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Sihtotstarbeline kasutamine

ipsogen PMLRARA bcrl Kitt on modeldud PML-RARA tilip bcrl fusioon-transkriptide
kvantifitseerimiseks luulidis vdi perifeersetes vereproovides akuutse mieloidse leukeemia
(AML) alamgrupi patsientidel, kellel on diagnoositud M3 tsitomorfoloogia ja
t(15;17)(g22;921) translokatsioon, murdepunktiga PML intronis 6. Saadud tulemused on
mdeldud kasutamiseks abivahendina ravi saavate patsientide raviefektiivsuse jalgimiseks ja
minimaalse residuaalse haiguse (MRD) jarelkontrolliks, et jalgida haiguse taastumist.

Kokkuvote ja selgitus

PML-RARA fusioongeeni (FG) transkripte, mis on t(15;17)(g22;921) translokatsiooni
molekulaarne tulemus, seostatakse enamuse akuutse progranulotsiiiitse leukeemia (APL)
juhtudega (>90%), see on selgelt eristatav AML alamtiiip M3 tsiitomorfoloogiaga, mis
moodustab 10-15% kdikidest AML juhtudest. Tasakaalustatud retsiprookne translokatsioon
t(15;17) viib promielotsiiiitse leukemia (PML) geeni fuseerimiseni retiinhappe (retinoic acid)
retseptoriga alfa (RARA), tekitades PML-RARA fusioonvalgu. Kimaarne PML-RARA valk on
transkriptsiooniline  repressor. Selle  ekspressiooni seostatakse hairitud mieloidse
diferentseerumisega, pdhjuseks suurenenud afiinsus nukleaarse repressorvalkude kompleksi
(NcoR) vastu, kromatiini struktuuri muutmine histooni deatsetiilaasi (HDAC) abil ja
transkriptsiooni inhibeerimine. Ravi kdiktrans retiinhappega (ATRA) on APL puhul véga
efektiivne ja kaitub diferentseeriva agendina soodustades NCoR/HDAC kompleksi
vabanemist, seega normaalset transkriptsiooni taastades.

RARA murdepunktid on alati intronis 2. Olenevalt PML saidi murdepunktidest, intron 6, ekson
6 ja intron 3, vdivad tekkida vastavad PML-RARA transkriptide subtitbid pikk (L v6i bcrl),
variant (V vBi bcr2) ja lihike (S v8i bcr3) (Joonis 1). Need transkriptide subtulbid
moodustavad vastavalt 55%, 5% ja 40% juhtudest.
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Joonis 1. Skemaatiline diagramm PML-RARA FG transkriptist, mida katab EAC gPCR praimerite ja proovi
komplekt. Ttiubi berl (L) korral: ENFOO3-ENP942-ENR962. Tulbi ber2 (V) korral: ENFOO6-ENP942—
ENR962. Tulibi ber3 (S) korral: ENFOO5-ENP942-ENR962. Number praimerite ja proovi all viitab nende
nukleotiidsele positsioonile normaalses geenitranskriptis. Suhteline sagedus viitab iga FG transkripti
tlubi osale PML-RARA variantidest.

Kombineeritud ravi antratsikliini-pGhise kemoteraapia ja ATRA-ga on APL puhul vaga edukas,
andes pikaajalisi remissioone ja vdimalikku tervenemist kuni 70% vérskelt diagnoositud
patsientidel. Sellegipoolest esineb relapse ja madalat elulemust 15-25% patsientidel.
Unikaalse = PMLRARA  fusioongeeni  detekteerimine  konventsionaalse  kvalitatiivse
poodrdtranskriptsioon poliimeraas-ahelreakstiooni (RT-PCR) abil on olnud laialdaselt kasutusel
kiireks diagnoosimiseks ja ravivastuse ennustamiseks. Sellegipoolest on sellel tehnikal miinuseid
ja selle tundlikkus on suhteliselt madal.
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PML-RARA koopianumbri kvantifitseerimisel reaalaja kvantitatiivse PCR (gPCR) abil on
mitmeid eeliseid. See on véga tundlik ja reprodutseeritav tehnika, mis vdimaldab ka
kineetika hindamist. Hasti sissetdotatud standardiseeritud gPCR protokolli (EAC Program)
prognostilise vaartuse analliis erinevates ravifaasides APL patsientidel néitab, et see
lahenemine on robustne alternatiiv MRD hindamiseks ja et relapsi-riski stratifikatsiooni saab
kindlaks teha normaliseeritud PML-RARA koopiaarvu p&hjal. Post-konsolidatsiooni analliisis
on positiivne gPCR reaktsioon tugev ennustus jargnevaks hematoloogiliseks relapsiks.
Sailitava teraapia ajal ja pérast ravi 18ppu seostatakse positiivset qPCR testi kdrgema
relapsi-riski ja luhema elulemusega. Relapsi-riski stratifikatsioon, mis pdhineb PML-RARA
normaliseeritud koopianumbrite (NCN) kvantifitseerimisel, jagab patsiendid 3 gruppi: kdrge
relapsi-riskiga, keskmise relapsi-riskiga ja madala relapsiriskiga (1). PMLRARA
monitoorimine transkripti tundliku detekteerimise abil on oluline osa APL uldises
ravistrateegias (detailid viidetest 2 ja 3), mille abil valitakse ravitiilip ja intensiivsus erineva
relapsi-riskiga patsientidel.

MRD kvantifitseerimise meetodi standardiseerimine ja valideerimine on kehtestatud
multitsentrilise projekti abil, mida juhtis EAC ja mis on avaldatud aastal 2003 (4, 5).
ipsogen PML-RARA bcrl Kitt p6hineb sellel tehnoloogial.

Protseduuri pohimote

gPCR tehnika vBimaldab PCR produktide tapset kvantifitseerimist PCR amplifitseerimise
protsessi eksponentsiaalses faasis. Lisaks saab qPCR andmeid Kiiresti lugeda ilma PCR-jargse
tootlemiseta — fluorestsents-signaalide reaalajas detekteerimine toimub PCR tsikleerimise ajal
ja/vodi koheselt parast seda vahendades nii drastiliselt PCR produkti kontaminatsiooni ohtu.
Hetkel on saadaval 3 pdhilist tllpi gPCR tehnikat: qPCR anallils kasutades SYBR® Green |
varvi, gPCR analuis kasutades hidroliiisitavaid proove ja PCR analiilis kasutades
hubridisatsiooniproove.
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Selles analiiisis kasutatakse qPCR kahe-varvi oligonukleotiidi hiidrolilsi p&himdtet. PCR ajal
hubridiseeruvad forward ja reverse praimerid kindlale jérjestusele. Kahe varviga méargistatud
oligonukleotiid on samas segus. See proov, mis koosneb 5’ otsas reportervarvi ja 3’ otsas
summutaja markega oligonukleotiidist, hiibridiseerub sihtmérk-jarjestusele PCR produktis.
Hudrollusiproovidega gPCR analiiiis kasutab ara Thermus aquaticus (Taq) DNA poliimeraasi
5'Aa3' eksonukleaasset aktiivsust. Kui proov on intakine, summutab summutaja ldhedus
reportervarvi fluorestsentsi peamiselt Forster-tilipi energia llekande teel.

PCR ajal kui huvipakkuv marklaud on olemas, seondub proov spetsiifiliselt forward ja reverse
praimerisaitide vahele. DNA polimeraasi 5'a3"' eksonukleaasne aktiivsus hidrolilsib
proovi reporteri ja summutaja vahel ainult siis, kui proov on sihtmargile hibridiseerunud.
Proovi fragmendid tdrjutakse seejarel sihtmérgilt eemale ja ahela polumeriseerumine jatkub.
Proovi 3' ots on blokeeritud, et valtida proovi pikendamist PCR kaigus (Joonis 2). See
protsess toimub igas tsuklis ega sega produkti eksponentsiaalset kogunemist.

