6z wszelkich staran aby zapobiegac:

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

¢ Kontaminaciji krzyzowaej mRNA lub podczas PCR, co mogtoby
spowodowac wyniki fatszywie pozytywne

W zwigzku z tym zalecamy jak nastepuije.

¢ Uzywaj sprzetu i materiatdw wolnych od nukleaz (np. pipety, koncowki,
proboweki)
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¢ Uzywaj swiezych koncowek do pipet z filtrami do wszystkich etapdw
pipetowania celem unikniecia zanieczyszczen krzyzowych odczynnikow i
probek.

¢ Przygotowuj mieszaniny pre-PCR z uzyciem dedykowanych akcesoriow
(pipety, kohcowki 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, koncowki etc.).

¢ Uzywaj rozcienczen standardéw (C1-3 i F1-5) w osobnym
pomieszczeniu.

Przechowywanie i obchodzenie sie z odczynnikami

Zestawy sa transportowane w suchym lodzie i po dostarczeniu muszg by¢
przechowywane w —30°C do —15°C.

€ Zminimalizuj dostep swiatta do mieszanin starterow i sond (probéwki PPC
I PPF).

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

Wymienione warunki przechowywania dotyczg zaréwno 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 wskazujacych na brak stabilnosci
tego produktu, jednkaze kontrole pozytywne i negatywne powinny by¢
analizowane razem z prébkami 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 jakosci poczatkowej RNA, a co za tym idzie, przed
przystgpieniem do analizy, zalecamy ocene jakosci oczyszczonego RNA przy
pomocy elektroforezy agarozowej* lub aparatu Agilent® Bioanalyzer®.

Protokét: Wystandaryzowana odwrotna transkrypcja
rekomendowana przez EAC

EAC (ang. Europe Against Cancer)

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

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

Procedura

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

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

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

4. Przygotuj nastepujacg mieszanine do odwrotnej transkrypcji (RT mix)
odpowiednio do ilosci analizowanych prébek (Tabela 1).

* Podczas pracy z chemikaliami zawsze no$ odpowiednig odziez ochronng, takg jak okulary,
fartuch i rekawiczki jednorazowe.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tabela 1. Przygotowanie mieszaniny RT (do odwrotnej transkrypcji)

Objetos¢ na Stezenie
Sktadowa prébke (ul) koncowe
First-Strand Buffer (dostarczony z 40 1x
Superscript Il Reverse Transcriptase), 5x ’
MgCl. (50 mM) 2,0 5 mM
dNTPs (nukleotydy; kazdy 10 mM,
do wczesniejszego przygotowania, 2,0 1 mM
rozporcjowania i przechowywania w —20°C)
DTT (100 mM, dostarczony z Superscript 20 10 mM
Il Reverse Transcriptase) '
RNase inhibitor (inhibitor RNaz; 40 U/ul) 0,5 1 U/l
Random hexamer (startery do odwrotnej
transkrypcji; 100 puM) A0 23 [
Superscript Il lub Superscript Reverse 05 5 U/ul
Transcriptase (odwr. transkryptaza; 200 U/ul) ' H
Podgrzana prébka RNA
(do dodania w kroku 5) L=l S g
Woda do PCR wolna od nukleaz 00-30 B
(do dodania w kroku 5) ’ ’
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 jesli potrzeba dopetnij woda wolng od
nukleaz do objetosci 20 pul (patrz Table 2).

Tabela 2. Przygotowywanie reakcji odwrotnej transkrypcji

Sktadowa Objetos¢ (ul)
Mieszanina RT 16
Podgrzana prébka RNA (1 pg) 1-4
Woda 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, a nastepnie
natychmiast w 99°C przez 3 minuty.

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

10. Krotko zwiruj (okoto 10 sekund, 10.000 rpm, celem zebrania ptynu na
dnie probéwki) i umiesé na lodzie.

11. Rozciencz koncowe cDNA dodajac 30 pl wody do PCR wolnej od
nukleaz, tak aby objetosé koncowa wyniosta 50 pl.

12. Przeprowadz PCR zgodnie z nastepujgcymi protokotami i zgodnie z
wymaganiami Twojego aparatu qPCR.
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Protokot: gPCR na aparatach Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM lub Rotor-Gene Q 5plex HRM z rotorem na 72
probowki

Uzywajgc tego aparatu zalecamy wykonanie wszystkich pomiarow w
duplikatach, jak pokazano w Tabeli 3.

Tabela 3. llos¢ reakcji dla aparatow Rotor-Gene Q z rotorem
72-probowkowym

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

n probek cDNA n x 2 reakcje

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

ABL standard
Kontrola z wodg 2 reakcje

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

2 x 5 reakacji (5 rozcienczen,

mbcr standard kazde w duplikacie)

Kontrola z wodg 2 reakcje

Analiza probek na aparatach Rotor-Gene Q z rotorem 72-probdwkowym

Celem optymalizacji zuzycia standardéw oraz mieszanin starterow i sond,
zalecamy testowanie przynajmniej 8 probek cDNA w tym samym
eksperymencie.
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Rysunek 3. Sugerowane rozmieszczenie prébek na rotorze dla kazdego eksperymentu
z uzyciem zestawu ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kit. F1-5: standardy BCR-ABL mbcr; C1-3:
standardy ABL; S: probka cDNA; H-O: kontrola z woda.

