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Technologie postepowania z probkami
| wykonywania oznaczen firmy QIAGEN

Firma QIAGEN jest czotowym dostawcg innowacyjnych technologii
postepowania z probkami i wykonywania oznaczen, ktore umozliwiajg izolacje i
detekcje zawartosci dowolnej probki biologicznej. Nasze zaawansowane
produkty i ustugi o wysokiej jakosci zapewniajg sukces na kazdym etapie — od
pobrania probki do otrzymania wyniku.

Firma QIAGEN wyznacza standardy w:

B procedurach oczyszczania DNA, RNA i biatek;
oznaczeniach kwasow nukleinowych i biatek;
badaniach microRNA oraz RNA:;

automatyzaciji technologii postepowania z prébkami i wykonywania
oznaczen.

Naszg misjg jest umozliwienie klientom osiggania wybitnych sukcesow
I przetomowych wynikow badan. Wiecej informacji mozna znalez¢ na stronie
WwWw.giagen.com.
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Przeznaczenie

Zestaw ipsogen WT1 ProfileQuant Kit jest przeznaczony do ilosciowego
oznaczenia transkryptow genéw guza Wilmsa (Wilm's tumor, WT) w
catkowitym RNA wyizolowanym z prébek pacjentow cierpigcych na ostrg
biataczke szpikowg (acute myeloid leukemia, AML). Uzyskane wyniki majg
wspomaoc monitorowanie wczesnej odpowiedzi na terapie oraz choroby
resztkowej (minimal residual disease, MRD).

Podsumowanie i objasnienie

Aktualne protokoty leczenia ostrej biataczki szpikowej (AML) opierajg sie na
czynnikach prognostycznych, na podstawie ktérych dokonuje sie stratyfikaciji
leczenia (1, 2). Do kluczowych czynnikow prognostycznych zidentyfikowanych
do tej pory nalezg cechy okreslone przed leczeniem, takie jak wiek i liczba
biatych krwinek (white blood cell, WBC), jak rowniez kariotyp pacjenta i
obecnosc¢ swoistych mutacji genomowych, takich jak FLT3 i NPM1 (3, 4).
Odpowiedz morfologiczna na chemoterapie indukcyjng stanowi dalszy czynnik
prognostyczny, ktory wigczono do aktualnych schematow stratyfikacji ryzyka
wykorzystywanych do podejmowania decyzji dotyczgcych wdrozenia leczenia
konsolidacyjnego, a zwlaszcza przeszczepu allogenicznego (5). Parametry te
dzielg pacjentéw na grupy pod wzgledem ryzyka nawrotu choroby, jednakze
istnieje naglagca potrzeba udoskonalenia stratyfikacji ryzyka, aby zwiekszyé
niezawodnosc identyfikacji pacjentow, ktdrzy z najwiekszym (lub najmniejszym)
prawdopodobienstwem odniosg korzysci z przeszczepu. W wielu badaniach
podkreslono mozliwos¢é monitorowania MRD za pomocg ilosciowej reakciji
tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (quantitative polymerase chain
reaction, gPCR) wykorzystywanej do wykrywania sekwencji docelowych
swoistych dla biataczki, tj. transkryptow gendw fuzyjnych (fusion gene, FG),
takich jak PML-RARA, CBFB-MYH11, AML1-ETO (RUNX1-RUNX1T1) lub
mutacji w swoistych genach, takich jak NPM1. Umozliwia to identyfikacje
pacjentéw narazonych na najwieksze ryzyko nawrotu choroby, tym samym
wskazujgc kandydatéw do wczesnej interwenciji terapeutycznej (6).

Okoto potowa pacjentéw z AML nie posiada odpowiedniej sekwencji docelowej
swoistej dla biataczki. Z tego wzgledu znaczng uwage poswieca sie rozwojowi
alternatywnych metod, ktére umozliwityby zastosowanie monitorowania MRD
u duzo wiekszej liczby pacjentéw. Jedna ze strategii polega na wykorzystaniu
cytometrii przeptywowej do zidentyfikowania i monitorowania nieprawidtowych
fenotypdw, ale, mimo tego, ze ma ona szerokie zastosowanie, jest
wymagajgca pod wzgledem technicznym (6). Inna metoda obejmuje
wykonanie reakcji qPCR w celu detekcji transkryptow, ktére ulegajg
nadmiernej ekspresji w komérkach blastycznych w AML w poréwnaniu do
prawidtowych komorek krwi i szpiku kostnego, przy czym najwiekszg uwage
skupia sie na genie WTL1 (6).
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Gen WT1 jest zlokalizowany na chromosomie 11p13, koduje czynnik
transkrypcyjny palca cynkowego i pierwotnie zostat zidentyfikowany na podstawie
jego udziatu w patogenezie guza Wilmsa (7). Wykazano, ze gen WT1 ulega
wysokiej ekspresji w wielu nowotworach ukfadu krwiotwdérczego, w tym AML (7,
8). Pomimo tego ze mechanizmy prowadzgce do nadekspresji genu WT1 sg
stabo poznane, zjawisko to mozna wykorzystac jako marker, ktory wskazuje
obecnosg¢, utrzymywanie sie lub nawrdét biataczek uktadu krwiotworczego.