Fluorestsentssignaali kasvu detekteeritakse ainult siis, kui sihtméarkjarjestus on prooviga
komplementaarne ja seetdttu amplifitseerub PCR kaigus. Nende nduete tottu ei nahta
mittespetsiifilist amplifikatsiooni. Seega on fluorestsentsi kasv otseselt proportsionaalne sihtméargi
amplifitseerumisega PCR kaigus.
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Joonis 2. Reaktsiooni pGhimdte. Totaalne RNA poodrdtranskribeeritakse ja saadud cDNA
amplifitseeritakse PCR abil kasutades spetsiifiliste praimerite paari ja spetsiifilist sisemist kahevarvilist
proovi (FAM™-TAMRA™). Proov seondub amplikonile igas PCR seondumise etapis. Kui Taq pikendab
amplikonile seondunud praimerit, asendab see proovi 5’ otsa, mis degradeeritakse Tag DNA
polimeraasi 5'a3"' eksonukleaasse aktiivsuse abil. Hidroliiis jatkub kuni allesjaav proov amplikonilt
lahti sulab. Selle protsessi tulemusena vabanevad fluorofoor ja summutaja lahusesse, satuvad teineteisest
ruumiliselt eemale, FAM fluorestents kasvab ning TAMRA fluorestsents vaheneb.
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Kitis sisalduvad materjalid

Kiti sisu

ipsogen PML-RARA bcrl Kitt (24)
Katalooginr. 672123
Reaktioonide arv 24
Component Name Amount
ABL kontrollgeeni standardi lahus C1-ABL 50 ul
(103 koopiat/5 pl)

ABL kontrollgeeni standardi lahus C2-ABL 50 pl
(10* koopiat/5 pl)

ABL kontrollgeeni standardi lahus C3-ABL 50 pl
(10° koopiat/5 pl)

PML-RARA bcrl fusioongeeni standardi lahus F1-PML-RARA bcrl 50 ul
(10* koopiat/5 yl) "
PML-RARA bcrl fusioongeeni standardi lahus F2-PML-RARA bcrl 50 ul
(102 koopiat/5 pl) H
PML-RARA bcrl fusioongeeni standardi lahus F3-PML-RARA bcrl 50 ul
(10° koopiat/5 yl) "
PML-RARA bcrl fusioongeeni standardi lahus F4-PML-RARA bcrl 50 Ul
(105 koopiat/5 yl) "
PML-RARA bcrl fusioongeeni standardi lahus F5-PML-RARA bcrl 50 ul
(10° koopiat/5 pl) H
Praimerite ja proovi segu ABL* PPC-ABL 25x 90 ul
Praimerite ja proovi segu PML-RARA bcrl PPF-PML-RARA bcrl 110 pl
fusioongeen’ 25x

ipsogen PML-RARA berl Kiti Kasutusjuhend (eesti k.) 1
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* Spetsiifiliste reverse ja forward praimerite segu ABL kontrollgeenile pluss spetsiifiline FAM-TAMRA proov.
T Spetsiifiliste reverse ja forward praimerite segu PML-RARA bcrl fusioongeenile pluss spetsiifiline FAM-TAMRA proov.

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

Lisaks vajalikud materjalid

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

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

Reagendid

I Nukleaaside-vaba PCR puhtusega vesi

1 Reagendid poordtranskriptsiooniks: Valideeritud reagent on Superscript® Il (vOi
Superscript) Reverse Transcriptase, sisaldab 5x first-strand puhvrit, 100 mM DTT (Life
Technologies, kat. nr. 18064-022)

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

1 dNTP-d, PCR puhtusega
I Juhuslik heksameer
1 MgClz

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

I Nukleaaside-vabad aerosooli-resistentsed steriilsed PCR pipetiotsikud hiidrofoobsete
filtritega

I 0.5 mlvdi 0.2 ml RNaasi- ja DNaasi-vabad PCR tuubid

1 Jaa

Seadmed

1 Mikroliitri pipetid ainult PCR jaoks (1-10 ul; 20-100 pl; 200-1000 ul)

1 Lauatsentrifuug rootoriga 0.2 ml/0.5 ml tuubidele (maksimumkiirusega 13,000 /
14,000 rpm)

I Reaalaja PCR instrument: Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM v&i muu Rotor-Gene Q
instrument; LightCycler 1.2, 2.0 v8i 480; ABI PRISM 7000, 7700, vB8i 7900HT SDS;
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System; vdi SmartCycler; ja sellega seotud
spetsiifiline materjal

I Termotsiikler vdi vesivann (p&ordtranskriptsiooni etapp)

Lisareagendid

1 Kontrollide komplekt ipsogen PML-RARA bcrl Controls Kit (kat nr 672091) on ette
nahtud ainult teaduslikuks kasutamiseks. See sisaldab fusioongeeni PML-RARA bcrl
negatiivse, kdrge ja madala ekspressiooniga rakuliine RNA eraldamise ja
poordtranskriptsiooni kvalitatiivseks valideerimiseks

Hoiatused ja ettevaatusabinoud

In vitro diagnostiliseks kasutamiseks

ipsogen PML-RARA bcrl Kiti Kasutusjuhend 11/2017
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Kemikaalidega tootamisel tuleb alati kanda sobivat laborikitlit, hekordseid kindaid ja
kaitseprille. Lisainformatsiooni saamiseks lugege SDS infolehti (safety data sheets). Need on
internetis kattesaadavad mugavas ja kompaktses PDF formaadis www.qiagen.com/safety,
kus saate iga QIAGEN!I Kkiti ja kiti komponendi kohta SDS otsida, vaadata ja printida.

Ké&idelge proovide ja analliside ja&tmed vastavalt kohalikele regulatsioonidele.

Uldised ettevaatusabindud

gPCR testide kasutamine eeldab haid laboritédharjumusi, sh seadmete hooldamine, mis on
puhendatud molekulaarbioloogiale ja koosk8las vastavate regulatsioonide ning oluliste
standarditega.

See kitt on m&eldud in vitro diagnostiliseks kasutamiseks. Selle kiti reagendid ja juhised on
valideeritud  optimaalseks toimimiseks. Reagentide edasine lahjendamine  vdi
inkubatsiooniaegade ja -temperatuuride muutmine vdib anda vigaseid vOi ebakdlalisi
tulemusi. PPC ja PPF reagendid v8ivad kokkupuutel valgusega muutuda. K&ik reagendid on
formuleeritud spetsiifiliselt selle testiga kasutamiseks. Testi optimaalseks toimimiseks ei tohi
Uihtegi komponenti asendada.

Transkripti hulga maaramine gPCR abil vajab nii mRNA po6ordtranskribeerimist kui ka
saadud cDNA amplifitseerimist PCR abil. Seega tuleb kogu analiis viia labi
RNaasi/DNaasi-vabadel tingimustel.
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Olge eriti ettevaatlikud, et valtida:
I RNaasi/DNaasi kontaminatsiooni, mis vBib degradeerida algse mRNA ja siinteesitud
cDNA

I mRNA vdi PCR jadkkontaminatsiooni, mis annab valepositiivse signaali

Seet6ttu soovitame jargmist.
1 Kasutage nukleaaside-vabasid laboritarvikuid (nt pipetid, pipetiotsikud, reaktsioonituubid)
ja kandke analiitsi 1&bi viies kindaid.

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

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

1 Kasitsege standardite lahjendusi (C1-3 ja F1-5) eraldi ruumis.
Reagentide sailitamine ja kasitsemine

Kitid transporditakse kuival jaal ja neid tuleb sailitada kohalejdudmisel temperatuuril -30°C
kuni -15°C.

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

1 Enne avamist segage tube drnalt ja tsentrifuugige.

1 Sailitage koiki kiti komponente originaalpakendites.

Need sailitustingimused kehtivad nii avatud kui avamata komponentidele. Komponendid,

mida on hoitud teistel tingimustel kui siltidel kirjas, ei pruugi korralikult toimida ning vdivad
anallisi tulemusi ebasoodsalt mjutada.
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Ilga reagendi aegumistdhtajad on naidatud komponendi sildil.  Korrektsete
sdilitamistingimuste korral on toode kasutamiskdlblik sildil prinditud aegumistéhtajani.

Toote ebastabiilsuse maaramiseks ei ole iheseid signaale. Sellegipoolest tuleb positiivseid ja

negatiivseid kontrolle alati tundmatute proovidega koos analiiisida.
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Protseduur

Proovi RNA ettevalmistamine

RNA ettevalmistamine patsientide proovidest (veri vdi luulidi) tuleb labi viia valideeritud
protseduuri abil. Analiilsi kvaliteet sdltub suuresti sisend-RNA kvaliteedist. Seetdttu soovitame
enne analliisi puhastatud RNA kvaliteeti kontrollida agaroos-geelelektroforeesi* voi Agilent®
Bioanalyzer® instrumendi abil.

