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Pouziti

Souprava ipsogen PML-RARA bcrl Kit je uréena pro kvantifikaci faznich transkriptd PML-
RARA typu bcerl v kostni dfeni nebo ve vzorcich periferni krve u podskupiny pacientl s akutni
myeloidni leukemii (AML), u nichz byla diagnostikovana M3 cytomorfologie a translokace
t(15;17)(g22;921), se zlomem v PML intronu 6. Ziskané vysledky jsou ur€eny pro
vyhodnoceni a monitoring U¢innosti 1éCby pacientll podstupujicich terapii a pro sledovani
minimalni rezidualni nemoci (MRD).

Shrnuti a vysvétleni

Genové fazni (FG) transkripty PML-RARA, které jsou molekularnim vysledkem translokace
t (15; 17) (922; g21), jsou spojeny s vétSinou akutnich progranulocytickych leukemickych
(APL) pfipadd (> 90%) se zfetelnou podmnozinou AML s M3 cytomorfologii, kter4 odpovida
za 10-15% vSech pfipadl AML. Vyvazena reciprocni translokace t (15; 17), vede k flzi genu
promyelocytarni leukémie (PML) do alfa receptoru retinové kyseliny (RARA), coz vede k
vytvoreni fuzniho proteinu PML-RARA. Chiméricky protein PML-RARA je transkripéni
represor, jehoz exprese je spojena s poruchou myeloidni diferenciace kvdli zvySené afinité
k jadernému represorovému proteinovému komplexu (NcoR), alteraci struktury chromatinu
histonovou deacetylazou (HDAC), a inhibici transkripce. LéEba pomoci all-trans retinové
kyseliny (ATRA), je vysoce ucinna pfi APL a plsobi jako diferencujici €inidlo tim, ze
podporuje uvolfiovani NCoR / HDAC komplexu, ¢imz dojde k obnové normalni transkripce.

Zlomy v RARA se vzdy vyskytuji v intronu 2. V zavislosti na umisténi zliom( v ramci mista
PML, intronu 6, exonu 6 a intronu 3 jsou pFislusné subtypy PML-RARA transkriptd
oznacovany jako dlouhé (L nebo bcr1), variantni (V nebo bcr2), a kratké (S nebo bcr3) (viz
Obrazek 1). Tyto subtypy transkriptt pfedstavuji 55%, 5%, respektive 40% pfipadd.
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Obrazek 1. Schematicky diagram transkriptu PML-RARA FG zahrnujici EAC gPCR primery a
préby. Pro typ berl (L): ENFOO3—-ENP942—-ENR962. Pro typ bcr2 (V): ENFO06—ENP942—-ENR962.
Pro typ bcr3 (S): ENF905-ENP942—-ENR962. Cislo pod primery a prébami odkazuje na jejich
nukleotidovou pozici v normalnim genovém transkriptu. Relativni frekvence odkazuje na rozlozeni
kazdého typu transkriptu FG mezi riznymi variantami PML-RARA.

Kombinovana Ié¢ba chemoterapii zaloZzené na anthracyklinu a ATRA je vysoce ucinnou u
onemocnéni APL poskytujici dlouhotrvajici remisi a pravdépodobné vylé€eni az u 70% nové
diagnostikovanych pacientd. Nicméné, relaps a nizka mira preziti se stale tyka 15-25%
pacientl. Detekce unikatniho fuzniho genu PML-RARA pomoci konvenéni metody
kvalitativni reverzni transkripéni polymerazové reakce (RT-PCR) byla Siroce pouzivana pro
rychlou diagnostiku a predikci odpovédi na terapii. Tato technika méa v8ak fadu nevyhod a

jeji senzitivita je relativné nizka.
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Kvantifikace poc¢tu kopii PML-RARA pomoci kvantitativni real-time PCR (qPCR) pfedstavuje
nékolik vyhod. Jednd se o vysoce citlivou a reprodukovatelnou techniku, ktera také
umoznuje posouzeni kinetiky. Analyza prognostickych hodnot dobfe zavedeného
standardizovaného qPCR protokolu (EAC Program) u pacientt s APL béhem rdznych fazi
|éCby ukazala, Ze tento pfistup je robustni alternativou pro posuzovani MRD, a ze stratifikace
relapsovych rizik mohou byt stanoveny na zakladé normalizovaného poctu kopii PML-
RARA. Pfi post-konsolida¢ni analyze je pozitivni gPCR test silnym prediktorem nasledného
hematologického relapsu. V pribéhu udrZovaci IéEby a po skon&eni 1é¢by je pozitivni gPCR
test spojen s vySSim rizikem relapsu a nizsi dobou preziti. Stratifikace relapsu rizik zaloZzena
na kvantifikaci normalizovaného poctu kopii PML-RARA (NCN) rozdéluje pacienty do 3
skupin: na ty s vysokym rizikem relapsu, pacienty se stfednim rizikem, a pacienty s nizkym
rizikem relapsu (1). Monitoring PML-RARA pomoci citlivé detekce transkriptu je povazovan
za nedilnou soucast celkové strategie Iécby APL (viz reference 2 a 3), pficemz typ IéCby a

intenzita jsou modulované u pacientt s riznym rizikem relapsu béhem nasledné |écby.

Standardizace a validace metody kvantifikace MRD byly zaloZzeny na projektu nékolika
center fizeném EAC a publikovaném v roce 2003 (4, 5). Souprava ipsogen PML-RARA bcrl
Kit je zaloZena na této technice.

Princip metody

Technika gPCR umozriuje presnou kvantifikaci produktdi PCR béhem exponencialni faze
procesu amplifikace PCR. Kvantitativni Gdaje qPCR lIze rychle ziskat bez zpracovani dat po
PCR detekci fluorescenénich signald v realném ¢ase béhem a/nebo po cyklovani PCR, ¢imz
se drasticky snizuje riziko kontaminace PCR produktu. V sou€asnosti jsou k dispozici 3
hlavni typy technik gPCR: analyza qPCR pomoci barviva SYBR® Green |, analyza gPCR

pouzivajici hydrolyzaéni sondy a analyza gPCR pomoci hybridiza¢nich sond
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Tato analyza vyuziva princip hydrolyzy oligonukleotidu s dvojitym barvivem pro qPCR.
Béhem PCR “forward” a “reverse” primery hybridizuji se specifickou sekvenci. Ve stejné
smeési je obsazen oligonukleotid s dvojitym barvivem. Tato sonda, ktera se sklada z
oligonukleotidu oznaceného reportérovym barvivem na 5' konci a na 3' konci zhaSeci latkou,
hybridizuje do cilové sekvence v ramci produktu PCR. Analyza qPCR s hydrolyzaénimi
sondami vyuziva exonukleazovou 5' — 3' aktivitu polymerazy DNA z Thermus aquaticus
(Tag). Kdyz je sonda nedotcena, blizkost reportérového barviva k zhaseci latce zpusobuje
potlageni fluorescence reporteru primarné pfevodem energie Forsterova typu.

Pokud je béhem PCR pfitomen zajmovy cil, sonda se specificky navaze do mista mezi
forward a reverze primery. Aktivita exonukleazy 5' — 3' polymerazy DNA $tépi sondu mezi
reporterem a zhaseci latkou pouze v pfipadé, ze sonda hybridizuje na cil. Fragmenty sondy
jsou poté z cile vytlateny a polymerizace vlakna pokracuje. 3' konec sondy je blokovan, aby
se zabranilo extenzi sondy béhem PCR (Obrazek 2). Tento proces nastane v kazdém cyklu
a nenarusuje exponencialni akumulaci produktu.