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

Puste miejsca wypetnij pustymi probéwkami.

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

Procedura

1. Rozmroz wszystkie wymagane odczynniki i umies¢é w lodzie.

2. Przygotuj nastepujaca mieszanine gPCR odpowiednio do ilosci
analizowanych proébek.

Podane stezenia dotyczg koncowej objetosci reakciji.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tabela 4 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 starterow i sond
(PPC-ABL lub PPF-mbcr). Dodatkowe objeto$ci kompensujace btedy
pipetowania zostaty uwzglednione.

Tabela 4. Przygotowanie mieszaniny (pre-mix) gPCR

BCR-ABL

lreakcja ABL:24+1 mbcr: 28+1 Stezenie
Skiadowa (uh) reakcje (ul) reakcje (ul) koncowe
TagMan
Universal PCR 12,5 3125 362,5 1x
Master Mix, 2x
Mieszanina
starterow i 1 25 29 1x
sond, 25x
Woda do PCR
wolna od 6,5 162,5 188,5 —
nukleaz
Prébka (do
dodania w 5 5 kazda 5 kazda —
kroku 4)
Objetosc 25 25kazda 25 kazda _
kohcowa

3. Rozdozuj po 20 pl mieszaniny (pre-mix) gPCR do probowek.

4. Dodaj 5 pl produktu RT (cDNA, ekwiwalent 100 ng RNA) otrzymanego
podczas odwrotnej transkrypcji (patrz ‘Protokét: Wystandaryzowana
odwrotna transkrypcja rekomendowana przez EAC', strona 11) do
odpowiedniej probowki (objetosé catkowita 25 pl).

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 5.

o
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Tabela 5. Profil temperaturowy

Typ analizy Quantitation
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 w pojedynczym
kanale zielonym (channel Green: Single)

8. Dla aparatow Rotor-Gene Q przy analizie danych wybierz opcje
‘Slope Correct’. Zalecamy ustawienie progu odciecia (threshold) na
0,03. Rozpocznij program zgodny z wytycznymi w Tabeli 5.
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Protokét: gPCR na aparatach ABI PRISM 7000, 7700 i
7900HT SDS oraz LightCycler 480

Uzywajgc sprzetu gPCR o formacie 96-dotkowym, zalecamy wykonanie
wszystkich pomiarow w duplikatach, jak pokazano w Tabeli 6.

Tabela 6. llos¢é reakcji z uzyciem sprzetu qPCR o formacie 96-dotkowym

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

n probek cDNA n x 2 reakcje

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

Standard ABL
Kontrola z wodg 2 reakcje

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

2 x 5 reakacji (5 rozcienczen,

Standard mber kazde w duplikacie)

Kontrola z wodg 2 reakcje

Analiza probek na aparatach ABI PRISM 7000, 7700 i 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 4 przedstawia przyktad
takiego eksperymentu.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Rysunek 4. Sugerowany uktad ptytki dla jednego eksperymentu. S: prébka cDNA; F1-5:
standardy BCR-ABL mbcr; C1-3: standardy ABL; H-O: kontrola z woda.

gPCR na aparatach ABI PRISM 7000, 7700 i 7900 SDS oraz LightCycler
480

Uwaga: Wykonuj wszystkie kroki na lodzie.

Procedura

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

2. Przygotuj nastepujgca mieszanine qPCR zgodnie z iloscia
analizowanych probek. W przypadku uzywania sprzetu qPCR o
formacie 96-dotkowym, zalecamy wykonanie wszystkich pomiaréw w
duplikatach.

Podane stezenia dotyczg koncowej objetosci reakc;ji.

Tabela 7 opisuje schemat pipetowania przy przygotowaniu jedne;j
mieszaniny odczynnikowej obliczonej do otrzymania koncowej objetosci
reakcji 25 ul. 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 7. Przygotowanie mieszaniny (pre-mix) gPCR

BCR-ABL

1reakcja  ABL: 24+1 mbcr: 28+1  Stezenie
Skladowa (uh) reakcje (ul) reakcje (u) koncowe
TagMan
Universal PCR 12,5 312,5 362,5 1x
Master Mix, 2x
Mieszanina
starterow i sond, 1 25 29 1x
25X
Woda do PCR
wolna od 6,5 162,5 188,5 —
nukleaz
Prébka (do . .
dodania w kroku 4) 5 5 kazda 5 kazda -
Objetosc 25 25kazda 25 kazda _
kohcowa

3. Rozdozuj po 20 pl mieszaniny (pre-mix) gPCR do probowek.

4. Dodaj 5 pl produktu RT (cDNA, ekwiwalent 100 ng RNA) otrzymanego
podczas odwrotnej transkrypcji (patrz ‘Protokét: Wystandaryzowana
odwrotna transkrypcja rekomendowana przez EAC', strona 11) do
odpowiedniej probowki (objetosé catkowita 25 pl).

5. Wymieszaj delikatnie przez pipetowanie.

Zaklej ptytke i zwiruj krétko (300 x g, okoto 10 sekund).