Protokoll: Soovituslik standardiseeritud EAC pddord-transkriptsioon

Mida teha enne alustamist

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

1 Valmistage ette juhuslik heksameer, 100 pM. Séilitage temperatuuril —20°C
alikvootidena.

1 Valmistage ette MgClz, 50 mM. Sailitage temperatuuril —20°C alikvootidena.

Protseduur

1. Sulatage kdik komponendid ja asetage need jaale.

2. Inkubeerige 1 pg RNA-d (1-4 pl) 10 minutes temperatuuril 70°C ja jahutage koheselt
jaal 5 minutit.

3. Tsentrifuugige lthidalt (ca 10 sekundit, 10,000 rpm), et koguda vedelik tuubi pdhja.
Seejarel hoidke jaal.

4. Valmistage ette jArgmine RT segu vastavalt td6deldavate proovide arvule (Tabel 1).

* Kemikaalidega todtamisel kandke alati sobivat laborikitlit, Ghekordseid kindaid ja kaitseprille.
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Tabel 1. RT segu ettevalmistamine

Maht proovi kohta L6pp-
Komponent (") kontsentr.
First-Strand Buffer (kaasas Superscript Il Reverse
- e 4.0 1x
Transcriptase enstiimiga), 5x
MgClz (50 mM) 2.0 5 mM
dNTP-d (10 mM igaliks, eelnevalt valmistada ja 20 1 mM
sdilitada temperatuuril —20°C alikvootidena) )
DTT (190 mM, ka:':.\.sa_s Superscript Il Reverse 20 10 mM
Transcriptase ensiiimiga)
RNaasi inhiibitor (40 U/pul) 0.5 1 U/ul
RNaasi inhiibitor (40 U/pl) 0.5 1 U/l
Juhuslik heksameer (100 pM) 5.0 25 uM
Superscript Il vdi Superscript Reverse
Transcriptase ensiiim (200 U/pl) 05 2 B
Kuumutatud RNA proov (lisada etapis 5) 1.0-4.0 50 ng/ul
Nukleaaside-vaba PCR-puhtusega vesi (lisada
- 0.0-3.0 -
etapis 5)
Ldppmaht 20.0 -

5. Pipeteerige 16 pl RT segu igasse PCR tuubi. Seejarel lisage 1-4 pl (1 pg) RNA (etapist 3)
ja kohandage mahuni 20 pl nukleaaside-vaba PCR-puhtusega veega (vt Tabel 2).

Tabel 2. Péordtranskiptsiooni reaktsiooni ettevalmistamine

Komponent Maht (ul)
RT segu 16
Kuumutatud RNA proov (1 ug) 1-4
Nukleaaside-vaba PCR-puhtusega vesi 0-3
Loppmaht 20
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9.

Segage korralikult ja tsentrifuugige luhidalt (ca 10 sekundit, 10,000 rpm), et koguda
vedelik tuubi pdhja.

Inkubeerige temperatuuril 20°C 10 minutit.

Inkubeerige temperatuuril 42°C termotsiikleris 45 minutit, seejarel koheselt temperatuuril
99°C 3 minutit.

Jahutage jaal (reaktsiooni peatamiseks) 5 minutit.

10.Tsentrifuugige luhidalt (ca 10 sekundit, 10,000 rpm), et koguda vedelik tuubi p&hja.

Seejarel hoidke jaal.

11.Lahjendage 18plik cDNA 30 pl nukleaaside-vaba PCR-puhtusega veega nii, et [dppmaht

on 50 pl.

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

Kasutades seda instrumenti, soovitame k&ik mddtmised labi viia duplikaatidena, nagu
naidatud Tabelis 3.

Tabel 3. Reaktsioonide arv Rotor-Gene Q instrumendil 72-tuubi rootoriga

Proovid Reaktsioonid

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

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

ABL standard
Vee-kontroll 2 reaktsiooni

PML-RARA bcrl praimerite ja proovi seguga (PPF-PML-RARA bcrl)
n cDNA proovi n x 2 reaktsiooni

2 x 5 reaktsiooni (5 lahjendust, igalks

PMLRARA standard testitud duplikaadina)

Vee-kontroll 2 reaktsiooni

Proovide to6tlemine Rotor-Gene® Q instrumendil 72-tuubi rootoriga

Soovitame testida vahemalt 8 cDNA proovi samas eksperimendis, et optimeerida

standardite ning praimerite ja proovi segude kasutamist.
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5253 53 545‘

5354 54 53 53 52 7

Joonis 3. Soovituslik rootori paigutus igas eksperimendis ipsogen PML-RARA bcrl Kitiga. F1-5: PML-
RARA bcrl standardid; C1-3: ABL standardid; S: cDNA proov; H20: vee-kontroll.

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

Taitke k8ik Ulejaanud positsioonid tiihjade tuubidega.
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gPCR Rotor-Gene Q instrumendil 72-tuubi rootoriga

Markus: Viige kdik etapid labi jaal.

Protseduur

1. Sulatage kdik vajalikud komponendid ja asetage need jaale.
2. Valmistage ette jargmine qPCR segu vastavalt tdddeldavate proovide arvule.
K&ik kontsentratsioonid on reaktsiooni I6ppmahu kohta.

Tabelis 4 kirjeldatakse (ihe reagendisegu ettevalmistamise pipeteerimisskeemi, arvutatud
nii, et reaktsiooni Idppmaht on 25 pl. Vastavalt reaktsioonide arvule saab ette valmistada
eelsegu, kasutades sama praimerite ja proovi segu (kas PPC-ABL vdi PPF-PML-RARA
berl). Pipeteerimisvigade kompenseerimiseks on sissearvestatud lisamahud.

Tabel 4. gPCR segu ettevalmistamine

PML-RARA becr1:

1lreakts. ABL:24+1 28 + 1 reakts. LOpp-
Komponent (TU)] reakts. (ul) (1) kontsentr.
TagMan Universal PCR
Master Mix, 2x 12.5 312.5 362.5 1x
Praimerite ja proovi 1 o5 29 1x
segu, 25x
Nukleaa3|de-vfe1ba PCR- 6.5 162.5 188.5 B
puhtusega vesi
Proov (lisada etapis 4) 5 5 igat 5 igat -
Kogumaht 25 25 igat 25 igat -
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3. Dispenseerige iga tuubi kohta 20 ul gPCR eelsegu.

4. Lisage 5 pl RT produkti (cDNA, 100 ng RNA ekvivalent), mis saadi p&ordtranskriptsioonil
(vt “Protokoll: Soovituslik standardiseeritud EAC pddrd-transkriptsioon”, Ik 15) vastavasse
tuubi (kogumaht 25 pl).

5. Segage ornalt pipeteerides ules-alla.
6. Asetage tuubid termotsiiklerisse vastavalt tootja soovitustele.

7. Programmeerige Rotor-Gene Q instrumendi termotsukleerimise programm nagu toodud
Tabelis 5.
Tabel 5. Temperatuuriprofiil

Analulsireziim Quantitation

Hold Temperatuur: 50 kraadi
Aeg: 2 min

Hold 2 Temperatuur: 95 kraadi
Aeg: 10 min

Cycling 50 korda

95 kraadi 15 sekundit

60 kraadi 1 min FAM fluorestsentsi kogumine kanalis
Green: Single

8. Kaivitage termotsiikleerimise programm, nagu kirjeldatud Tabelis 5.

9. Rotor-Gene Q instrumendil valige analiiiisiks “Slope Correct”. Soovitame lavendiks

panna 0.03.
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Protokoll: gPCR ABI PRISM 7000, 7700 ja 7900HT SDS, Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System ja LightCycler 480
instrumentidel

Kasutades 96-augulise-plaadi

duplikaatidena, nagu naidatud Tabelis 6.