Zvyseni fluorescencniho signalu je detekovano pouze v pfipadé, Ze bude cilova sekvence
komplementarni se sondou, a tim bude béhem PCR amplifikovana. Kvili t¢mto poZzadavkim
neni nespecificka amplifikace detekovana. Tim je zvySeni fluorescence pfimo umérné cilové
amplifikaci béhem PCR.
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Obréazek 2. Princip reakce. Celkova RNA se reverzné prepisovana a vytvorena cDNA je
amplifikovana pomoci PCR pfi vyuziti paru specifickych primerd a specifické vnitfni sondy s dualnim
barvivem (FAM™-TAMRA™). Sonda se vaze na amplikon béhem kazdého kroku amplifikace PCR.
Kdyz se Taq rozsifi z primerové vazby k amplikonu, vytlaci 5' konec sondy, ktery je poté degradovan
aktivitou 5'— 3' exonukleazy polymerazy Taq DNA. Stépeni pokraduje, dokud zbyvajici sonda
neodpadne z amplikonu. Tento proces uvolfiuje do roztoku fluorofor a zhaseci latku, prostorove je
oddéluje a vede ke zvySeni fluorescence z FAM a poklesem fluorescence pochazejicim z TAMRA.
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Material poskytovany se soupravou

Obsah soupravy

ipsogen PML-RARA bcrl Kit (24)
Katalogové ¢€islo. 672123
Pocet reakci 24
Component Name Amount
ABL Control Gene Standard Dilution C1-ABL 50 pl
(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 pl

(105 kopii/5 pl)

PML-RARA bcrl Fusion Gene Standard Dilution
(10? kopii/5 pl)

PML-RARA bcrl Fusion Gene Standard Dilution
(102 kopii/5 pl)

PML-RARA bcrl Fusion Gene Standard Dilution
(102 kopii/5 pl)
PML-RARA bcrl Fusion Gene Standard Dilution
(105 kopii/5 pl)

PML-RARA bcrl Fusion Gene Standard Dilution
(108 kopii/5 pl)

F1-PML-RARA bcrl 50 pl

F2-PML-RARA bcrl 50 pl

F3-PML-RARA bcrl 50 pl

F4-PML-RARA bcrl 50 pl

F5-PML-RARA bcrl 50 pl

Mix primera a préb ABL* PPC-ABL 25x 90 pl
Mix Primert a Prob PML-RARA bcrl Fusion PPF-PML-RARA bcrl 110
Gene' 25X

ipsogen PML-RARA ber1 Kit Prirucka (Ceétina) 1

* Smeés specifickych forward a reverse primeru pro kontrolni gen ABL (CG) plus specificka sonda FAM-TAMRA.

T Smés specifickych forward a reverse primer(i pro fazni gen BCR-ABL Mbcr (FG) plus specifickd sonda FAM—
TAMRA.
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Poznamka: Standardni fedéni a smési primer(i a sond pfed pouzitim kratce odstfedujte.

Vyzadovany material, ktery neni soucasti
soupravy

PFi praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni plast, rukavice na jedno pouziti
a ochranné bryle. Dal$i informace jsou uvedeny v pfislusnych bezpecnostnich listech (BL),
které Ize ziskat od dodavatele produktu.

Ujistéte se, Ze pristroje byly fadné zkontrolovany a kalibrovany podle doporuéeni vyrobct.

Reagencie

1 Voda pro PCR bez nukleaz

1 Reagencie pro reverzni transkripci: Validovanou reagencii je reverzni transkriptaza
Superscript® 1l (nebo Superscript) obsahujici 5x pufr pro prvni vlidkno, 100 mM DDT
(Life Technologies, katalogové &islo 18064-022)

1 Inhibitor RNazy: Validovanou reagencii je RNaseOUT™ (Life Technologies, katalogové
Cislo 10777-019)

1 Sada dNTP pro PCR
I Random hexamery
1 MgClz

1 Pufr a Taq DNA polymeraza: Validovanymi reagenciemi jsou TagMan® Universal PCR
Master Mix (Master Mix PCR 2x) (Life Technologies, katalogové &islo 4304437) a
LightCycler TagMan Master (Master Mix PCR 5x) (Roche, katalogové Cislo
04535286001)
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Spotiebni material

Sterilni pipetovaci Spicky PCR odolné proti tvorbé aerosolu bez nukleéz s hydrofobnimi
filtry
0.5 ml nebo 0.2 ml RNase- a PCR zkumavky bez nukleaz

Led

Vybaveni

Mikrolitrova pipeta* vy¢lenéna pro PCR (1-10 pl; 10-100 pl; 200-1000 pl)
Stolni centrifuga* s rotorem pro 0,2 ml/0,5 ml reakéni zkumavky (schopna dosahnout
13,000 / 14,000 rpm)

Ptistroje PCR pro real-time:* Systém Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM nebo jiny pfistroj
Rotor-Gene; LightCycler 1.2, 2.0 nebo 480; ABI PRISM 7000, 7700 nebo 7900HT SDS,
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System nebo pfistroj SmartCycler a s tim
spojeny specificky material

Termocyklér nebo vodni lazen (krok reverzni transkripce)

Doplfikové reagencie

Souprava kontrol ipsogen PML-RARA bcer1 Controls Kit (kat. €. 672091) pouze pro
vyzkum, sestavajici z bunécnych linii s negativni, vysoce a mirné pozitivni expresi
fuzniho genu PML-RARA bcrl pro kvalitativni validaci extrakce RNA a reverzni
transkripci.
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Varovani a bezpecnostni opatreni

Pro diagnostické pouZiti in vitro.

PFi praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni plast, rukavice na jedno pouziti
a ochranné bryle. DalSi informace jsou uvedeny v odpovidajicich bezpe€nostnich listech
(BL). Bezpecnostni listy jsou k dispozici online v pohodiném a kompaktnim formatu PDF na
strankach www.giagen.com/safety, kde mizZete nalézt, zobrazit a vytisknout BL pro kaZzdou

sadu QIAGEN a pro kazdou komponentu téchto sad.

Odpad ze vzorku a rozboru likvidujte podle mistnich bezpecnostnich predpisa.

VSeobecna bezpecénostni opatreni

Pouziti testll gqPCR vyzaduje spravnou laboratorni praxi véetné udrzby zafizeni, ktera jsou
vy€lenéna pro molekulérni biologii, a je ve shodé& s platnymi pfedpisy a pFisluSnymi
standardy.

Tato sada je ur€ena pro diagnostické pouziti in vitro. Reagencie a pokyny dodavané s touto
sadou byly validovany pro optimalni chovani. DalSi fedéni reagencii nebo pozménéni
inkubacnich ¢asu a teplot muze vést k chybnym nebo rozpornym udajum. Reagencie PPC
a PPF se mohou zménit, pokud budou vystaveny plisobeni svétla. VSechny reagencie byly
specificky vytvofeny pro pouziti s timto testem. Pro optimalni chovani testu by se nemély
provadét Zzadné nahrady.

Stanoveni Urovni transkripce pomoci qPCR vyZaduje jak reverzni transkripci mRNA, tak
amplifikaci vytvofené cDNA pomoci PCR. Proto se musi cely postup rozbord provést za
podminek nepfitomnosti RNazy/DNazy.
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Postupujte s maximalni opatrnosti, aby nedosSlo k nasledujicimu:
I Kontaminace RNazou/DNazou, ktera by mohla zpUsobit degradaci templatové mRNA a
vytvorené cDNA

1 Prfenosova kontaminace mRNA nebo PCR s naslednym fale$né pozitivnim signalem

Proto doporucujeme nasledujici.

1 Pouzijte laboratorni vybaveni zbavené nukleazy (napf. pipety, pipetovaci Spicky,
reakéni lahvicky) a pfi provadéni analyzy méjte nasazené rukavice.

1 Pouzijte Cerstvé pipetovaci $pi¢ky odolné vici aerosolu pro véechny pipetovaci kroky,
aby se zabranilo zkfizené kontaminaci vzork( a reagencii.

1 Pfipravte hlavni smés pfed PCR s vyclenénymi materialy (pipety, $picky atd.) ve
vyhrazeném mist&, kam nebyly zavle€eny Zadné matrice DNA (cDNA, DNA, plazmid).
Dejte templat do samostatné zény (nejlépe do samostatné mistnosti) se specifickym
materidlem (pipety, Spicky atd.).

1 Se standardnimi roztoky (C1-3 a F1-5) pracujte v oddélené mistnosti.
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Uchovavani a nakladani s reagenciemi

Sady se dodavaji na suchém ledu a po doruc¢eni se musi uskladnit pfi teplotach od -30°C do
-15°C.

I Minimalizujte expozici primert a smési sond (zkumavky PPC a PPF) pusobeni svétla.

1 Pfed otevienim zkumavky jemné promichejte a centrifugujte.

I Ulozte vSechny soucasti sady do plvodnich obal(.

Tyto podminky uchovavani plati jak pro oteviené, tak neoteviené komponenty. Komponenty
uchovévané za jinych podminek, nez jaké jsou uvedeny na Stitcich, nemusi fadné fungovat

a mohou nepfiznivé ovlivnit vysledky rozbor(.

Data pouzitelnosti pro kazdou reagencii jsou vyzna¢ena na Stitcich individualnich
komponent. Za spravnych podminek uchovavani si produkt uchova vlastnosti az do data

pouzitelnosti vytisténého na Stitku.

Neexistuji zadné zfejmé priznaky, které by upozorfiovaly na nestabilitu tohoto produktu.