7. Umiesé ptytke w termocyklerze zgodnie z zaleceniami producenta.
Zaprogramuj termocykler zgodnie z programem przedstawionym w
Tabeli 8 dla aparatow ABI PRISM 7000, 7700 i 7900HT SDS lub
Tabeli 9 dla aparatu LightCycler 480.

»
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Tabela 8. Profil temperaturowy dla ABI PRISM 7000, 7700 i 7900HT SDS

Typ analizy Standard Curve — Absolute Quantitation
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;
wygaszacz: TAMRA

Tabela 9. 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 odpowiadajacej
(483-533 nm) dla LC wersja 01 oraz (465-510
nm) dla LC wersja 02

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

8a. ABI PRISM 7000, 7700 i 7900HT SDS: Zalecamy ustawienie progu
odciecia (threshold) na 0,1 jak opsano w protokole EAC w etapie
analizy dla ABI PRISM SDS i ustawienie lini bazowej pomiedzy
cyklem 3 a 15. Rozpocznij program zgodny z wytycznymi w Tabeli 8.
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8b. LightCycler 480: Zalecamy uzycie opcji ‘Fit point analysis’ z
poziomem tta 2,0 i progiem odciecia (thershold) 2,0. Rozpocznij
program zgodny z wytycznymi w Tabeli 9.
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Protokét: qPCR na aparatach LightCycler 1.2 oraz 2.0

Uzywajgc aparatow kapilarnych, zalecamy wykonanie pomiaréw probek w
duplikatach, natomiast kontroli pojedynczo, jak pokazano w Tabeli 10.

Tabela 10. 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 jeden raz)

ABL standard
Kontrola z wodg 1 reakcja

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

1 x 5 reakacji (5 rozcienczen,

mbcr standard kazde testowane jeden raz)

Kontrola z wodg 1 reakcja

Analiza probek na aparatach LightCycler 1.2 oraz 2.0

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

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Rysunek 5. Sugerowany uklad rotora dla jednego eksperymentu z uzyciem zestawu
ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kit. F1-5: BCR-ABL standardy mbcr; C1-3: standardy ABL;
S: nieznana prébka DNA do analizy; H>O: kontrola z wodg.

gPCR na aparatach LightCycler 1.2 oraz 2.0

Uwaga: Z uwagi na pewne wymogi technologiczne, eksperymenty na
aparatach LightCycler muszg by¢ przeprowadzane z uzyciem specyficznych
odczynnikow. Zalecamy uzywanie mieszaniny ‘LightCycler TagMan Master’ i
stosowanie sie do zaleceh producenta celem przygotowania 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 zgodnie z iloScia
analizowanych prébek.

Podane stezenia dotyczg koncowej objetosci reakc;ji.

Tabela 11 opisuje schemat pipetowania przy przygotowaniu jednej
mieszaniny odczynnikowej obliczonej do otrzymania korncowej objetosci
reakcji 20 ul. Mieszanina wstepna (pre-mix) moze zostac¢ przygotowana,
zgodnie z iloscig reakciji, 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 11. Przygotowanie mieszaniny (pre-mix) gPCR

BCR-ABL

1reakcja  ABL: 14+1 mbcr: 16+1  Stezenie
Skladowa (uh) reakcje (ul) reakcje (u) koncowe
Swiezo
przygotowana
mieszanina
LightCycler 40 60 68,0 1x
TagMan Master
Mix, 5x
!\/Ileszan,lna sond 08 12 13.6 1x
| starterow, 25x
Woda do PCR
wolna od 10,2 153 173,4 —
nukleaz
Probka (do . .
T ) 5,0 5 kazda 5,0 kazda -
Objetosc 20,0 20kazda 20,0 kazda _
catkowita

3. Rozdozuj po 15 pl 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: Wystandaryzowana
odwrotna transkrypcja rekomendowana przez EAC’, strona 11) do
odpowiedniej probéwki (objetosé catkowita 25 pl).

5. Wymieszaj delikatnie przez pipetowanie.

6. Umiesé¢ kapilary w adapterach dostarczonych z zwiruj krétko (700 x g,
okoto 10 sekund).

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

8. Zaprogramuj aparat LightCycler 1.2 lub 2.0 zgodnie z programem
przedstawionym w Tabeli 12.
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Tabela 12. Profil temperaturowy

Typ analizy Quantification

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

Cykle 50 razy

95°C przez 10 sek; ramp: 20

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

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

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

9a. LightCycler 1.2: Rekomendowanym typem analizy jest F1/F2 oraz ‘2"
derivative analysis’ (analiza drugiej pochodnej). Rozpocznij program
zgodny z wytycznymi w Tabeli 12.

9b. LightCycler 2.0: Celem uzyskania powtarzalnych wynikow zalecamy
stosowanie analizy automatycznej - Automated (F’max) z
oprogramowaniem LightCycler 2.0 Software wersja 4.0. Rozpocznij
program zgodny z wytycznymi w Tabeli 12.
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Protokét: qPCR na aparacie SmartCycler

Uzywajgc tego aparatu, zalecamy wykonanie pomiaréw probek w duplikatach,
natomiast kontroli pojedynczo, jak pokazano w Tabeli 13.