gPCR seadmeid, soovitame kdik mddtmised labi viia

Tabel 6. Reaktsioonide arv kasutades 96-augulise-plaadi gPCR seadet

Proovid

Reaktsioonid

ABL praimerite ja proovi seguga (PPC-ABL)
n cDNA proovi

ABL standard

Vee-kontroll

PML-RARA bcrl praimerite ja proovi seguga (PPF-PML-RARA bcrl)

n cDNA proovi
PML-RARA bcrl standard

Vee-kontroll

n x 2 reaktsiooni

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

2 reaktsiooni

n x 2 reaktsiooni

2 x 5 reaktsiooni (5 lahjendust, igalks
testitud duplikaadina)

2 reaktsiooni

Proovi t66tlemine ABI PRISM 7000, 7700 ja 7900 SDS, Applied Biosystems 7500
Real-Time PCR System ja LightCycler 480 instrumentidel

Soovitame testida véhemalt 8 cDNA proovi samas eksperimendis, et optimeerida

standardite ning praimerite ja proovi segude kasutamist. Joonisel 4 on naidatud sellise

eksperimendi plaadiskeem.
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L A

PPF PML-RARA ber <ﬁ>

Joonis 4. Soovituslik plaadiskeem tihe eksperimendi jaoks. S: cDNA proov; F1-5: PML-RARA bcrl
standardid; C1-3: ABL standardid; H20: vee-kontroll.

gPCR ABI PRISM 7000, 7700 ja 7900 SDS, Applied Biosystems 7500 Real-Time
PCR System ja LightCycler 480 instrumentidel

Markus: Viige kdik etapid labi jaal.
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Protseduur

1. Sulatage kdik vajalikud komponendid ja asetage need jaale.
2. Valmistage ette jargmine gqPCR segu vastavalt tddeldavate proovide arvule.
Kdik kontsentratsioonid on reaktsiooni I6ppmahu kohta.

Tabelis 7 kirjeldatakse tihe reagendisegu ettevalmistamise pipeteerimisskeemi, arvutatud
nii, et reaktsiooni Idppmaht on 25 pl. Vastavalt reaktsioonide arvule saab ette valmistada
eelsegu, kasutades sama praimerite ja proovi segu (kas PPC-ABL vdi PPF-PML-RARA
berl). Pipeteerimisvigade kompenseerimiseks on sissearvestatud lisamahud.

Tabel 7. gPCR segu ettevalmistamine

PML-RARA

1 reakts. ABL: 24 +1 berl: 28 +1 L6pp-
Komponent () reakts. (ul) reakts. (ul) kontsentr.
TagMan Universal
PCR Master Mix, 2x 12.5 312.5 362.5 1x
Praimerite ja proovi 1 o5 29 1x
segu, 25x
Nukleaaside-vaba
PCR- puhtusega vesi 6.5 1625 1885 -
Proov (lisada etapis 4) 5 5 igat 5 igat -
Kogumaht 25 25 igat 25 igat -

3. Dispenseerige iga plaadiaugu kohta 20 pl gPCR eelsegu.

4. Lisage 5 ul RT produkti (cDNA, 100 ng RNA ekvivalent), mis saadi p&ordtranskriptsioonil
(vt “Protokoll: Soovituslik standardiseeritud EAC p6o6rd-transkriptsioon”, Ik 15) vastavasse
auku (kogumaht 25 pl).

5. Segage drnalt pipeteerides ules-alla.

6. Sulgege plaat ja tsentrifuugige lihidalt (300 x g, ca 10 sekundit).
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7. Asetage tuubid termotsiiklerisse vastavalt tootja soovitustele. Programmeerige

termotsukleri termotsiikleerimise programm nagu kirjeldatud Tabelis 8 ABI PRISM 7000,

7700 ja 7900HT SDS ja Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System kohta, v&i

Tabelis 9 LightCycler 480 instrumendi kohta.

Tabel 8. Temperatuuriprofiil ABI PRISM 7000, 7700 ja 7900HT SDS ja Applied Biosystems

7500 Real-Time PCR System puhul

Analldsireziim

Hold

Hold 2

Cycling

Standard Curve — Absolute Quantitation

Temperatuur: 50°C
Aeg: 2 minutes

Temperatuur: 95°C

Aeg: 10 minutes

50 korda

95°C 15 sekundit

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

Tabel 9. Temperatuuriprofiil LightCycler 480 instrumendi puhul

Mode of analysis
Detection formats

Hold

Hold 2

Cycling

Absolute Quantification (“Abs Quant”)
Valige “Simple Probe” Detection formats aknas

Temperatuur: 50°C
Aeg: 2 minutit
Temperatuur: 95°C
Aeg: 10 minutit
50 korda

95°C 15 sekundit

60°C 1 minut kogudes FAM fluorestsentsi, mis vastab (483-533
nm) LC versioonis 01 ja (465-510 nm) LC versioonis 02
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8. ABI PRISM 7000, 7700 ja 7900HT SDS ja Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR
System seadme korral jargige etappi 8a. LightCycler 480 puhul jargige etappi 8b.

8a. ABI PRISM 7000, 7700 ja 7900HT SDS ja Applied Biosystems 7500 Real-Time
PCR System: Soovitame lavendi seada 0.1 nagu kirjeldatud EAC protokolli
analliisietapis ja baseline seada tsuklite 3 ja 15 vahele. Kaivitage
termotsikleerimise programm nagu kirjeldatud Tabelis 8.

8b. LightCycler 480: Soovitame Fit point analliisireziimi, taust 2.0 ja lavend 2.0.
Kaivitage termotsiikleerimise programm nagu kirjeldatud Tabelis 9.

Protokoll: gPCR LightCycler 1.2 ja 2.0 instrumentidel

Kapillaarinstrumentide puhul soovitame mddta proove duplikaatidena ja kontrolle ainult Gihe
korra, nagu kirjeldatud Tabelis 10.

Tabel 10. Reaktsioonide arv LightCycler 1.2 ja 2.0 instrumentidel

Proovid Reaktsioonid

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

ABL standard tt;;z(;e;ﬁls(lgrc:jr:eg lahjendust, igatiks
Vee-kontroll 1 reaktsioon
PML-RARA bcrl praimerite ja proovi seguga (PPF-PML-RARA bcrl)
n cDNA proovi n x 2 reaktsiooni

1 x 5 reaktsiooni (5 lahjendust, igaiiks

PMLRARA berl standard testitud tihekordselt)

Vee-kontroll 1 reaktsioon
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Proovide todtlemine LightCycler 1.2 ja 2.0 instrumentidel

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

Joonis 5. Soovituslik rootori paigutusiga eksperimendi jaoks ipsogen PML-RARA berl Kitiga. F1-5:
PML-RARA bcrl standardid; C1-3: ABL standardid; S: tundmatu DNA proov analtisimiseks;
H20: vee-kontroll.

gPCR LightCycler 1.2 ja 2.0 instrumentidel

Mérkus: Tehnoloogiliste nduete tdttu tuleb LightCycleri eksperimente labi viia spetsiaalsete
reagentidega. Soovitame kasutada LightCycler TagMan Master ja jargida tootja juhiseid
Master Mix 5x valmistamisel.

Markus: Viige k8ik etapid l&abi jaal.
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Protseduur

1.
2.

Sulatage kdik vajalikud komponendid ja asetage need jaale.
Valmistage ette jargmine qPCR segu vastavalt tdddeldavate proovide arvule.
Kdik kontsentratsioonid on reaktsiooni I6ppmahu kohta.

Tabelis 11 kirjeldatakse Uhe reagendisegu ettevalmistamise pipeteerimisskeemi,
arvutatud nii, et reaktsiooni [6ppmaht on 20 ul. Vastavalt reaktsioonide arvule saab ette
valmistada eelsegu, kasutades sama praimerite ja proovi segu (kas PPC-ABL v&i PPF-PML-
RARA bcrl). Pipeteerimisvigade kompenseerimiseks on sissearvestatud lisamahud.

Tabel 11. gPCR segu ettevalmistamine

Komponent () reakts. (ul) reakts. (ul) kontsentr.