Pozitivni a negativni kontroly by se u neznamych vzorkd mély provadét soucasné.
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Postup

Pfiprava vzorku RNA

Priprava RNA ze vzorku pacienta (kost nebo kostni dfen) se musi byt provedena
validovanym postupem. Kvalita rozboru do velké mife zavisi na kvalité vstupni RNA. Proto
doporucujeme kvalifikovat pfed analyzou Cisténou RNA elektroforézou agarézového* gelu

nebo pomoci Agilent® Bioanalyzer®.
Protokol: Doporu¢ena standardizovana reverzni transkripce EAC

Véci, které je nutno udélat pred zahajenim

1 Pfipravte dNTPs, 10 mM kazdy. Skladujte v alikvétnich mnozstvich v —20°C.
1 Pfipravte random hexamery, 100 uM. Skladujte v —20°C v alikvotach.
I Pfipravte MgClI2, 50 mM. Skladujte v —20°C v alikvotach.

Postup

1. Rozmrazte vSechny komponenty a umistéte je na led.

n

Inkubujte 1 ug RNA (1—4 pl) po dobu 10 minut pfi 70°C a ihned zchladte na ledu po

dobu 5 minut.

3. Kratce zcentrifugujte (pfiblizné 10 sekund, 10,000 rpm) pro shromazdéni kapaliny na

dno zkumavky. Pak uchovavejte na ledu.

4. Pripravte nasledujici RT mix podle poctu zpracovavanych vzork( (Tabulka 1).

* PFi praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni plast, rukavice na jedno pouziti a ochranné bryle.
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Tabulka 1. Pfiprava RT mixu

Objem na Finalni

Komponenta vzorek (ul) koncentrace
First-Strand pufr (dodavany se Superscript Il

h 4.0 1x
Reverse Transcriptase), 5x
MgClz (50 mM) 2.0 5 mM
dNTPs (10 mM kazdy, nutno pfedem pfipravit a 20 1 mM
byt skladovan pfi —20°C v alikvétach) )
DTT (10_0 mM, dodavany se Superscript || Reverse 20 10 mM
Transcriptase)
RNase inhibitor (40 U/pl) 0.5 1 U/l
RNase inhibitor (40 U/ul) 0.5 1 U/l
Random hexamery (100 uM) 5.0 25 uM
Superscript Il nebo Superscript Reverse
Transcriptase (200 U/ul) U3 i
Zahraty vzorek RNA (bude pfidan v kroku 5) 1.0-4.0 50 ng/ul
Voda pro PCR bez nukleaz (bude pridana v kroku 5) 0.0-3.0 -
Celkovy objem 20.0 -

5. Do kazdé zkumavky PCR pipetujte 16 pl smési RT. Pak pfidejte 1—4 pl (1pg) RNA (z
kroku 3) a upravte objem na 20 ul vodou vhodnou pro PCR bez nukleazy (viz Tabulka 2).

Tabulka 2. Priprava reverzné transkripcni reakce

Komponenta Objem (ul)
RT mix 16
Zahraty vzorek RNA (1 pg) 1-4
Voda pro PCR bez nukleaz 0-3
Celkovy objem 20
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6. Dobfe promichejte a kratce odstredujte (pfiblizné 10 sekund, 10.000 rpm) pro

shromazdéni kapaliny na dné zkumavky.

7. Inkubujte pfi 20°C 10 minut.

8. Inkubujte pfi 42°C termocykléru po dobu 45 minut, pak neprodlené pfi 99°C po 3
minuty.

9. Zchladte na ledu (pro zastaveni reakce) po dobu 5 minut.

10. Kratce odstfedujte (pfiblizné 10 sekund, 10.000 rpm) pro shromazdéni kapaliny na dné
zkumavky). Pak uchovavejte na ledu.

11. Naredte vyslednou cDNA pomoci 30 ul vody vhodné pro PCR zbavené nukleaz na
konecny objem 50 pl.

12. Provedte PCR podle nasledujicich protokoll podle svého pfistroje qPCR.
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Protokol: gPCR pro pfistroje Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM nebo
Rotor-Gene Q 5plex HRM s rotorem pro 72 zkumavek

PFi pouziti tohoto pfistroje doporu€ujeme provadét vdechna méfeni v duplikatech, jak je
uvedeno v Tabulce 3.

Tabulka 3. Po€et reakci pro pristroje Rotor-Gene Q s rotorem pro 72 zkumavek

Vzorky Reakce

S mixem ABL primert a préb (PPC-ABL)
n cDNA vzorkt n x 2 reakci

ABL standard iuxpﬁkrgtaeléﬂ)@ fedéni, kazdé testovano v
Kontrola s vodou 2 reakci

S mixem PML-RARA bcrl primert a préb (PPF-PML-RARA bcrl)

n cDNA vzorku n x 2 reakci

2 x 5 reakci (5 fedéni, kazdé testovano v

PML-RARA standard duplikatech)

Kontrola s vodou 2 reakci

Zpracovani vzorku na pfistrojich Rotor-Gene Q se 72-zkumavkovym rotorem

Doporuéujeme testovani nejméné 8 vzorkG cDNA ve stejném experimentu s cilem
optimalizovat pouZiti standardd a primérd a smési sond.
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Obréazek 3. Navrhované nastaveni rotoru pro kazdy experiment se sadou ipsogen PML-RARA bcrl
F1-5: PML-RARA bcrl standardy; C1-3: ABL standardy; S: vzorek cDNA; H,O: kontrola s vodou.

Poznamka: Dbejte vzdy na to, abyste testovany vzorek umistili na rotoru do polohy 1. Jinak
bé&hem kalibraéniho kroku pfistroj kalibraci neprovede a budou pofizena nespravna

fluorescenéni data.

VSechny ostatni pozice zapliite prdzdnymi zkumavkami.
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gPCR na pfistrojich Rotor-Gene Q s rotorem pro 72 zkumavek

Poznamka: VSechny kroky provadéjte na ledu.

Postup

1. Nechte roztat vSechny nezbytné komponenty a umistéte je na led.

2. Pripravte nasledujici smés qPCR podle poctu zpracovavanych vzorka.
VSechny koncentrace plati pro kone€ny objem reakce.
Tabulka 4 popisuje pipetovaci schéma pro pfipravu jedené smési reagencii vypocitané
pro dosazeni kone¢ného reakéniho objemu 25 pl. Premix Ize pfipravit podle poctu

reakci pomoci stejnych primerd a smési sond (bud PPC-ABL nebo PPF-PML-RARA
ber1). Zahrnuty jsou objemy navic pro kompenzaci chyby pfi pipetovani.

Tabulka 4. Pfiprava mixu qPCR

PML-RARA

ABL:24+1 bcrl: 28 +1 Finalni
Komponenta 1 reakce (ul) reakci (ul) reakci (ul) koncentrace
TagMan Universal
PCR Master Mix, 12.5 3125 362.5 1x
2Xx
Mix Primert a
Prob, 25x 1 25 29 1x
PCR voda bez 6.5 162.5 188.5 -
nukleaz
Vzorek (bude < <
pFidan v kroku 4) g & e & e -
Celkovy objem 25 25 kazdy 25 kazdy -
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3. Davkuijte 20 pl premixu gPCR na zkumavku.
4. Pridejte 5 pl produktu RT (cDNA, ekvivalent 100 ng RNA) ziskaného v rdmci reverzni

transkripce (viz “ Protokol: Doporu¢ena standardizovana zpétna transkripce EAC”,

strana 15) v odpovidajici zkumavce (celkovy objem 25 pl).
5. Jemné promichejte pipetovanim nahoru a dolu.
6. Zkumavky vlozte do termocykléru podle doporuceni vyrobce.
7. Naprogramujte pfistroj Rotor-Gene Q pomoci programu tepelnych cykld, jak jsou

uvedeny v Tabulce 5.

Tabulka 5. Teplotni profil

Rezim analyzy Kvantifikace

Hold Teplota: 50 stupriu
Cas: 2 min

Hold 2 Teplota: 95 stupnu
Cas: 10 min

Cyklovani 50 krat

95 stupnt po dobu 15 sec

60 stupnt po dobu 1 min s akvizici FAM fluorescence v
zeleném kanéle: Jednotlivé

8. Spustte program teplotniho cyklovani podle program uvedeného v Tabulce 5.

9. Pro pfistroje Rotor-Gene Q vyberte “Slope Correct” pro analyzu. Doporu¢ujeme

nastaveni prahové hodnoty na 0.03.
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Protokol: gPCR pro pfistroje ABI PRISM 7000, 7700 a 7900HT
SDS, Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System a
LightCycler 480

PFi pouziti zafizeni qPCR pro destiCky o 96 jamkach doporucujeme provadét vSechna
méfeni v duplikatech, jak je uvedeno v Tabulce 6.