Tabela 13. llos¢é 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,
kazde testowane jeden raz)

ABL standard
Kontrola z wodg 1 reakcja

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

1 x 5 reakacji (5 rozcienczen,

mbcr standard kazde testowane jeden raz)

Kontrola z wodg 1 reakcja

Analiza probek na aparacie SmartCycler

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

@oeee Wszystkie analizy w pierwszym
bloku sg wykonywane z
CEEEREO0) e
°°°°e®°° Wszystkie analizy w drugim
bloku sg wykonywane z
0000008

Rysunek 6. Sugerowany uktad ptytek dla jednego eksperymentu. S: probka cDNA;
F1-5: standardy BCR-ABL mbcr; C1-3: standardy ABL; H>O: kontrola z woda.
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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 nastepujgca mieszanine qPCR zgodnie z iloScia
analizowanych probek.

Podane stezenia dotyczg koncowej objetosci reakc;ji.

Tabela 14 opisuje schemat pipetowania przy przygotowaniu jednej
mieszaniny odczynnikowej obliczonej do otrzymania korncowej 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 objeto$ci kompensujgce btedy
pipetowania zostaty uwzglednione.

Tabela 14. Przygotowanie mieszaniny (pre-mix) qPCR

BCR-ABL

1 reakcja ABL: 14+1 mbcr: 16+1 Stezenie
Sktadowa (ul) reakcje (ul) reakcje (pl) koncowe
TagMan
Universal
PCR Master 12,5 187,5 2125 1x
Mix, 2x
Mieszanina
SO C 1 15 17 1x
starteréow,
25X
Woda do
PCR wolna 6,5 97,5 110,5 —
od nukleaz
Probka (do
dodania w 5 5 kazda 5 kazda —
kroku 4)
Objetosc 25 o5kazda 25 kazda _
catkowita

3. Rozdozuj po 20 pl mieszaniny (pre-mix) qPCR do dotkéw.
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4. Dodaj po 5 pl produktu RT (cDNA, ekwiwalent 100 ng RNA)
otrzymanego podczas odwrotnej transkrypcji (patrz ‘Protokét:
Wystandaryzowana odwrotna transkrypcja rekomendowana przez
EAC’, strona 11) do odpowiednich dotkéw (objetos¢ catkowita 25 pl).

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

7. Zaprogramuj aparat SmartCycler zgodnie z programem
przedstawionym w Tabeli 15.

o

Tabela 15. Profil temperaturowy

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 minute z odczytem danych
(acquisition) fluorescencji: Single

8. Rekomendujemy ustawienie progu odciecia (thershold) na 30.
Rozpocznij program zgodny z wytycznymi w Tabeli 15.
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Interpretacja wynikow

Zasada analizy danych

Uzywajagc technologii TagMan, ilos¢ cykli PCR potrzebnych do wykrycia
sygnatu powyzej progu odciecia jest nazywana cyklem progu odciecia (ang.
threshold cycle: Cr) i jest wprost proporcjonalna do ilosci matrycy obecnej na
poczatku reakcji.

Uzywajgc standardéw 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 dla CG (ang. control gene; gen kontrolny) oraz 5 dla
FG (ang. fusion gene; gen fuzyjny). Rysunki 7 i 8 pokazujg przyktadowg
amplifikacje z TagMan i uzyciem zestawu ipsogen BCR-ABL mbcr Kit.

Amolitication Curves -
B ABL1O? P > oy
M ABL 104 <
m ABL 105
'i.‘ -’lrlal
" ey <~ R
\:\:r"'y —-_-"‘-‘.w
¥ ‘cm. '

Rysunek 7. Detekcja standardéw ABL (C1, C2, C3). 103, 10*i 10° kopii/5 pl.
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Rysunek 8. Detekcja standardéw BCR-ABL (F1-F5). 10%, 102, 102, 10°, 10° kopii/5 pl.
Wyniki

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

Dla kazdego genu (ABL oraz BCR-ABL), surowe wartosci Cr otrzymane z
rozcienczen standardow plazmidowych sg naniesione na wykres zgodnie z
iloscig kopii w skali logarytmicznej (3, 4i5dlaC1,C2iC3; 1, 2,3,5i6dlaF1,
F2, F3, F4 1 F5). Rysunek 9 przedstawia przyktad teoretycznej krzywej
obliczonej na podstawie 5 rozcienczen standardow.
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Rysunek 9. Teoretyczna krzywa obliczona na podstawie 5 rozcieinczen standardéw.
Regresja liniowa krzywej (y = ax + b) jest obliczona dla kazdego genu (ABL oraz BCR-ABL),
gdzie ‘a’ jest nachyleniem krzywej, ‘b’ jest punktem przeciecia krzywej z osig Y. Wz06r 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 wartos¢ Rz? jest >0.95 (2). Niemniej jednak, dla precyzyjnych wyliczen,
pozgdana jest wartos¢ R2 >0,98 (3).

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

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

Réwnanie krzywej standardowej dla BCR-ABL powinno by¢ uzywane do
zamiany surowych wartosci Cr (otrzymanych z PPF-mbcr) dla probek
nieznanych, na liczbe kopii BCR-ABL (BCR-ABL mbcr cn).