PML-RARA
1 reakts. ABL: 14 + 1 berl: 16 +1 L6pp-

Varskelt valmistatud
LightCycler TagMan 4 60 68 1x
Master Mix, 5x

Praimerite ja proovi

s8ql, 25X 0.8 12 13.6 1x
Nukleaa3|de-vfe1ba PCR- 10.2 153 173.4 _
puhtusega vesi

Proov (lisada etapis 4) 5 5 igat 5 igat -
Kogumaht 20 20 igat 20 igat -

3. Dispenseerige 15 pl gPCR eelsegu kapillaari kohta.

4. Lisage 5 pl RT produkti (cDNA, 100 ng RNA ekvivalent), mis saadi p&ordtranskriptsioonil
(vt “Protokoll: Soovituslik standardiseeritud EAC pddrd-transkriptsioon”, Ik 15),
vastavasse tuubi (kogumaht 20 pl).

5. Segage ornalt pipeteerides ules-alla.
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6. Asetage kapillaarid seadmega kaasasolevatesse adapteritesse ja tsentrifuugige lihidalt
(700 x g, ca 10 sekundit).

7. Laadige kapillaarid termotsiklerisse vastavalt tootja soovitustele.

8. Programmeerige LightCycler 1.2 vdi 2.0 instrumendi termotsiikleerimise programmnagu
kirjeldatud Tabelis 12.

Tabel 12. Temperatuuriprofiil

Mode of analysis Quantification

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

Cycling 50 korda

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

Hold 2 45°C 1 minut; ramp: 20

9. LightCycler 1.2 puhul jargige etappi 9a. LightCycler 2.0 puhul jargige etappi 9b.
9a. LightCycler 1.2: Soovituslik on F1/F2 ja “2" derivative analysis” reZiim. Kaivitage
termotsiikleerimise programm nagu kirjeldatud Tabelis 12.

9b. LightCycler 2.0: Soovituslik on Automated (F’max) analiius LightCycler 2.0
Software versioonil 4.0, et saada korratavaid tulemusi. Kaivitage
termotsiikleerimise programm nagu kirjeldatud Tabelis 12.
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Protokoll: gPCR SmartCycler instrumendil

Seda instrumenti kasutades on soovitatav m&6ta proove duplikaatidena ja kontrolle

Uhekordselt, nagu naidatud Tabelis 13.

Tabel 13. Reaktsioonide arv SmartCycler instrumendil

Proovid

Reaktioonid

ABL praimerite ja proovi seguga (PPC-ABL)
n cDNA proovi

ABL standard

Vee-kontroll

PML-RARA bcrl praimerite ja proovi seguga (PPF-PML-RARA bcrl)

n cDNA proovi
PML-RARA bcrl standard

Vee-kontroll

n x 2 reaktsiooni

1 x 3 reaktsiooni (3 lahjendust, igatiks
testitud tGhekordselt)

1 reaktsioon

n x 2 reaktsiooni

1 x 5 reaktsiooni (5 lahjendust, igaiiks
testitud Uhekordselt)

1 reaktsioon

Proovi to6tlemine SmartCycler instrumendil

Soovitame testida vahemalt 5 cDNA proovi samas eksperimendis, et optimeerida

standardite ning praimerite ja proovi segude kasutamist. Joonisel 6 toodud kahe-bloki

skeemil on toodud naidis.
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Joonis 6. Soovituslik plaadipaigutus Uihe eksperimendi jaoks. S: cDNA proov; F1-5: PML-RARA bcrl
standardid; C1-3: ABL standardid; H20: vee-kontroll.

gPCR SmartCycler instrumendil

Markus: Viige kdik etapid l&bi jaal.

Protseduur

1. Sulatage kdik vajalikud komponendid ja asetage need jaale.

2. Valmistage ette jargmine gqPCR segu vastavalt tdddeldavate proovide arvule.
Kdik kontsentratsioonid on reaktsiooni I8ppmahu kohta.

Tabelis 14 kirjeldatakse (ihe reagendisegu ettevalmistamise pipeteerimisskeemi,

arvutatud nii, et reaktsiooni [6ppmaht on 25 pl. Vastavalt reaktsioonide arvule saab ette

valmistada eelsegu, kasutades sama praimerite ja proovi segu (kas PPC-ABL v8i PPF-PML-

RARA bcrl). Pipeteerimisvigade kompenseerimiseks on sissearvestatud lisamahud.
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Tabel 14. gPCR segu ettevalmistamine

PML-RARA

ABL: 14 +1 berl: 16 +1 LOpp-
Komponent 1 reakts. (ul) reakts. (ul) reakts. (ul) kontsentr.
TagMan Universal
PCR Master Mix, 2x 12.5 187.5 212.5 1x
Praimerite ja proovi 1 15 17 1x
segu, 25x
Nukleaaside-vaba
PCR-puhtusega vesi 65 975 1105 -
Proov (lisada etapis 4) 5 5 igat 5 igat -
Kogumaht 25 25 igat 25 igat -

3. Dispenseerige 20 ul gPCR eelsegu plaadiaugu kohta.

4. Lisage 5 pl RT produkti (cDNA, 100 ng RNA ekvivalent), mis saadi p&ordtranskriptsioonil
(vt “Protokoll: Soovituslik standardiseeritud EAC pddrd-transkriptsioon”, Ik 15),

vastavasse tuubi (kogumaht 25 pl).

5. Segage ornalt pipeteerides ules-alla.

6. Laadige proovid termotsiiklerisse vastavalt tootja soovitustele.

7. Programmeerige SmartCycler instrumendi termotsiikleerimise program nagu kirjeldatud

Tabelis 15.
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Tabel 15. Temperatuuriprofiil

Hold Temperatuur: 50°C
Aeg: 2 minutit
Hold 2 Temperatuur: 95°C

Aeg: 10 minutit
Cycling 50 korda
95°C 15 sekundit
60°C 1 minut andmete kogumisega acquisition: Single

8. Soovitame lavendi seada 30. Kaivitage termotsiikleerimise program nagu kirjeldatud
Tabelis 15.
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Tulemuste tdlgendamine

Andmeanalidsi pdhimote

TagMan tehnoloogiat kasutades nimetatakse PCR tsiiklite arvu, mis on vajalik signaali
detekteerimiseks dle l&vendi, l&vitsiikliks (Cr) ning see on otseselt proportsionaalne
reaktsiooni alguses olemas olnud sihtmargi hulgaga.

Kasutades teadaoleva molekulide arvuga standardeid, on vdimalik tekitada standardkdver
ja maarata kindlaks sihtméargi tdpne hulk testitavas proovis. ipsogen standardk@verad on
plasmiidipdhised; kasutame 3 plasmiidse standardi lahjendust ABL kontrollgeeni (CG) ja 5
standardi lahjendust fusioongeeni (PML-RARA bcrl) puhul, et kindlustada tapsed
standardkdverad. Joonistel 7 ja 8 on toodud ndidised TagMan amplifikatsioonikdveratest,
mis on saadud ipsogen PML-RARA bcrl Kitiga.

Ameiitication Curves -
B spL 107 e
0 ABRL 104 z
m AEBL10=
1 i J,"l
jl

Joonis 7. ABL standardite detekteerimine (C1, C2, C3). 103, 10* ja 10° koopiat/5 pl.
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PML-RARA berl 10!
PML-RARA ber1 107
PML-RARA berl 10°
PML-RARA berl 107 e
PML-RARA berl 10°

EERON

Fluorascensa [403-533)

R ,-'.I

Joonis 8. PML-RARA bcrl standardite detekteerimine (F1-F5). 10%, 102, 108, 10° ja 10° koopiat/5 pl.

Tulemused

Standardkdver ja kvaliteedikriteeriumid

Toorandmeid on véimalik transportida analliisimiseks Excel® faili.

Iga geeni (ABL ja PMLRARA) toor-Cr vaartused, mis saadakse plasmiidse standardi
lahjendustest, seatakse graafikule vastavalt log koopianumbrile (3, 4 ja 5 C1, C2 ja C3
puhul; 1, 2, 3, 5 ja 6 F1, F2, F3, F4 ja F5 puhul). Joonisel 9 on toodud naidis teoreetilisest
kdverast, mis on arvutatud 5 standardi lahjenduse p&hjal.
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Joonis 9. Teoreetiline kdver, mis on arvutatud 5 standardi lahjenduse pdhjal. Lineaarne
regressioonikdver (y = ax + b) arvutatakse igale geenile (ABL ja PML-RARA), milles a on joone kalle ja b
on y-I6ikaja, mis on joone y-teljega I6ikumise punkti y-koordinaat. Selle vBrrand ja m&aramise koefitsent
(R?) prinditakse graafikule.