Tabulka 6. Pocet reakci pri vyuziti zafizeni qPCR pro 96-jamkové desticky

Vzorky Reakce

S mixem ABL primerti a prob (PPC-ABL)
n cDNA vzorkd n x 2 reakci

2 x 3 reakci (3 fedéni, kazdé testovano v

ABL standard duplikatech)

Kontrola s vodou 2 reakci
S mixem PML-RARA bcrl primert a préb (PPF-PML-RARA bcrl)
n cDNA vzorkt n x 2 reakci

2 x 5 reakci (5 fedéni, kazdé testovano v

PML-RARA bcrl standard duplikatech)

Kontrola s vodou 2 reakci

Zpracovani na ABI PRISM 7000, 7700 a 7900 SDS, Applied Biosystems 7500
Real-Time PCR System a pfistroji LightCycler480

Doporuéujeme testovani nejméné 8 vzorkG cDNA ve stejném experimentu s cilem
optimalizovat pouZiti standardd a primerd a smési sond. Schéma rotoru na Obrazku 4
ukazuje priklad takového experimentu.
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Obréazek 4. Navrhované rozlozeni desticky pro jeden experiment. S: vzorek cDNA;
F1-5: PML-RARA bcrl standardy; C1-3: ABL standardy; H,O: kontrola s vodou.

gPCR na pfistrojich ABI PRISM 7000, 7700 a 7900 SDS, Applied Biosystems
7500 Real-Time PCR System a LightCycler 480

Poznamka: VSechny kroky provadéjte na ledu.




Postup

1. Nechte roztat vSechny nezbytné komponenty a umistéte je na led.

2. Pripravte nasledujici smés qPCR podle poctu zpracovavanych vzorka.
VSechny koncentrace plati pro kone¢ny objem reakce.
Tabulka 7 popisuje pipetovaci schéma pro pfipravu jedené smési reagencii vypocitané
pro dosazeni kone¢ného reakéniho objemu 25 ul. Premix Ize pfipravit podle poc¢tu
reakci pomoci stejnych primert a smési sond (bud PPC-ABL nebo PPF-PML-RARA

bcr1). Zahrnuty jsou objemy navic pro kompenzaci chyby pfi pipetovani.

Tabulka 7. Priprava mixu qPCR.

PML-RARA

lreakce ABL:24+1 becrl: 28 +1 Finalni
Komponenta (uh) reakci (ul) reakci (ul) koncentrace
TagMan Universal PCR
Master Mix, 2x 12.5 312.5 362.5 1x
Mix Primert a Prob, 25x 1 25 29 1x
PCR voda bez nukleaz 6.5 162.5 188.5 -
Vzorek (bude pfidan v 6 6
kroku 4) 5 5 kazdy 5 kazdy -
Celkovy objem 25 25 kazdy 25 kazdy -

3. Déavkujte 20 pl premixu gPCR na jamku.

4. Pridejte 5 pl produktu RT (cDNA, ekvivalent 100 ng RNA) ziskaného v ramci reverzni
transkripce (viz “ Protokol: Doporu¢ena standardizovana zpétna transkripce EAC”,
strana 13 v odpovidajici jamce (celkovy objem 25 pl).

5. Jemné promichejte pipetovanim nahoru a dolu.

6. Uzavrete desku a kratce odstredujte (300 x g, pfiblizné 10 sekund).
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7. Desticku vliozte do termocykléru podle doporucéeni vyrobce. Naprogramuijte termocyklér

pomoci programu tepelného cyklovani, jak je to uvedeno v Tabulce 8 pro pfistroje ABI
PRISM 7000, 7700 a 7900HT SDS a Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System
nebo v tabulce 9 pro pfistroj LightCycler 480.

Tabulka 8. Teplotni profil pro pristroje ABI PRISM 7000, 7700 a 7900HT SDS, a
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System

Rezim analyzy

Hold

Hold 2

Cyklovani

Standardni kfivka — Absolutni kvantifikace
Teplota: 50°C

Cas: 2 min

Teplota: 95°C

Cas: 10 min

50 krat

95°C po dobu 15 sec

60°C po dobu 1 min s akvizici FAM fluorescence;
quencher: TAMRA

_|

abulka 9. Teplotni profil pro pristroj LightCycler 480

Rezim analyzy
Detekéni format

Hold

Hold 2

Cyklovani

Absolutni kvantifikace (“Abs Quant”)

Vyberte “Simple Probe” v okné Detekéni formaty
Teplota: 50°C

Cas: 2 min

Teplota: 95°C

Cas: 10 min

50 krat

95°C po dobu 15 sec

60°C po dobu 1 min s akvizici FAM fluorescence
odpovidajici (483-533 nm) pro LC verzi 01 a (465-510
nm) pro LC verzi 02
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8. U pristroji ABI PRISM 7000, 7700 a 7900HT SDS a Applied Biosystems 7500 Real-
Time PCR System postupujte podle kroku 8a. Pro pfistroj LightCycler 480 instrument
postupuijte podle kroku 8b.
8a. ABI PRISM 7000, 7700 a 7900HT SDS a Applied Biosystems 7500 Real-Time

PCR System: Doporuc€ujeme nastavit prah na 0.1, jak je popsano v protokolu EAC
v kroku analyzy a ve vychozim nastaveni mezi cykly 3 a 15. Spustte program
cyklovani, jak je uvedeno v Tabulce 8.
8b. Pristroj LightCycler 480 instrument: Doporu€ujeme rezim analyzy Bod vhodnosti s
pozadim nastavenym na hodnotu 2.0 a prahovou hodnotou 2.0. Spustte program
cyklovani, jak je uvedeno v Tabulce 9.
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Protokol: gPCR na pfistrojich LightCycler 1.2 a 2.0

PFi pouziti kapilarnich pfistrojii doporu¢ujeme méfit vzorky v duplikatech a kontroly pouze
jednou, jak je uvedeno v Tabulce 10.

Tabulka 10. Pocet reakci pro pfristroje LightCycler 1.2 a 2.0

Vzorky Reakce

Se smési ABL primerti a prob (PPC-ABL)
n cDNA vzorkud n x 2 reakci

1 x 3 reakci (3 Fedéni standardu, kazdy
testovan jednou)

ABL standard
Kontrola s vodou 1 reakce

Se smési PML-RARA bcrl primerd a prob (PPF-PML-RARA bcrl)
n cDNA vzorkt n x 2 reakci

PML-RARA berl standard 1x5 rgak0| (5 fedéni standard, kazdy
testovan jednou)

Kontrola s vodou 1 reakce

Zpracovani vzorku na pristrojich LightCycler 1.2 a 2.0

Doporu¢ujeme testovani nejméné 5 vzorki cDNA ve stejném experimentu s cilem
optimalizovat pouziti standard( a primerd a smési sond. Kapilarni schéma na Obrazku 5
ukazuje priklad experimentu.
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Obrazek 5. Navrhované nastaveni rotoru pro kazdy experiment se sadou ipsogen PML-RARA
berl Kit. F1-5: PML-RARA bcerl standardy; C1-3: ABL standardy; S: neznamy vzorek DNA, ktery
bude analyzovéan; H,O: Kontrola s vodou.

gPCR na pfistrojich LightCycler 1.2 a 2.0

Poznamka: Kvdli konkrétnim technologickym pozadavkim se musi experimenty s
pristrojem LightCycler provadét pfi pouziti specifickych reagencii. Doporu€ujeme pouzivat
LightCycler TagMan Master a dodrZovat pokyny vyrobce pro pfipravu Master Mixu 5x.

Poznamka: VSechny kroky provadéjte na ledu.
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Postup

1. Nechte roztat vSechny nezbytné komponenty a umistéte je na led.
2. Pripravte nasledujici smés qPCR podle poctu zpracovavanych vzorka.
V$echny koncentrace plati pro kone¢ny objem reakce.

Tabulka 11 popisuje pipetovaci schéma pro pfipravu jedené smési reagencii
vypocitané pro dosazeni kone€ného reakéniho objemu 20 ul. Premix Ize pfipravit podle
poctu reakci pomoci stejnych primert a smési sond (bud PPC-ABL nebo PPF-PML-
RARA bcr1). Zahrnuty jsou i objemy navic pro kompenzaci chyby pfi pipetovani.

Tabulka 11. Pfriprava gPCR mixu

PML-RARA
lreakce ABL:14+1  bcerl:16+1 Finalni
Komponenta (u) reakci (ul) reakci (ul) koncentrace

Cerstvé ptipraveny
LightCycler TagMan 4.0 60 68 1x
Master Mix, 5x

Mix Primer( a Prob, 0.8 12 13.6 1x
25x

PCR voda bez 102 153 173.4 -
nukleaz

Vzorek (bude pfidan v - <

kroku 4) 5 5 kazdy 5 kazdy -
Celkovy objem 20 20 kazdy 20 kazdy -

3. Déavkujte 15 pl premixu gPCR na kapilaru.

4. Pridejte 5 yl produktu RT (cDNA, ekvivalent 100 ng RNA) ziskaného v ramci reverzni
transkripce (viz “Protokol: Doporuéena standardizovana reverzni transkripce EAC”,

strana 13) v odpovidajici zkumavce (celkovy objem 20 pl).