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

NCN = x 100
ABLcn

Wartos¢ MRD

Warto$¢ dla choroby resztkowej (MRD) jest stosunkiem pomiedzy ekspresja
FG (gen fuzyjny) znormalizowang wzgledem CG (gen kontrolny)
(FGen/CGen)rup oraz probkami badanymi (FGen/CGen)ox.

(FGen/CGen)rup

Wartos¢ MRD (MRDv) =
(FGcn/CGen)px
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Czulosc¢

Czuto$¢ (SENSV) jest obliczana zgodnie ze wzgledng ekspersjg FG przy
diagnozie (FGcn/CGen)ox oraz ekspresjg CG (CGen,rur) W probce.

CGcen,px
CGen,rup X FGen,px

Czutosc¢ (SENSv) =

Kontrola jakosci dla wartosci ABL

Niska jakos¢ RNA lub problemy podczas qPCR prowadzg do niskiego ABLcn.
Zaleca sie odrzucenie wynikow z prébek dajgcych ABLcn <1318 (nizsza
wartos¢ 95% Cl z probek pacjentéw w badaniach EAC, referencja 4).

Odtwarzalnos¢ pomiedzy replikatami

Zmiennos¢ wartosci Ct pomiedzy replikatami powinna by¢ <2, co korsponduje
do 4-krotnej zmiany liczby kopii.

Zmiennos¢ wartosci Cr pomiedzy replikatami jest zasadniczo <1,5 jesli Srednia
wartos¢ Cr replikatéw <36 (2).

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

Kontrole z woda
Kontrole negatywne powinny dawac zerowg wartosc dla CN.

Pozytywny wynik dla kontroli z wodg jest wynikiem zanieczyszczenia
krzyzowego. Celem rozwigzania problemu patrz ‘Rozwigzywanie problemow’
ponize;.

Rozwigzywanie problemoéw

Niniejszy poradnik rozwigzywania probleméw moze by¢ pomocny w przypadku
pojawienia sie trudnosci i kwestii niejasnych. 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 zaréwno tresci niniejszej instrukcji, jak i innych problemow
zwigzanych z rozwigzaniami QIAGEN — od probki do wyniku. (informacje
kontaktowe patrz ‘Informacje kontaktowe’, strona 44).
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Komentarze i sugestie

Wyniki negatywne dla genu kontrolnego (ABL) oraz BCR-ABL mbcr we
wszystkich prébkach (gdy wyniki dla standardéw sg dobre)

a) Niska jako$¢ RNA Zawsze przed rozpoczeciem sprawdzaj jakosc i
stezenie RNA.

Uwzglednij kontrole pozytywng RNA linii
komorkowej (‘High positive control’ z zestawu
ipsogen BCR-ABL1 mbcr Controls Kit, nr kat.

670091).
b) Nieudana odwrotna Zawsze przed rozpoczeciem sprawdzaj jakosc i
transkrypcja stezenie RNA.

Uwzglednij kontrole pozytywng RNA linii
komoérkowej (ipsogen BCR-ABL1 mbcr Controls
Kit, nr kat. 670091).

Wyniki negatywne dla genu kontrolnego (ABL) dla probek

a) Niska jakos¢ RNA Zawsze przed rozpoczeciem sprawdzaj jakosc i
stezenie RNA.

Uwzglednij kontrole pozytywng RNA linii
komoérkowej (ipsogen BCR-ABL1 mbcr Controls
Kit, nr kat. 670091).

b) Nieudana odwrotna Zawsze przed rozpoczeciem sprawdzaj jakosc i
transkrypcja stezenie RNA.
Uwzglednij kontrole pozytywng RNA linii
komoérkowej (ipsogen BCR-ABL1 mbcr Controls
Kit, nr kat. 670091).

Brak sygnatu dla standardu

a) Btad pipetowania Sprawdz prawidtowos¢ pipetowania i
przygotowania reakcji.
Powtérz PCR.
b) Nieprawidtowe Przechowuj zestaw ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kit
przchowywanie w —15 do —30°C i chron mieszaniny starteréw i

komponentow zestawu sond (PPC and PPF) przed Swiattem. Patrz
‘Przechowywanie i obchodzenie sie z
odczynnikami’, strona Fehler! Textmarke nicht
definiert..

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

Kontrole negatywne daja wynik pozytywny

Kontaminacja Wymien wszystkie kluczowe odczynniki.

krzyzowa Powtdrz eksperyment z uzyciem nowych porcji

odczynnikow.

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

Brak sygnatu, rowniez dla standardow

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

Powto6rz PCR.

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

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

d) LightCycler: Nie Sprawdz zaprogramowane cykle.
zaprogramowano

Na koncu kazdego etapu hybrydyzacji programu

odczytu sygnatu (data PCR wybierz opcje odczytu sygnatu ‘single’.

acquisition)

Sygnat dla prébek jest nieobecny lub staby (gdy wyniki dla standardow
sa dobre)

a) Niska jakos¢ RNA Zawsze przed rozpoczeciem sprawdzaj jakosc i
stezenie RNA.