Kuna standardid on 10-kordsed lahjendused, on joone teoreetiline kalle -3.3. Kalle -3.0
kuni —3.9 on vastuvBetav seni kuni R2 on >0.95 (6). Sellegipoolest on tapsete tulemuste
huvides eelistatav R2 vaartus >0.98 (7).

Normaliseeritud koopianumber (NCN)
ABL standardkdvera valemit tuleb kasutada, et teisendada tundmatute proovide toor-Cr

vaartused (saadud PPC-ABL-ga) ABL koopianumbriteks (ABLcn).

PML-RARA standardkdvera valemit tuleb kasutada, et teisendada tundmatute proovide toor-
Cr véartused (saadud PPF-PML-RARA-ga) PML-RARA koopianumbriteks (PML-RARAcnN).

Nende CN vaartuste suhe annab normaliseeritud koopianumbri (NCN):
PML-RARAcN

NCN =
ABLcn
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MRD vaartus

Minimaalse residuaalse haiguse (MRD) vaartus on suhe CG normaliseeritud FG
ekspressiooni vahel kordusproovis (FGen/CGen)rue ja diagnostilises proovis (FGen/ CGen)ox.

(FGen/ CGen)rup
MRD vaartus (MRDV) = ——

(FGen/CGen)ox
Tundlikkus

Tundlikkus (SENSv) arvutatakse vastavalt FG relatiivsele ekspressioonile diagnoosimisel
(FGen/CGen)ox ja CG ekspressioonile (CGen,rur) kordusproovis.

CGecen,px

Tundlikkus (SENSv) =
CGecen,rur X FGen,px
ABL vaartuste kvaliteedikontroll

Kehv RNA kvaliteet vdi probleemid gPCR etappides annavad tulemuseks madala ABLcn.
Soovitame kdrvale jatta nende proovide tulemused, mille ABLcn <1318 (madalam véaartus
95% CI patsientide proovidest EAC uurimuses, viide 2).

Kordusproovide korratavus

Cr véartuste varieeruvus kordusproovide vahel peaks olema <2, mis vastab 4-kordsele

muutusele koopianumbrite vaartustes.

Cr vaartuste varieeruvus kordusproovide vahel on tavaliselt <1.5 kui kordusproovide
keskmine Cr vaartus on <36 (6).

Mérkus: Iga kasutaja peab mddtma nende enda korratavust oma laboris.
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Vee-kontrollid

Negatiivsed kontrollid peaksid andma null CN.

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

Vigade leidmise peatiikk on vdimalike probleemide lahendamisel abiks. Lisateabe saamiseks
poorduge kliinilise koordinaatori poole v8i killastage veebisaiti www.giagen.com.

Kommentaarid ja soovitused

Negatiivne tulemus kontrollgeeni (ABL) ja PML-RARA bcrl puhul kdikides proovides —

standard korras

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

Testige paralleelselt rakuliini RNA positiivset kontrolli
(ipsogen PML-RARA bcrl Controls Kit, kat. nr.

672091)*).
b) Podrdtranskriptsiooni Kontrollige alati enne alustamist RNA kvaliteeti ja
etapi ebadnnestumine kontsentratsiooni.

Testige paralleelselt rakuliini RNA positiivset kontrolli
(ipsogen PML-RARA bcrl Controls Kit, kat. nr.
672091)*).

Negatiivne tulemus kontrollgeeni (ABL) puhul proovides — standard korras

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

Testige paralleelselt rakuliini RNA positiivset kontrolli
(ipsogen PML-RARA bcrl Controls Kit, kat. nr.

672091)*).
b) Podrdtranskriptsiooni Kontrollige alati enne alustamist RNA kvaliteeti ja
etapi ebadnnestumine kontsentratsiooni.

Testige paralleelselt rakuliini RNA positiivset kontrolli
(ipsogen PML-RARA bcrl Controls Kit, kat. nr.
672091)*).

Standardi signaal negatiivne

a) Pipeteerimisviga Kontrollige pipeteerimisskeemi ja reaktsiooni koostist.
Korrake PCR.

ipsogen PML-RARA bcrl Kiti Kasutusjuhend 11/2017 39



Kommentaarid ja soovitused

b) Kiti komponentide Sailitage ipsogen PML-RARA bcrl Kitti temperatuuril
ebadige sailitamine -15 kuni —30°C ja hoidke praimerite ja proovi segusid
(PPC ja PPF) valguse eest kaitstuna. Vt “Reagentide
sdilitamine ja kasitsemine”, Ik 13.

Valtige korduvat kiilmutamist ja sulatamist.
Sailitage reagendid alikvootidena.
Negatiivsed kontrollid on positiivsed
Kross-kontaminatsioon Asendage kdik olulised reagendid.

Korrake eksperimenti k@ikide reagentide uute
alikvootidega.

Ké&sitsege alati proove, kiti kompenente ja kulutarvikuid
kooskdlas dldtunnustatud tavadega véltimaks carry-over
kontaminatsiooni.

Puuduv signaal, isegi standardkontrollide puhul

a) Pipeteerimisviga voi Kontrollige pipeteerimisskeemi ja reaktsiooni koostist.
unustatud reagendid Korrake PCR.
b) Proovimaterjali Korrake RNA puhastamist.

inhibitoorsed efektid,
pdhjuseks ebapiisav
puhastamine
c) LightCycler: valitud vale  Seadke Channel Setting F1/F2 vdi 530 nm/640 nm.
detektsioonikanal

d) LightCycler: andmete Kontrollige tsiikliprogramme.
kogumine ei 9'9 PCR programmi iga seondumise etapi I&pus valige
programmeeritud acquisition mode “single”.

Proovidel puuduvad vdi madalad signaalid, aga standardkontrollid korras

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

Testige paralleelselt rakuliini RNA positiivset kontrolli
(ipsogen PML-RARA bcrl Controls Kit, kat. nr.
672091)*).
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Kommentaarid ja soovitused

b) Podrdtranskriptsiooni
etapi ebadnnestumine

Kontrollige alati enne alustamist RNA kvaliteeti ja
kontsentratsiooni.

Testige paralleelselt rakuliini RNA positiivset kontrolli
(ipsogen PML-RARA bcrl Controls Kit, kat. nr.
672091)*).

Fluorestsentsi intensiivsus liiga madal

a) Kiti komponentide
ebadige séilitamine

b) Véaga madal algne
sihtmark-RNA hulk

Sailitage ipsogen PML-RARA bcrl Kitti temperatuuril
-15 kuni —30°C ja hoidke praimerite ja proovi segusid
(PPC ja PPF) valguse eest kaitstuna. Vt “Reagentide
sailitamine ja kasitsemine”, Ik 13.

Valtige korduvat kiilmutamist ja sulatamist.
Sailitage reagendid alikvootidena.
Suurendage proovi RNA hulka.

Mérkus: Olenevalt valitud RNA puhastamise meetodist
vOib esineda inhibitoorseid efekte.

LightCycler: Fluorestsentsi intensiivsus varieerub

a) Pipeteerimisviga

b) Kapillaaride ebapiisav
tsentrifuugimine

c) Kapillaari otsa vélispind
on maardunud

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

Ettevalmistatud PCR segu vdib olla endiselt kapillaari
Ulemises kambris vBi on kapillaari otsas 8humull.
Tsentrifuugige reaktsiooniseguga laaditud kapillaare
alati nii nagu on kirjeldatud spetsiifilise seadme
kasutusjuhendis.

Kandke kapillaaridega té6tamisel alati kindaid.

LightCycler: Standardkdvera viga

Pipeteerimisviga

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

*The ipsogen PML-RARA bcrl Controls Kit, cat. no. 672091, is for Research Use Only. Not for use in diagnostic
procedures. No claim or representation is intended to provide information for the diagnosis, prevention, or

treatment of a disease.
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Kvaliteedikontroll

Kogu kiti kvaliteedikontroll on labi viidud LightCycler 480 instrumendil. See kitt on toodetud
vastavuses ISO 13485:2003 standardile. Anallusisertifikaadid on soovi avaldamise korral
kattesaadavad www.giagen.com/support/.