5. Jemné promichejte pipetovanim nahoru a dold.
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6. Umistéte kapilary do adaptért dodavanych s pfistrojem, kratce odstfedujte (700 x g,
pfiblizné 10 sekund).
7. Kapilary vlozte do termocykléru podle doporuceni vyrobce.

8. Naprogramuijte pfistroje LightCycler 1.2 nebo 2.0 pomoci programu tepelnych cykld, jak
jsou uvedeny v Tabulce 12.

Tabulka 12. Teplotni profil

Rezim analyzy Kvantifikace

Hold Teplota: 95°C
Cas: 10 min
Ramp: 20

Cyklovani 50 krat

95°C po dobu 10 sec; ramp: 20
60°C po dobu 1 min; ramp: 20; s akvizici FAM
fluorescence: Jednotlivé

Hold 2 45°C po dobu 1 min; ramp: 20

9. U pristroje LightCycler 1.2 postupuijte podle kroku 9a. U pfistroje LightCycler 2.0
postupuijte podle kroku 9b.

9a. LightCycler 1.2: Doporucuje se F1/F2 a rezim “Analyzy zaloZzené na druhé

derivaci”. Spustte program tepelného cyklovani, jak je uvedeno v Tabulce 12.

9b. LightCycler 2.0: Doporu€ujeme pouziti Automatické analyzy (F”max) v softwaru
LightCycler 2.0 verze 4.0 pro ziskani reprodukovatelnych vysledkl. Spustte
program tepelného cyklovani, jak je uvedeno v Tabulce 12.
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Protokol: gPCR pro pristroj SmartCycler

PFi pouziti tohoto pfistroje doporucujeme méfit vzorky dvojmo a kontroly pouze jednou, jak
je uvedeno v Tabulce 13.

Tabulka 13. Pocet reakci pro pristroj SmartCycler

Vzorky Reakce

Se smési ABL primerti a prob (PPC-ABL)
n cDNA vzorkud n x 2 reakci

1 x 3 reakci (3 Fedéni standardu, kazdy
testovan jednou)

ABL standard
Kontrola s vodou 1 reakce

Se smési PML-RARA bcrl primerd a prob (PPF-PML-RARA bcrl)
n cDNA vzorkt n x 2 reakci

1 x 5 reakci (5 fedéni standardu, kazdy

PML-RARA bcrl standard P
testovan jednou)

Kontrola s vodou 1 reakce

Zpracovani vzorku na pfistroji SmartCycler

Doporu¢ujeme testovani nejméné 5 vzorki cDNA ve stejném experimentu s cilem
optimalizovat pouziti standardl a primer a smési sond. Dvoublokové schéma na Obrazku
6 ukazuje priklad.
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Obrazek 6. Navrhované nastaveni pro jeden experiment. S: vzorek cDNA ; F1-5: PML-
RARA bcrl standardy; C1-3: ABL standardy; H20: Kontrola s vodou.

gPCR na pfistroji SmartCycler

Poznamka: VSechny kroky provadéjte na ledu.

Postup

1. Nechte roztat vSechny nezbytné komponenty a umistéte je na led.

2. Pripravte nasledujici smés qPCR podle poétu zpracovavanych vzorka.
V8echny koncentrace plati pro kone¢ny objem reakce.
Tabulka 14 popisuje pipetovaci schéma pro pfipravu jedené smési reagencii
vypocitané pro dosazeni kone¢ného reakéniho objemu 25 pl. Premix Ize pfipravit podle

poctu reakci pomoci stejnych primerti a smési sond (bud PPC-ABL nebo PPF-PML-
RARA bcr1). Zahrnuty jsou objemy navic pro kompenzaci chyby pfi pipetovani.
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Tabulka 14. Priprava gPCR mixu

ABL: 14 + PML-RARA

1 reakce 1 reakci berl: 16 +1 Finalni
Komponenta (V) (1) reakci (ul) koncentrace
TagMan Universal PCR 4, ¢ 187.5 2125 1x
Master Mix, 2x
Mix Primert a Prob, 25x 1 15 17 1x
PCR voda bez nukleaz 6.5 97.5 110.5 -
Vzorek (bude pfidan v < <
kroku 4) 5 5 kazdy 5 kazdy -
Celkovy objem 25 25 kazdy 25 kazdy -

3. Davkujte 20 pl premix qPCR na jamku.

4. Pridejte 5 yl produktu RT (cDNA, ekvivalent 100 ng RNA) ziskaného v ramci reverzni
transkripce (viz “Protokol: Doporu€ena standardizovana reverzni transkripce EAC”,
strana 15) v odpovidajici jamce (celkovy objem 25 pl).

5. Jemné promichejte pipetovanim nahoru a dold.

6. Vzorky vlozte do termocykléru podle doporuceni vyrobce.

7. Naprogramuijte pfistroj SmartCycler pomoci program tepelnych cyklu jak je uvedeno v

Tabulce 15.
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Tabulka 15. Teplotni profil

Hold Teplota: 50°C
Cas: 2 min

Hold 2 Teplota: 95°C
Cas: 10 min

Cyklovani 50 krat

95°C po dobu 15 sec
60°C po dobu 1 min s akvizici: Jednotlivé

8. Doporucujeme nastaveni prahové hodnoty na 30. Spustte program tepelného

cyklovani, jak je uvedeno v Tabulce 15.
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Interpretace vysledku
Princip analyzy dat

PFi pouziti technologie TagMan se pocet cykli PCR nezbytnych pro detekci signalu nad
prahovou hodnotou nazyva prahovy cyklus (Cr) a je pfimo Umérny mnozZstvi pfitomné cilové

latky na pocatku reakce.

Pomoci standardll se znamym pocétem molekul mizete vytvofit standardni kfivku a stanovit
presné mnozstvi cilové latky pfitomné v testovacim vzorku. Standardni kfivky ipsogen jsou
zalozeny na plazmidech; pouzivame 3 plazmidova standardni fedéni pro kontrolni gen ABL
(CG) a 5 standardnich fedéni pro fuzni gen (PML-RARA bcr1), aby byly zajisStény presné
standardni kfivky. Obrazky 7 a 8 ukazuji pfiklad amplifikacnich kfivek TagMan ziskanych
pomoci sady ipsogen PML-RARA bcrl

Amelitication Curves -

B ABL 107 e
M ABL 104 g
m ABL 10

- /

-

i

i .

B\ A

b e

Obréazek 7. Detekce ABL standardua (C1, C2, C3). 10°% 10 a 10° kopii/5 pl.
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PML-RARA berl 10!
PML-RARA berl 107
PML-RARA berl 10°
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Obrazek 8. Detekce PML-RARA bcrl standard (F1-F5). 10, 102, 103, 10° a 10° kopii/5 pl.

Vysledky

Standardni kfivka a kritéria kvality

Surova data Ize pro Ucely analyzy vloZit do souboru Excel®.

Pro kazdy gen (ABL a PML-RARA) se surové hodnoty Ct ziskané z nafedéni plazmidovych
standard(l vynasi podle logaritmu poc¢tu kopii (3,4a5proC1,C2aC3;1,2,3,5a6 proF1,
F2, F3, F4 a F5). Obrazek 9 ukazuje pfiklad teoretické standardni kfivky vypocitané z 5
standardnich fedéni.
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Obréazek 9. Teoreticka kfivka vypocitana z 5 standardnich fedéni. Vypocita se pfimka linearni
regrese (y = ax + b) pro kazdy gen (ABL a PML-RARA), kde a je sklon pfimky a b je prisecik s osou
y, coz je soufadnice y bodu, kdy pfimka protina osu y. Jeji rovnice a koeficient stanoveni (R?) se
promitne do grafu.

Jako standardy slouzi 10-nasobna fedéni, teoreticky sklon kfivky je -3,3. Sklon od -3,0 do -
3,9 je pfijatelny, pokud je R? >0,95 (6). OvSem hodnota R? >0,98 je zadouci pro pfesné
vysledky (7).

Normalizovany pocet kopii (NCN)

Standardni rovnice kfivky ABL by se méla pouzit pro transformaci surovych hodnot Cr
(ziskanych pomoci PPC-ABL) pro neznamé vzorky do poctu kopii ABL (ABLcn).