Uwzglednij kontrole pozytywng RNA linii
komorkowej (ipsogen BCR-ABL1 mbcr Controls
Kit, nr kat. 670091).

b) Nieudana odwrotna Zawsze przed rozpoczeciem sprawdzaj jakosc i
transkrypcja stezenie RNA.
Uwzglednij kontrole pozytywng RNA linii
komorkowej (ipsogen BCR-ABL1 mbcr Controls
Kit, nr kat. 670091).
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Komentarze i sugestie

Intensywnos¢ fluorescenciji jest zbyt mata

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

‘Przechowywanie i obchodzenie sie z
odczynnikami’, strona Fehler! Textmarke nicht
definiert..

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¢ fluorescencji

a) Btad pipetowania Zmienno$¢ 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: Btad 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 technologig.

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, ktore 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 odczynnikow. Nie uzywaj odczynnikéw
przeterminowanych.

Uwaga: Niniejszy zestaw zostat zaprojektowany zgodnie z wytycznymi badan
EAC (ang. Europe Against Cancer) (4) i jest zgodny z bierzgcymi zaleceniami
miedzynarodowymi (3, 5). Powinien on by¢ uzywany zgodnie z wytycznymi
ujetymi w ninejszej instrukcji w potgczeniu ze zwalidowanymi odczynnikami i
aparaturg (patrz ‘Materiaty wymagane, ale nie dostarczone’, strona Fehler!
Textmarke nicht definiert.). 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 nie
dostarczone’, strona Fehler! Textmarke nicht definiert.. Testy porownawcze
pozwolity na zwalidowanie jego uzycia dla nastepujgcych aparatow:

ABI PRISM 7000 i 7900HT SDS, LightCycler 1.2 i 480, Rotor-Gene 3000 oraz
SmartCycler (6).

Badania niekliniczne zostaty przeprowadzone celem ustalenia wydajnosci
analitycznej zestawu ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kit. Te laboratoryjne badania
niekliniczne zostaty przeprowadzone na RNA catkowitym z linii komérkowe;j
TOM1 rozcienczonej w statej ilosci koncowej RNA catkowitego linii
komérkowej MV4-11.

Celem oceny powtarzalnosci analiz, 5 réznych stezen RNA catkowitego TOM1
(5 ng, 500 pg, 50 pg, 5 pg i 0,5 pg) rozcienczone w RNA catkowitym MV4-11 w
statej ilosci koncowej 1000 ng zostato przeanalizowanych w 5 powtérzeniach
dla kazdej reakcji i w 4 osobnych reakcjach (Rysunek 10).
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Rysunek 10. Wykresy amplifikacji dla rozcienczen RNA catkowitego TOM1 5 x 1073
(5 ng), 5x 10 (0,5 ng) oraz 5 x 107° (0,05 ng) w negatywnym RNA catkowitym MV4-11.

Dane analityczne

Tabele 16-19 pokazujg wyniki poréwnawcze pomiedzy analizami z
uwzglednieniem Srednich wartosci Cr, odchyleniem standardowym (SD),
iloscig probek (n), wspoétczynnikiem zmiennosci (CV), srednig iloscig kopii
(CN) oraz srednig znormalizowang iloscig kopii (NCN).

Tabela 16. Wyniki poréwnawcze pomiedzy analizami — linie komdrkowe
mbcr oraz ABL
Linia Srednie
komorkowa Rozcienczenie Cr SD n CV (%)
5x 1073 (5 ng/1 p) 29,19 0,26 20 0,88
mbcr 5 x 10~ (0,5 ng/1 pug) 33,70 0,48 20 1,47
5 x 10-° (0,05 ng/1 ug) 37,03 1,16 20 3,15
ABL - 25,01 0,87 100 3,46
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Tabela 17. Wyniki poréwnawcze pomiedzy analizami — plazmidy

Srednie
Gen Plazmid Cr SD n CV (%)
F1 (10! kopii) 35,19 0,90 11 2,57
F2 (102 kopii) 31,87 0,64 12 1,99
mbcr F3 (102 kopii) 28,41 0,71 12 2,50
F4 (10° kopii) 21,48 0,59 12 2,76
F5 (10° kopii) 18,37 0,71 12 3,89
C1 (10° kopii) 29,68 0,85 12 2,86
ABL C2 (10* kopii) 26,01 0,51 12 1,96
C3 (10° kopii) 22,53 042 12 1,86
Tabela 18. Wyniki poréwnawcze pomiedzy analizami — linie komorkowe
BCR-ABL mbcr oraz ABL (Srednia CN)
Linia Srednia cV
komorkowa Rozcienczenie CN SD n (%)
5x 1072 (5 ng/1 pg) 587,30 194,10 20 33,05
SURABL sx10¢(0sngipg) 5784 2038 20 3523
5x 107 (0,05 ng/1 pg) 4,39 2,73 20 62,35
ABL - 22.038,22 9459,17 100 42,92
Tabela 19. Wyniki poréwnawcze pomiedzy analizami — linia komérkowa
BCR-ABL mbcr (Srednia NCN)
Linia Srednia CV
komorkowa Rozcienczenie NCN* SD n (%)

5x102(5ng/lpg) 267,46 9322 20 34,85

SURASL sx104(0sngaipg) 2354 736 20 3128
5 x 107 (0,05 ng/1 pg) 2,60 2,80 20 107,66
* Tylko dla tych wynikdw NCN jest podane jako BCR-ABL mbe oy x 10.000.