Piirangud

Kasutajad peavad olema koolitatud ja tehnoloogiaga tuttavad enne selle seadme kasutamist.
Seda kitti tuleb kasutada jargides kéaesolevas kasutusjuhendis olevaid juhiseid, koos
valideeritud instrumendiga, mis on mainitud “Lisaks vajalikud materjalid”, 1k 10.

K&iki saadud diagnostilisi tulemusi tuleb tdlgendada koos muude Kliiniliste v8i laboratoorsete
leidudega. On kasutaja vastutusel valideerida siisteemi toimimine sellisteks nende laboris
l&biviidavateks protseduurideks, mis ei ole kaetud QIAGEN toimimise uuringutega.

Téhelepanu tuleb poodrata karbil ja kdikide komponentide siltidel prinditud
aegumiskuupaevadele. Arge kasutage aegunud komponente.

Markus: See kitt on disainitud kooskdlas “Europe Against Cancer” (EAC) uuringutega (4, 5).
Seda tuleb kasutada jéargides selles kasutusjuhendis toodud juhiseid, koos valideeritud
reagentide ja instrumentidega. Selle toote igasugune mitte-ettenahtud kasutus ja/voi
komponentide modifitseerimine tiihistab QIAGENI vastutuse.
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Toimimise tunnused

Mittekliinilised uuringud

Materjalid ja meetodid

Toimimise hindamine viidi I&bi ABI PRISM 7700 SDS seadmel koos reagentidega, mis on
toodud “Lisaks vajalikud materjalid”, Ik 10. Ekvivalentsuse uuringutes valideeriti selle
kasutamine jargmistel instrumentidel: ABI PRISM 7000 ja 7900HT SDS, LightCycler 1.2 ja
480, Rotor-Gene 3000 ja SmartCycler.

Viidi 1&bi mittekliinilised uuringud, et maarata ipsogen PMLRARA bcrl Kiti analudtiline
toimimine. Need mittekliinilised laboratoorsed uuringud viidi 1abi NB4 rakuliini totaalse
RNA-ga, mis oli lahjendatud konstantses I6ppmahus MV4-11 rakuliini totaalses RNA-s.

Analilsi korratavuse maaramiseks analiisiti 5 erinevat kontsentratsiooni NB4 totaalset
RNA-d (5 ng, 500 pg, 50 pg, 5 pg ja 0.5 pg), mis oli lahjendatud MV4-11 totaalses RNA-s,
konstantses 16ppmahus 200 ng, 5 kordusena uhes t66tsiklis ja 4 erinevas tootsiklis. 5 pg ja
0.5 pg NB4 RNA-d MV4-11 RNA:s sisaldavad proovid olid liiga lahjad, et tulemust anda
(Joonis 10).
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Joonis 10. Amplifikatsioonikdverad 2.5 x 107 (5 ng), 2.5 x 10~ (0.5 ng) ja 2.5 x 10~ (0.05 ng) NB4
totaalse RNA lahjendustest MV4-11 negatiivses totaalses RNA-s.

Analdtilised andmed

Tabelites 16-19 on toodud testidevahelised analiiisid keskmise lavitsiikli (Cr), standardhéalbe
(SD), proovide arvu (n), variatsioonikordaja (CV), keskimise koopianumbri (CN) ja keskmise
normaliseeritud koopianumbriga (NCN).

Tabel 16. Testidevaheline ja —sisene analliiis — rakuliinid PML-RARA ja ABL

Testidevaheline analiiiis Testidesisene analiits

Raku-liin Lahjendus  Keskm. Cr SD n CV (%) Min CV  Max CV

5ng 29.86 0.29 20 0.98 0.32 1.42

PML-RARA 0.5 ng 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 2.31
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Tabel 17. Testidevaheline analiilis — plasmiidid

Geen Plasmiid Keskm. Cr SD n CV (%)
F1 (10 koopiat) 35.95 0.29 8 0.79
F2 (102 koopiat) 32.25 0.59 8 1.84

PML-RARA F3 (10° koopiat) 28.71 0.55 8 1.90
F4 (10° koopiat) 22.14 0.49 7 2.23
F5 (10° koopiat) 18.64 0.72 8 3.84
C1 (102 koopiat) 28.85 0.76 7 2.62

ABL C2 (10* koopiat) 25.25 0.71 8 2.82
C3 (10° koopiat) 21.74 0.81 8 3.74

Tabel 18. Testidevaheline analiiis — rakuliinid PML-RARA bcrl ja ABL (keskmine CN)

Rakuliin Lahjendus Keskm. CN SD n CV (%)
(52n'§ /)(23871219) 583.95 149.19 20 25.55

o osmgaong 448 1225 20 2723
(o.ozs'ig;/;cc)); ng) 4.91 1.55 19 3152

ABL = 35,171.47 22,448.3 99 63.83
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Tabel 19. Testidevaheline analiilis — rakuliin PML-RARA bcrl (keskmine NCN)

Rakuliin Lahjendus Keskm NCN* SD n CV (%)
(52n': /écl)g_;g) 271.4 150.00 20 5556

) 3
E'::LlRARA (0_52':&2180 - 15.35 8.12 20 52.87
o. 025":’];/;3; o) 1.66 0.91 18  55.14
ABL - 35,171.47 22,4483 99  63.83

. . . PML-RARA bcrlen
* Ainult nendes analiitisitulemustes on NCN antud kui ABL x 10,000.
CN

Kliinilised uuringud

Toimimise hindamine viidi I&bi ABI PRISM 7700 SDS seadmel koos reagentidega, mis on
kirjas “Lisaks vajalikud materjalid”, |k 10. Ekvivalentsuse uuringutes valideeriti selle
kasutamine jargmistel instrumentidel: ABI PRISM 7000 ja 7900HT SDS, LightCycler 1.2 ja
480, Rotor-Gene 3000 ja SmartCycler.

26 laborist koosnev grupp 10 Euroopa riigis, mis olid organiseeritud EAC poolt, kasutasid
ipsogen plasmiide, et todtada valja standardiseeritud protokoll peamiste leukeemiaga
seostatud fusioongeenide gPCR analiisiks Kliinilises keskkonnas. PML-RARA bcrl transkript
oli Uks uuritud fusioongeenidest (FG). Esitame siin selle valideerimisuuringu kokkuvdtte;
taielikud tulemused on avaldatud aastal 2003 (4, 5).

CG ja FG plasmiidsete standardite laboritevaheline korratavus

11 laborit osales laboritevahelises korratavuse eksperimendis, et hinnata CG ja FG
plasmiidse standardi lahjenduste md&6tmise varieeruvust. Lahjendusi testiti igas laboris
duplikaatidena. Tabelis 20 on iga lahjenduse keskmine, standardhélve, ja CV (%).
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Tabel 20. CG ja FG plasmiidsete standardite laboritevaheline korratavus

Geen Lahjendus Keskmine Cr SD CV (%)
C1 29.26 0.69 2.31
ABL kontrollgeen Cc2 25.79 0.65 2.53
C3 22.40 0.61 2.70
F1 35.84 0.79 2.21
F2 32.47 0.49 1.50
PML-RARA bcrl fusioongeen F3 28.91 0.34 1.17
F4 21.82 0.30 1.40
F5 18.47 0.29 1.55
PML-RARA bcrl FG trankripti ekspressioonivaartused
Tabelites 21 ja 22 on toodud PMLRARA bcrl FG transkripti ja ABL

CG

ekspressioonivaartused NB4 rakuliinis, APL patsientidel diagnoosimisel ja negatiivsetel

kontrollpatsientidel.
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Tabel 21. PML-RARA bcrl FG transkripti ja ABL CG ekspressioonivaartused — Cr vaartused

Cr vaartused (95% vahemik)

PML-RARA bcrl ABL
NB4 rakuliin 24.7 23.7
APL patsientide proovid
Luutdi (n = 14) 25.6 (23.1-27.5) 24.5 (21.7-28.5)
Perifeerne veri (n = 9) 25.7 (23.7-29.4) 24.6 (22.0-27.4)
Negatiivsete patsientide proovid
Luuiidi (n = 26) - 25.35 (24.68-26.02)
Perifeerne veri (n = 74) - 25.15 (24.83-25.48)

ABL CT vaartused ei erinenud oluliselt normaalsete ja leukeemiaproovide vahel, ega ka
proovitiiipide (PB vdi BM) vBi APL diagnoosiga patsientide leukeemia proovide vahel.
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Tabel 22. PML-RARA bcrl FG transkripti ja ABL CG ekspressioonivaartused — CN ja NCN
vaartused

NCN véartused
CN vaartused (95% vahemik) (95% vahemik)
CN berl/
PML-RARA bcrl ABL CN ABL

Patsientide proovid
Luutidi 5129 1538.7 0.30
(n=14) (1480-25,704) (133.2-46,781.28) (0.09-1.82)
Perifeerne veri 3891 1400.76 0.36
(n=9) (475-14,454) (50.27-11,274) (0.11-0.78)
Negatiivsed patsientide proovid
Luuddi _ 19,201 _
(n = 26) (12,922-25,480)
Perifeerne veri _ 21,136 _
(n=74) (17,834-24,437)

Valepositiivsete ja valenegatiivsete esinemine

Valepositiivsete ja valenegatiivsete esinemise sagedus arvutati jargmiste kontrollide abil.