Standardni rovnice kfivky PML-RARA by se méla pouzit pro transformaci surovych hodnot
CT (ziskanych pomoci PPF-PML-RARA) pro neznamé vzorky do poétu kopii PML-RARA
(PML-RARACN).
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Pomeér téchto hodnot CN dava normalizovany pocet kopii (NCN):

PML-RARACcN
ABLcn

NCN =

Hodnota MRD
Hodnota minimalniho rezidualniho onemocnéni (MRD) je pomér mezi CG normalizovanou

expresi FG v kontrolnich (FGen/CGen)FUP a diagnostickych vzorcich (FGen/CGen)ox.

(FGen/CGen)rup
(FGen/CGen)ox

Hodnota MRD (MRDv) =

Senzitivita

Senzitivita (SENSv) se vypocitava z relativni exprese FG pfi diagnéze (FGen/CGen)ox a CG

exprese (CGcen,Fup) v kontrolnim vzorku.

CGen,bx

CGen,rup X FGen,bx

Senzitivita (SENSv) =

Kontrola kvality hodnot ABL

Spatna kvalita RNA nebo problémy b&hem krokdi gPCR méa za nasledek nizkou hodnotu
ABLCN. Doporucujeme nezahrnovat vysledky ze vzork( davajici ABLCN <1318 (nizSi

hodnota 95% CI ze vzorkd pacienta ve studii EAC, reference 5).
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Reproducibilita mezi replikaty

Variace hodnot Ct mezi replikaty by méla byt <2, coZ odpovida &tyfndsobné zméné hodnot

poctu kopii.
Variace hodnot Cr mezi replikaty je obecné <1,5, pokud bude hodnota CT replikatd <36 (6).
Poznamka: Kazdy uzivatel by mél méfit vliastni reprodukovatelnost ve své laboratofi.

Kontroly s vodou

Negativni kontroly by mély davat nulovou CN.

Pozitivni kontrola vody je vysledkem zkfiZzené kontaminace. Viz “Re$eni problémil” nize, kde

naleznete feSeni.
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Reseni problémd

V této kapitole naleznete uzite¢né informace, které Vam mohou pomoci pfi FeSeni

pfipadnych problému. DalSi informace obdrzite od klinického koordinatora, pfipadné

navstivte webové stranky www.qiagen.com.

Komentaie a navrhy

Negativni vysledek pro kontrolni gen (ABL) a PML-RARA bcrl ve vSech

vzorcich — standard je v poradku
a) Nizka kvalita RNA

b) Selhani kroku reverzni
transkripce

Pfed zahajenim vzdy zkontrolujte kvalitu a
koncentraci RNA.

Spustte pozitivni kontrolu RNA bunééné linie

(sada kontrol ipsogen PML-RARA bcrl,
katalogové €islo 672091)*) soubé&zZné.

Pfed zahajenim vzdy zkontrolujte kvalitu a
koncentraci RNA.

Spustte pozitivni kontrolu RNA bunééné linie

(sada kontrol ipsogen PML-RARA bcrl,
katalogové Cislo 672091)*) soubézné.

Negativni vysledek pro kontrolni gen (ABL) ve vzorcich — standard je v poradku

a) Nizka kvalita RNA

b) Selhani kroku reverzni
transkripce

Signal standardu negativni
a) Chyba pipetovani

Pfred zahajenim vzdy zkontrolujte kvalitu a
koncentraci RNA.

Spustte pozitivni kontrolu RNA bunééné linie

(sada kontrol ipsogen PML-RARA bcrl,
katalogové €islo 672091)*) soubé&zZné.

Pfed zahajenim vzdy zkontrolujte kvalitu a
koncentraci RNA.

Spustte pozitivni kontrolu RNA bunééné linie

(sada kontrol ipsogen PML-RARA bcrl,
katalogové €islo 672091)*) soubé&zZné.

Zkontrolujte schéma pipetovani a nastaveni
reakce.

Opakujte PCR reakci.
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Komentaie a navrhy

b) Nevhodné uchovavani Uchovavejte soupravu ipsogen PML-RARA bcrl
soucasti soupravy Kit pfi —15 az —30°C a chrarite primery a smési
sond (PPC and PPF) pred svétlem. Viz.
“Uchovavani a nakladani s reagenciemi str.14.

Vyhnéte se opakovanému rozmrazovani a
zmrazovani.

Reagencie uchovavejte v alikvétech.
Negativni kontroly jsou pozitivni
KFizova kontaminace Vymeénte vSechny kritické reagencie.

Opakujte experiment s novymi alikvotnimi
mnozstvimi vSech reagencii.

Vzdy nakladejte se vzorky, komponenty sady a

spotfebnimi materialy ve shodé s bézné pfijatou

praxi, aby se zabranilo kontaminaci pfenosem.
Zadny signal, ani v standardnich kontrolach

a) Chyba pipetovani nebo Zkontrolujte schéma pipetovani a namichani
vynechani reagencii reakce.
Opakujte PCR.
b) Inhibi¢ni efekty materialu Opakujte pfipravu RNA.

vzorku zplsobené
nedostate¢nym precisténim.
c) LightCycler: Vybran nespravny Zadejte nastaveni kanalu na F1/F2 nebo

detekéni kanal 530 nm/640 nm.
d) LightCycler: Snimani dat Zkontrolujte programy cyklu.
nebylo naprogramovano Zkontrolujte rezim snimani ,jednotlivé“ na konci

kazdého segmentu sniméani programu PCR.
Nepfitomny nebo nizky signal u vzork(, ale standardni kontroly jsou v poradku.
a) Nizka kvalita nebo Pfred zahajenim vzdy zkontrolujte kvalitu a
koncentrace RNA koncentraci RNA.

Spustte pozitivni kontrolu RNA bunécné linie
(ipsogen PML-RARA bcrl Controls Kit, kat. ¢.
672091)*) soubézné.
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Komentaie a navrhy

b) Selhani kroku reverzni Pred zahajenim vzdy zkontrolujte kvalitu a
transkripce koncentraci RNA.
Spustte pozitivni kontrolu bunééné linie (ipsogen
PML-RARA bcer1 Controls Kit, kat. €. 672091)*)

soubé&zné.
Intenzita fluorescence je pfilis nizka
a) Nevhodné uchovani Uchovavejte soupravu ipsogen PML-RARA bcrl
komponent soupravy Kit pfi —15 az —30°C a chrarite primery a smési

sond (PPC a PPF) pfed svétlem viz. “Uchovavani
a nakladani s reagenciemi”, str.14.

Chrante pfed opakovanym zmrazenim a
rozmrazenim.

Uchovavejte reagencie v alikvotach.
b) Velmi nizké vychozi mnozstvi  ZvySte mnozstvi vzorku RNA.

cilové RNA Poznamka: V zavislosti na zvolené metodé
pripravy RNA se mohou vyskytnout inhibi¢ni
ucinky.
LightCycler: Intenzita fluorescence je proménliva

a) Chyba pipetovani Promeénlivost zpusobena tzv. ,chybou
pipetovani“ Ize snizit analyzou dat v rezimu F1/F2
nebo 530 nm/640 nm.

b) Nedostate¢na centrifugace Pfipravena smés PCR m{ze byt stale pfitomna
kapilar v horni ¢asti kapilary nebo maze dojit k zachyceni
vzduchové bubliny ve Spi¢ce kapilary.
Vzdy centrifugujte kapilary napinéné reakéni
smesi, jak je to popsano v konkrétni provozni
prirucce pfistroje.
c) Vnéjsi povrch $picky kapilary  Pfi manipulaci s kapilarami vzdy noste rukavice.
je znedistén
LightCycler: Chyba standardni kfivky

Chyba pipetovani Proménlivost zplsobena tzv. ,chybou
pipetovani“ Ize snizit analyzou dat v rezimu F1/F2
or 530 nm/640 nm mode.

*Souprava kontrol ipsogen PML-RARA bcr1 Controls Kit, kat. €. 672091, je pouze pro vyzkumné ucely. Neni uréena
pro pouZiti pfi diagnostice. Zadné tvrzeni nebo uji$téni se netyka poskytovani informaci o diagnéze, prevenci nebo
|1é¢bé nemoci.
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Kontrola kvality

Na pfistroji LightCycler 480 provedte fizeni jakosti Uplné sady. Tato sada se vyrabi podle
normy ISO 13485:2003. Certifikaty o analyze jsou k dispozici na pozadani na adrese

www.giagen.com/support/.
Omezeni

Uzivatelé musi byt Skoleni a obeznameni s touto technologii pfed pouzitim tohoto zafizeni.
Tato souprava by méla byt pouzivana podle pokynd uvedenych v této pfiruéce v kombinaci
s validovanymi reagenciemi a pfistroji (viz “Vyzadovany material, ktery neni soucasti

soupravy”, stranka 10.