ABLcn
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Badania kliniczne

Ocena wydajnosci zostata wykonana na aparacie ABI PRISM 7700 SDS w
potgczeniu z odczynnikami wymienionymi w ‘Materiaty wymagane, ale nie
dostarczone’, strona Fehler! Textmarke nicht definiert.. Testy porownawcze
pozwolity na zwalidowanie jego uzycia dla nastepujgcych aparatow:

ABI PRISM 7000 i 7900HT SDS, LightCycler 1.2 i 480, Rotor-Gene 3000 oraz
SmartCycler (6).

Grupa 26 wspoétpracujgcych laboratoriow z 10 krajéw europejskich nalezgcych
do EAC (ang. Europe Against Cancer) uzyta plazmidéw IPSOGEN do
stworzenia wystandaryzowanego protokotu do analizy gPCR gtéwnych gendow
fuzyjnych zwigzanych z biataczkg (ang. major leukemia-associated fusion
genes) w srodowisku klinicznym. Transkrypt BCR-ABL p190 byt jednym z
genow fuzyjnych (FG) zawartych w badaniach. Prezentujemy tutaj
podsumowanie tych badan walidacyjnych; petne wyniki zostaty opublikowane
w roku 2003 (4, 7).

Odtwarzalnos¢ miedzylaboratoryjna dla standardéw plazmidowych CG i FG

Jedenascie laboratoriéw brato udziat w miedzylaboratoryjnych badaniach
odtwarzalnosci celem oceny zmiennosci pomiarow dla rozcienczen
standardow plazmidowych CG i FG. Rozcienczenia byty wykonane w
duplikatach w kazdym z laboratoriéw. Tabela 20 pokazuje $rednie wartosci Cr,
odchylenie standardowe oraz CV (%) dla kazdego z rozcienczen.

Tabela 20. Odtwarzalnos¢ miedzylaboratoryjna dla standardow
plazmidowych CG i FG

Srednie

Gen Rozcienczenie Cr CrSD CV (%)
Cl 29,04 0,53 1,82

Gen kontrolny (CG) co o5 64 0.47 184

ABL 1 1 )
C3 22,10 0,34 1,55
F1 35,99 1,18 3,28
F2 32,05 0,74 2,32

Gen fuzyjny (FG)

BCR-ABL mber F3 28,43 0,65 2,29
F4 21,60 0,59 2,72
F5 18,24 0,46 2,57
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Wartosci ekspresiji dla transkryptu genu fuzyjnego BCR-ABL mbcr

Tabele 21 i 22 pokazujg wartosci ekspresiji dla transkryptu genu fuzyjnego
BCR-ABL mbcr oraz dla genu kontrolnego ABL dla linii komérkowej TOM1,
wszystkich diagnozowanych pacjentéw oraz pacjentow negatywnych.

Tabela 21. Wartosci ekspresji dla transkryptu genu fuzyjnego BCR-ABL
mbcr oraz genu kontrolnego ABL — wartosci C+

Wartosci Cr (zakres 95%)
BCR-ABL mbcr ABL
Linia komorkowa TOM1 22.8 21,8

Probki wszystkich pacjentow

Szpik (n = 17) 24,7 (21,3-27,1) 24,5 (21,7-27,1)
Krew (n = 7) 23,3 (21,7-29,1) 22,5 (21,0-27,0)
Negatywne probki pacjentow

Szpik (n = 26) - 25,35 (24,68-26,02)
Krew (n = 74) - 25,15 (24,83-25,48)

Tabela 22. Wartosci ekspresji dla transkryptu genu fuzyjnego BCR-ABL
mbcr oraz genu kontrolnego ABL - wartosci CN i NCN

Wartosci NCN
Wartosci CN (zakres 95%) (zakres 95%)
CN BCR-ABL
BCR-ABL mbcr ABL mbcr/CN ABL
Probki wszystkich pacjentow
: 3 9550 11,912 0,8
Szpk (N =17)  (1738-97,724)  (5012-70,795) (0,35-1,38)
Krew (n = 7) 91,201 134,896 0,68
- (1905-208,930) (4786-114,815) (0,4-1,82)
Negatywne probki pacjentow
- _ 19,201
Szpik (n = 26) - (12,922-25,480) -
Krew (n = 74) — Aol -

(17,834—24,437)
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Wartosci Ct dla ABL nie roznity sie znaczgco pomiedzy probkami normalnymi i
biataczkowymi ani pomiedzy rodzajami prébek (krew obwodowa lub szpik
kostny) lub pomiedzy ré6znymi prébkami biataczkowymi (ALL, AML, CML).

Czestotliwos¢ wynikéw falszywie pozytywnych i fatszywie negatywnych

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

¢ Kontrole pozytywne: TOML1 to linia komoérkowa cechujgca sie pozytywnym
statusem dla genu fuzyjnego BCR-ABL p190; probki pacjentéw
zbadanych pod kagtem pozytywnosci dla p190

¢ Kontrole negatywne: Negatywne probki RNA, kontrole bez amplifikacji
(ang. no amplification controls; NAC) pochodzgce 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 powtorzeniach.