1 Positiivsed kontrollid: NB4 rakud, rakuliin, mis on tuntud PML-RARA bcrl FG positiivsuse
poolest; patsientide proovid, mis on juba hinnatud PML-RARA bcrl positiivseks

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

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

Valenegatiivseks loeti positiivne RNA proov, mis andis véhem kui 50% positiivseid tulemusi
(072, 0/3 vdi 1/3).
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Valepositiivseks loeti negatiivne RNA proov, mis andis vahemalt 50% positiivseid tulemusi
(1/2, 2/3, or 3/3).

Tabelis 23 on toodud valenegatiivsete ja valepositiivsete proovide arv ja protsent.

Tabel 23. Valenegatiivsed ja valepositiivsed proovid

Valenegatiivsus Valepositiivsus
103 10+ FG negatiivne kontroll NAC/NTC
0% (0/29) 0% (0/28) 11% (5/45) 5% (5/100)
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Sumbolid

Pakendil ja siltidel v8ivad olla jargmised simbolid:

Sisaldab piisavalt reagente <N> reaktsioonile

<N>
g Kasutada enne
IVD In vitro diagnostiline meditsiiniseade
REF Katalooginumber
LOT Loti number
MAT Materjali number (st komponentide sildistamine)
GTIN Globaalne kaubaartikli number (GTIN)
H Temperatuuri piirangud
Tootja
[ ]
I | Kasutamiseks tutvuge juhendiga
-

Dokumendi muudatuste ajalugu

R5, november 2017 Lisatud on markused, et ipsogen PML-RARA bcrl
kontrollkomplekt, kat nr 672091, ettenéhtud tksnes
uurimistooks; parandatud vaiksemad kirjavead.
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Tellimisinfo

Toode Sisu Kat. nr.
ipsogen PML-RARA bcrl Kit 24 reaktsiooni jaoks: ABL kontrollgeeni 672123
(24) standardid, PML-RARA bcrl fusioongeeni

standardid, Praimerite ja proovi segu ABL,
Praimerite ja proovi segu PML-RARA bcrl
Fusioongeen

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

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

kollane, oranz, punane, karmiinpunane)

pluss HRM kanal, siilearvuti, tarkvara, lisad,

1l-aastane garantii, installatsioon ja koolitus

ei ole kaasa arvatud

Rotor-Gene Q MDx 5plex  Reaalaja PCR tsiikler ja High Resolution 9002033
HRM System Melt analiisaator 5 kanaliga (roheline,
kollane, oranZ, punane, karmiinpunane)
pluss HRM kanal, siilearvuti, tarkvara, lisad,
1l-aastane garantii, installatsioon ja koolitus
ipsogen PML-RARA bcrl Controls Kit — RNA ekstraktsiooni ja PML-RARA
berl fusioongeeni kvalitatiivseks valideerimiseks

ipsogen PML-RARA bcrl Rakuliinid PML-RARA bcrl fusioongeeni 672091*
Controls Kit negatiivse, kdrge ja madala positiivse
ekspressiooniga

*Kontrollide komplekt ipsogen PML-RARA bcrl Controls Kit, kat nr 672091 on ette néhtud ainult teaduslikuks
kasutamiseks. Mitte kasutada diagnostiliste protseduuride korral. Tootega seotud vaited ja kirjeldused ei ole m&eldud
andma teavet haiguse diagnoosi, ennetuse vGi ravi kohta.

Kaasaegset infot litsentside ja toodete kohta saate vastava toote QIAGENI kasutusjuhendist.
QIAGENI kasutusjuhendid on saadaval veebis www.giagen.com v@i saate neid kisida
QIAGEN!I tehnilisest toest vdi kohalikult edasimuijalt.
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See toode on i in vitro di i ipsogen tooteid ei tohi edasi mitia, edasimiiimiseks modifitseerida ega kasutada kommenrtsiaalsete
toodete tootmiseks ilma QIAGENI kirjaliku loata.

Selles dokumendis toodud infot v&ib ilma etteteatamata muuta. QIAGEN ei v&ta vastutust selles dokumendis esineda v@ivate vigade eest. See document

usutakse publitseerimise hetkel olevat taielik ja tapne. Mingil juhul ei ole QIAGEN vastutav jt ike, eriliste, mif voi teg
kahjustuste eest, mis on seotud v&i selle i i
ipsogen tooted on g itud kirj; spetsifikatsioonile. QIAGENI ainus kohustus ja kasutaja ainus abin8u piirneb toodete tasuta

asendamises juhul kui tooted ei toimi nii nagu garanteeritud.

Kaubamargid: QIAGEN?®, jpsogerf®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); ABI PRISM®, Applied Biosystems®, FAM™, RNaseOUT™, SuperScript®, SYBR®, TAMRA™
(Life Technologies Corporation); Agilent®, Bi lyzer® (Agilent Technologies, Inc); Excel® (Mi Corporati LightCycler®, TagMan® (Roche Group);
SmartCycler® (Cepheid).

Piiratud litsentsileping komplekti ipsogen PML-RARA berl kasutamiseks
Selle toote kasutamine tahendab, et toote ostja v6i kasutaja ndustub jargmiste tingimustega.

1. Toodet tohib kasutada ainult vastavalt tootega kaasas olevatele protokollidele ja sellele kasiraamatule ning ainult koos komplektis sisalduvate komponentidega.
QIAGEN ei anna oma mis tahes intellektuaalse omandi alusel litsentse komplekti komponentide kasutamiseks vai thendamiseks sellesse komplekti mittekuuluvate
komponentidega, valja arvatud toote protokollides, selles kasiraamatus ja veebisaidil www.giagen.com kirjeldatud juhtudel. Mdne neist lisaprotokollidest on
lisanud QIAGEN-i kasutajate jaoks teised QIAGEN:-i kasutajad. QIAGEN pole neid protokolle pdhjalikult testinud ega optimeerinud. QIAGEN ei garanteeri, et
need ei riku kolmandate osapoolte digusi.

Peale sdnaselgelt avaldatud litsentside, ei anna QIAGEN garantiid, et see kitt ja/vdi selle kasutusala(d) ei riku kolmandate osapoolte digusi.

See kitt ja selle komponendid on litsentseeritud ihekordseks kasutamiseks ja neid ei vi korduvalt kasutada, varskendada ega uuesti miitia.

QIAGEN (itleb lahti kdikidest muudest litsentsidest, valjendatud voi vihjatud, va need mis on sdnaselgelt avaldatud.

Kiti ostja ja kasutaja ei tohi midagi, mis voiks tlaltoodud keeldude rikkumiseni viia vGi seda kergendada, samuti ei tohi nad lubada kellelgi teisel selliseid
samme ette votta. QIAGEN voib selles limiteeritud litsentsi kokkuleppes olevad keelud jéustada igas kohtus ja saada tagasi kéik uurimis- ja kohtukulud, sh kulud
advokaadile, tegevuses selle limiteeritud litsentsi kokkuleppe vdi kitti ja/voi selle komponente puudutava intellektuaalse omandi diguste joustamiseks.
Uuendatud litsentsitingimused leiate www.giagen.com.
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