Jakékoliv ziskané diagnostické vysledky se musi interpretovat v kontextu ostatnich
klinickych nebo laboratornich nalez(. Uzivatel odpovida za validaci chovani systému v
souvislosti s jakymikoliv postupy pouZitymi v jeho laboratofi, které nejsou zahrnuty do studii
chovani QIAGEN.

Dbejte na konec doby pouzitelnosti uvedeny na baleni a na stitcich jednotlivych komponent.
NepouZivejte reagencie s proSlou trvanlivosti.

Poznamka: Sada byla navrzena podle studii "Europe Against Cancer" (EAC -Evropa proti
rakovingé) (4, 5). Dodrzuje pokyny uvedené v manualu v kombinaci s validovanymi
reagenciemi a pfistroji. Jakékoliv pouZziti tohoto vyrobku mimo schvalené indikace a/nebo

Uprava komponent zneplatni zavazky QIAGEN.
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Vykonnostni charakteristiky

Neklinické studie

Material a metody

Hodnoceni vykonl bylo provedeno na pfistroji ABI PRISM 7700 SDS v kombinaci s
reagenciemi uvedenymi na seznamu v “VyZadovany material, ktery neni sou¢asti soupravy”,
stranka 10. Studie ekvivalence validovaly jeji pouziti pro nasledujici pfFistroje: ABI PRISM
7000 a 7900HT SDS, LightCycler 1.2 a 480, Rotor-Gene 3000 a SmartCycler.

Ke zjisténi analytické vykonnosti sady ipsogen PML-RARA bcrl byly provedeny neklinické
studie. Tyto neklinické laboratorni studie byly provedeny na celkové RNA z bunééné linie

NB4 nafedéné konstantnim kone€¢nym mnozstvi celkové RNA bunécné linie MV4-11.

Pro stanoveni opakovatelnosti analyzy bylo analyzovano 5 riznych koncentraci celkové
RNA NB4 (5 ng, 500 pg, 50 pg, 5 pg a 0,5 pg) nafedéné v celkové RNA MV4- 11 v
konstantnim kone¢ném celkovém mnozstvi 200 ng v 5 replikatech na béh a ve 4 rGznych
bézich. Vzorky s 5pg a 0.5pg RNA NB4 v MV4-11 byly pfili§ nizké, aby poskytovaly vysledky
(Obrazek 10).
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Obrazek 10. Amplifikaéni kfivky 2.5 x 1072 (5 ng), 2.5 x 107 (0.5 ng) a 2.5 x 107 (0.05 ng) fedéni
NB4 celkové RNA v MV4-11 negativni totalni RNA.

Analyticka data

Tabulky 16-19 ukazuji analyzy jednotlivych rozborl s primérnym prahovym cyklem, (Cr),

smeérodatnou odchylkou (SD), po&tem vzorku (n), variaénim koeficientem (CV), primérnym

poctem kopii (CN) a primérnym normalizovanym poctem kopii (NCN).

Tabulka 16. Inter- a intra-assay analyza — bunécéné linie PML-RARA a ABL

Inter-assay analyza

Intra-assay analyza

Bunééna linie  Redéni Pramér C; SD n CV (%) Min CV  Max CV
5ng 29.86 029 20 0.98 0.32 1.42
PML-RARA 0.5ng 33.70 0.48 20 1.42 0.56 2.16
0.05 ng 37.03 0.37 18 1.01 1.07 2.03
ABL - 24.06 0.22 100 0.92 0.15 231
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Tabulka 17. Inter-assay analyza — plazmidy

Gen Plazmid Pramér Cr SD n CV (%)
F1 (10! kopif) 35.95 0.29 8 0.79
F2 (102 kopif) 32.25 0.59 8 1.84
PML-RARA F3 (10° kopif) 28.71 0.55 8 1.90
F4 (10° kopif) 22.14 0.49 7 2.23
F5 (108 kopif) 18.64 0.72 8 3.84
C1 (10° kopif) 28.85 0.76 7 2.62
ABL C2 (10* kopif) 25.25 0.71 8 2.82
C3 (10° kopif) 21.74 0.81 8 3.74
Tabulka 18. Inter-assay analyza — bunééné linie PML-RARA bcrl a ABL (pramér CN)
Bunééné linie Redéni Pramér CN SD n CV (%)
2.5x 1072
(5 ng/200 11g) 583.95 149.19 20 25.55
25x 1073
PML-RARA berl (0.5 ng/200 ng) 44.98 12.25 20 27.23
25x 10
(0.05 ng/200 ng) 491 1.55 19 31.52
ABL - 35,171.47 22,448.3 99 63.83
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Tabulka 19. Inter-assay analyza — bunééna linie PML-RARA bcrl (primér NCN)

Bunécéna linie Redéni Pramér NCN* SD n CV (%)

25x1072

(5 ng/200 ng) 271.4 150.00 20 55.56
25x 1073

PML-RARA bcrl (0.5 ng/200 ng) 15.35 8.12 20 52.87
25x10*

(0.05 ng/200 ng) 1.66 0.91 18 55.14

ABL — 35,171.47 22,448.3 99 63.83

. . PML-RARA bcrlcn
* Pouze pro tyto studijni vysledky se NCN udava jako x 10,000.

ABLcn

Klinické studie

Hodnoceni vykonl bylo provedeno na pfistroji ABI PRISM 7700 SDS v kombinaci s
reagenciemi uvedenymi na seznamu v “Vyzadovany material, ktery neni soucasti soupravy”,
stranka 10. Studie ekvivalence validovaly jeji pouZiti pro nasledujici pfistroje: PFistroje
ABI PRISM 7000 a 7900HT SDS, LightCycler 1.2 a 480, Rotor-Gene 3000 a SmartCycler.

Skupina 26 laboratofi v 10 evropskych zemich organizovanych v ramci koordinovaného
postupu EAC pouzila plazmidy poskytnuté ipsogen ke zjisténi standardizovaného protokolu
pro analyzu qPCR hlavnich genl fuze spojované s leukémii v klinickém nastaveni.
Transkript PML-RARA bcrl byl jednim z gen( fuze (FG) zafazenych do studie. Pfedkladame
zde souhrn této validacéni studie; pIné vysledky byly zvefejnény v roce 2003 (4,5).

Inter-laboratorni reproducibilita pro CG a FG plasmidovych standardd

Jedenact laboratofi provedlo experiment mezilaboratorni reprodukovatelnosti s cilem
vyhodnotit variabilitu méFeni standardnich fed&ni plazmidd CG a FG. Redéni byla provadéna
v kazdém zafizeni dvojmo. Tabulka 20 uvadi primér, smérodatnou odchylku a CV (%) pro

kazdé redéni.
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Tabulka 20. Inter-laboratorni reproducibilita pro CG a FG plazmidové standardy

Gen Redéni Pramér Cr SD CV (%)
C1l 29.26 0.69 2.31

ABL kontrolni gen Cc2 25.79 0.65 2.53
C3 22.40 0.61 2.70
F1 35.84 0.79 221
F2 32.47 0.49 1.50

PML-RARA bcrl fazni gen F3 28.91 0.34 1.17
F4 21.82 0.30 1.40
F5 18.47 0.29 1.55

Hodnoty exprese FG transkriptu PML-RARA bcrl

Tabulky 21 a 22 ukazuji hodnoty exprese transkriptu FG PML-RARA bcrl a ABL CG pro

bunécénou linii NB4, pacienti s APL diagndzou a negativni kontrolni skupina pacient(.

Tabulka 21. Hodnoty exprese FG transkriptu PML-RARA bcrl a ABL CG — Ct hodnoty

Cr hodnoty (95% rozsah)

PML-RARA bcrl ABL
NB4 bunééna linie 24.7 23.7
Vzorky pacientd s APL
Kostni dferi (n = 14) 25.6 (23.1-27.5) 24.5 (21.7-28.5)
Periferni krev (n = 9) 25.7 (23.7-29.4) 24.6 (22.0-27.4)
Vzorky negativnich pacientu
Kostni dferi (n = 26) - 25.35 (24.68-26.02)
Periferni krev (n = 74) - 25.15 (24.83-25.48)

Hodnoty ABL Ct se mezi normalnimi a leukémickymi vzorky vyznamné neliSily, a to ani
mezi typy vzorkd (PB nebo BM) nebo mezi leukémickymi vzorky od pacient(
diagnostikovanych na APL.
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Tabulka 22. Hodnoty exprese FG transkriptu PML-RARA bcrl a ABL CG — hodnoty
CN a NCN

NCN hodnoty
CN hodnoty (95% rozsah) (95% rozsah)
CN berl/
PML-RARA bcrl ABL CN ABL
Vzorky pacientt
©oex _ 5129 1538.7 0.30
Kostni dfefi (n = 14) (1480-25,704) (133.2-46,781.28) (0.09-1.82)
Periferni krev (n =9) 3891 1400.76 0.36
(475-14,454) (50.27-11,274) (0.11-0.78)
Vzorky negativnich pacientt
C e _ 19,201
Kostni dfen (n = 26) - (12,922-25.480) -
N _ 21,136
Periferni krev (n = 74) - (17,834-24,437) -

Mira vyskytu faleSné pozitivnich a faleSné negativnich vzorka

Miry vyskytu faleSné negativnich a faleSné pozitivnich vzork( byly vypocitany pomoci
nasledujicich kontrol.