Probka fatszywie negatywna zostala zdefiniowana jako pozytywna prébka
RNA z mniej niz 50% pozytywnych dotkéw (reakc;ji) (0/2, 0/3 lub 1/3).

Prébka fatszywie pozytywna zostata zdefiniowana jako probka negatywna z
przynajmniej 50% pozytywnych dotkow (reakcji) (1/2, 2/3 lub 3/3).

Tabela 23 przedstawia ilo$¢ i procentowos¢ prébek fatszywie negatywnych
oraz fatszywie pozytywnych.

Tabela 23. Prébki fatszywie negatywne oraz fatlszywie pozytywne

Falszywa negatywnos¢ Falszywa pozytywnosé
103 10 Kontrola negatywna FG NAC/NTC
0% (0/54) 4% (3/75) 4,8% (6/126) 5,8% (7/120)
Literatura

QIAGEN prowadzi duzg i aktualng baze danych publikacji naukowych
zawierajgcych dane dotyczgce produktéw QIAGEN. Zaawansowane opcje
wyszukiwania pozwalajg na znalezienie pozgdanych publikaciji i informacji z
wykorzystaniem stow kluczowych lub przez okreslenie zastosowania, obszaru
badawczego, tytutu etc.

Kompletng liste literatury mozna znalez¢ w bazie danych ‘QIAGEN Reference
Database’ pod adresem www.qgiagen.com/RefDB/search.asp albo kontaktujgc
sie z pomocg techniczng QIAGEN lub lokalnym dystrybutorem.
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Symbole

Nastepujgce symbole moga sie pojawiC na opakowaniach i etykietach:
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N> Zawiera odczynniki wystarczajgce na <N> reakcji

Uzyj do

Do diagnostycznego uzytku medycznego in vitro

Numer katalogowy
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Numer partii (lot)

Numer materiatu

Globalny Numer Jednostki Handlowej
(Global Trade Item Number)

Ograniczenia temperaturowe

Producent

Zapoznaj sie z instrukcjg uzytkowania

=g ¢ 8

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 odwiedz www.giagen.com).

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Informacje dotyczace zamawiania

Produkt Zawartos¢ Nr kat.
ipsogen BCR-ABL1 Na 24 reakcje: ABL Control Gene Standards 670023
mber Kit (24) (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, zo6tty, 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, zoétty, pomaranczowy,
czerwony, karmazynowy) i dodatkowy
kanat HRM, laptop, oprogramowanie,
akcesoria, 1 rok gwarancji na czesci i
serwis, instalacja i szkolenie sg
zawarte

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

ipsogen BCR-ABL1 Linie komoérkowe z negatywng oraz 670091
mbcr Controls Kit wysoko- i nisko-pozytywng ekspresjg
genu fuzyjnego BCR-ABL mbcr

Aktualne informacje na temat licenciji i zastrzezen dotyczgcych konkretnych
produktow mozna uzyskac z podrecznika odpowiedniego zestawu lub z
instrukcji obstugi QIAGEN. Podreczniki zestawow QIAGEN i instrukcje obstugi
sg dostepne na stronie www.qgiagen.com. Mozna je takze zamdéwic w dziale
pomocy technicznej firmy QIAGEN lub u lokalnego dystrybutora.
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Ten produkt jest przeznaczony do diagnostycznego uzytku in vitro. Produkty ipsogen nie mogg by¢ odsprzedawane, modyfikowane do
odsprzedazy ani uzywane celem produkcji artykutéw komercyjnych bez pisemnej zgody QIAGEN.

Informacje zawarte w tym dokumencie moga zosta¢ zmienione bez oprzedzenia. QIAGEN nie ponosi odpowiedzialno$ci za zadne btedy mogace
pojawi¢ sie w tym dokumencie. Ten dokument powinien zawiera¢ 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 sa gwarantowane w zakresie spetniania przez nie okreslonych dla nich parametréw. Jedynym zobowigzaniem QIAGEN oraz
jedyna mozliwoscig zgtaszania reklamaciji przez klienta, w przypadku gdy produkt nie dziata zgodnie z gwarancjg, jest wylacznie 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 nastepujace warunki:

1. Zestaw ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kit moze by¢ uzywany wytacznie zgodnie z wytycznymi zawartymi w instrukcji zestawu ipsogen BCR-ABL1
mber Kit i tylko wraz z komponentami zawartymi w zestawie. Firma QIAGEN nie udziela Zadnej licencji na swojg wtasnos¢ intelektualng w
zakresie uzytkowania lub wtgczania dotgczonych sktadnikéw tego zestawu do innych sktadnikéw 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 gwaranciji, 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 uzywac, regenerowac lub
odsprzedawaé

4. Firma QIAGEN w szczegdlnos$ci odrzuca wszystkie inne licencje, wyrazone lub domniemane, za wyjatkiem licencji wyraznie podanych w
dokumentacji.

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

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

HB-1357-002 © 2013-2015 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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Austria j techservice-at@giagen.com

Belgia j techservice-bnl@giagen.com
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