1 Pozitivni kontroly: Buriky NB4, bunééna linie dobfe znama pro svoji pozitivitu pro fuzni
gen PML-RARA bcr1; vzorky pacientu byly jiz prokazany jako PML-RARA bcrl
pozitivni.

1 Negativni kontroly: Negativni vzorky RNA, kontroly bez amplifikace (NAC) ziskané z
RNA E. coli namisto humanni RNA pro kontrolu kontaminace PCR a beztemplatové
kontroly (NTC), které obsahovaly vodu misto lidské RNA

Amplifikace vzorkd RNA FG byla provadéna v triplikatech a pro CG v duplikatech.
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FalesSné negativni vzorek byl definovan jako pozitivni RNA vzorek s méné nez 50 %

pozitivnimi jamkami (0/2, 0/3 nebo 1/3).

Falesné pozitivni vzorek byl definovan jako negativni vzorek s méné nez 50 % pozitivnimi
jamkami (1/2, 2/3 nebo 3/3).

Tabulka 23 ukazuje pocet a procentualni podil faleSné negativnich a falesné pozitivnich

vzorkd.

Tabulka 23. FaleSné negativni a faleSné pozitivni vzorky

FaleSna negativita FaleSna pozitivita
108 10 FG negativni kontrola NAC/NTC
0% (0/29) 0% (0/28) 11% (5/45) 5% (5/100)
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Symboly

Na obalech a Stitcich se mohou objevit nasledujici symboly:

Obsahuje dostatek reagencii pro <N> reakci

<N>
Pouzitelné do
IVD Prostfedek zdravotnické techniky pro in vitro diagnostiku
REF Katalogové Cislo

LOT Cislo 8arze

MAT Materialové Cislo (tj. oznaceni komponenty)
GTIN Mezinérodni &islo obchodni polozky GTIN
j Teplotni omezeni
Vyrobce

EIE Dalsi informace viz navod k pouZziti

Historie revizi dokumentu

R5, listopad 2017 DopInény poznamky o tom, Ze souprava kontrol ipsogen
PML-RARA bcr1 Controls Kit, kat. €. 672091, je ,Pouze pro
vyzkum®; opraveny drobné preklepy.
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Informace pro objednavani

Produkt Obsah Kat. €.
ipsogen PML-RARA bcrl Pro 24 reakci: ABL Control Gene Standardy, 672123
Kit (24) PML-RARA bcrl Fusion Gene Standardy, Mix

Primer( a prob ABL, Mix Primer( a Préb PML-
RARA bcrl Fusion Gene
Rotor-Gene Q MDx — validovany pro VD real-time PCR analyzu
v klinickych aplikacich
Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR cykler a High Resolution Melting 9002032
5plex HRM Platform analyzér s 5 kanaly (zeleny Zluty, oranzovy,
Cerveny a anchovy) plus HRM kanal, pfenosny
pocita¢, software, pfislusenstvi, 1-ro¢ni zaruka na
soucasti, instalace a Skoleni neni zahrnuto

Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR cykler a High Resolution Melting 9002033
5plex HRM System analyzér s 5 kanaly (zeleny zluty, oranzovy,

Cerveny a anchovy) plus HRM kanal, pfenosny

pocita€, software, pfislusenstvi, 1-ro€ni zaruka na

soucasti, instalace a Skoleni
ipsogen PML-RARA bcrl Controls Kit — pro kvalitativni validaci
extrakce RNA areverzni transkripci fuzniho genu PML-RARA bcrl
ipsogen PML-RARA bcrl BunéZné linie s negativni, vysokou a nizkou 672091*
Controls Kit pozitivni expresi fizniho genu PML-RARA bcrl

*Souprava kontrol ipsogen PML-RARA bcr1 Controls Kit, kat. €. 672091, je pouze pro vyzkumné ucely. Neni uréena
pro pouZiti pfi diagnostice. Zadné tvrzeni nebo uji$téni se netyka poskytovani informaci o diagnéze, prevenci nebo
IéEbé& nemoci.

Aktudlni licenéni informace a odmitnuti odpovédnosti specificka pro vyrobek jsou uvedeny
v pfiru¢ce pro sadu QIAGEN nebo pfiru¢ce uzivatele. Manualy k produktiim QIAGEN jsou
dostupné na www.giagen.com nebo na pozadani u technického servisu QIAGEN nebo
lokalniho distributor.
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Tento produkt je uréen pro dlagnostlcke pouziti in vitro. Produkty ipsogen se nesmi dale prodavat, upravovat pro dalsi prodej nebo pouzivat k vyrobé
komerénich produkti bez pi ¢ i QIAGEN.

Informace v tomto dokumentu se mohou zménit bez pf il a i. QIAGEN nepfiebira zadnou odpové za zadné chyby, které se mohou v
tomto dokumentu objevit. Ma se za to, Ze tento je vdobé Fejnéni uplny a presny. V Zzadném prlpade nebude QIAGEN odpovidat za
nahodné, zvlastni, ndsobné nebo nésledné Skody jici s pouzivanim tohoto dok nebo z ného vyplyvajici

Produkty ipsogen maji zaruku na dodrzeni pro né ych icky 0. Vyluény za k QIAGEN a vyluény opravny prostiedek

zakaznika se omezuje na nahradu vyrobku zdarma v prlpade, Ze se vyrobky nebudou chovat podle zaruky.

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

Omezena licenéni smlouva pro soupravu ipsogen PML-RARA bcrl Kit

Pouzitim produktu vyjadfuje kupujici nebo uZivatel tohoto produktu souhlas s nasledujicimi podminkami:

1.  Tento vyrobek se mize pouzivat vyhradné v souladu s protokoly poskytnutymi s timto vyrobkem a touto pfiruckou a pro pouZiti pouze s komponenty
dodanymi v soupravé. Spole¢nost QIAGEN neposkytuje Zadnou licenci svych dusevnich prav k pouzivani nebo zaclenéni soucasti, které jsou obsazeny

v této soupravé, spolecné s kterymikoliv soucastmi, které nejsou v této soupravé obsaZeny, s vyjimkou pfipadi popsanych v této pfirucce a dalsich
protokolech dostupnych na strankach www.qiagen.com. Nékteré z téchto dopliiujicich protokoll byly poskytnuty uZivateli vyrobkd spolecnosti QIAGEN pro
jiné uZivatele vyrobk( QIAGEN. Tyto protokoly nebyly dikladné testovany ani optimalizovany spole¢nosti QIAGEN. Spole¢nost QIAGEN nezaruéuje ani
neposkytuje zaruku na to, Ze neporusuji prava tfetich stran.

QIAGEN neposkytuje zadnou jinou zaruku nez vyslovné stanovené licence v tom smyslu, Ze tato sada a/Nebo jeji pouZiti nenarusuje prava tretich stran.
Tato sada a jeji dily jsou licencovany k jednordzovému pouziti a nesmi se pouZivat opakované, pfepracovana ani opakované prodavat.

QIAGEN specificky odmita jakékoliv dali vyslovné nebo nepfimé licence s vyjimkou téch, které jsou uvedeny vyslovné.

S

Kupujici a uZivatel této sady souhlasi s tim, Ze neposkytne a nepovoli nikomu jinému provadét Zadné kroky, které by mohly vést nebo by usnadnily jakékoliv
shora zakazané ¢innosti. QIAGEN mUze zakazy tohoto Omezeného licenéniho ujednani prosadit u kazdého soudu a vyZzadovat thradu v8ech vysetfovacich
a soudnich poplatkd, v¢. poplatkil za advokata, v ramci jakéhokoliv postupu k prosazeni tohoto Omezeného licenéniho ujednani nebo jakychkoliv jinych prav
dusevniho vlastnictvi vztahujicich se na tuto soupravu a/nebo jeji komponenty.

Pro aktualizovana licen¢ni ustanoveni viz www.giagen.com.

HB-1358-005 1108718 Nov-2017 © 2013-2017 QIAGEN, vSechna prava vyhrazena.
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