Zasada procedury

Technika gPCR umozliwia precyzyjne ilosciowe oznaczenie produktéw PCR
podczas fazy wykftadniczej procesu amplifikacji reakcji PCR. Dane z reakc;ji
gPCR mozna uzyskac szybko, bez koniecznosci ich obrébki po reakcji PCR,
poprzez detekcje sygnatow fluorescencyjnych w czasie rzeczywistym podczas
i/lub po przeprowadzeniu cyklow reakcji PCR, tym samym znacznie
zmniejszajgc ryzyko skazenia produktow PCR. Obecnie dostepne sg 3 gtowne
techniki gPCR: analiza gPCR z wykorzystaniem barwnika SYBR® Green I,
analiza gPCR z wykorzystaniem sond hydrolitycznych oraz analiza gPCR

z wykorzystaniem sond hybrydyzacyjnych.

WT1 (11p13)
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Ryc. 1. Schematyczny rysunek transkryptu genu WT1 obejmowanego przez zestaw
starterow i sond gPCR ELN: WT1-ELN F-WT1-ELN P-WT1-ELN R. Liczba pod starterami
i sondg odnosi sie do pozycji nukleotydowej, w ktorej znajdujg sie one w transkrypcie
prawidtowego genu. Egzon 5 moze ulegac alternatywnemu splicingowi.

W tym oznaczeniu wykorzystywana jest technologia gPCR oparta na
hydrolizie oligonukleotydow wyznakowanych dwoma barwnikami. Podczas
reakcji PCR startery ,forward” i ,reverse” hybrydyzujg do swoistej sekwenciji.
W tej samej mieszaninie znajduje sie oligonukleotyd wyznakowany dwoma
barwnikami. Ta sonda, ktéra skfada sie z oligonukleotydu wyznakowanego
barwnikiem reporterowym (ang. reporter) na koncu 5' i barwnikiem
wygaszajgcym (ang. quencher) na koncu 3', hybrydyzuje do sekwencji
docelowej w obrebie produktu PCR. W analizie gPCR z sondami
hydrolitycznymi wykorzystywana jest aktywnos¢ 5'->3' egzonukleazy
polimerazy DNA Thermus aquaticus (Taq). Jesli sonda jest nienaruszona,
bliskos¢ barwnika reporterowego i barwnika wygaszajgcego powoduje
wyttumienie fluorescencji barwnika reporterowego gtéwnie poprzez
przeniesienie energii typu Forstera.

Podczas reakcji PCR, jesli sekwencja docelowa jest obecna, sonda swoiscie
hybrydyzuje miedzy miejsca starterow ,forward” i ,reverse”. Polimeraza DNA,
dzieki aktywnosci 5'->3' egzonukleazy, rozcina sonde miedzy barwnikiem
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reporterowym i barwnikiem wygaszajgcym, tylko jesli sonda zhybrydyzuje do
sekwencji docelowej. Fragmenty sondy sg nastepnie wypierane z sekwencji
docelowej, a polimeryzacja nici jest kontynuowana. Koniec 3' sondy jest
blokowany, aby unikng¢ wydtuzania sondy podczas reakcji PCR (Ryc. 2).
Ten proces zachodzi podczas kazdego cyklu i nie zaktéca gromadzenia
produktu w sposob wyktadniczy.

Wzrost sygnatu fluorescencyjnego jest wykrywany wytgcznie wtedy, gdy
sekwencja docelowa jest komplementarna z sondg i, co za tym idzie,
amplifikowana podczas reakcji PCR. Ze wzgledu na powyzsze wymogi
amplifikacja nieswoista nie jest wykrywana. Wzrost fluorescencji jest wiec wprost
proporcjonalny do amplifikacji sekwencji docelowej podczas reakcji PCR.
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Ryc. 2. Zasada reakcji. Catkowite RNA ulega odwrotnej transkrypciji, a utworzone cDNA jest
amplifikowane za pomoca reakcji PCR z parg swoistych starteréw i swoistg sondg
wewnetrzng znakowang dwoma barwnikami (FAM™-TAMRA™). Sonda przytgcza sie do
amplikonu podczas kazdego etapu wydtuzania reakcji PCR. Gdy polimeraza Taq wydiuza nic¢
od startera przytgczonego do amplikonu, powoduje przemieszczenie konca 5' sondy, ktory
jest nastepnie rozktadany dzieki aktywnosci 5'->3' egzonukleazy polimerazy DNA Tag.
Ciecie trwa do momentu odtgczenia pozostatej czesci sondy od amplikonu. Ten proces
powoduje uwolnienie fluoroforu i barwnika wygaszajgcego do roztworu, rozdzielajac je od
siebie w przestrzeni i prowadzgc do wzrostu fluorescencji emitowanej przez barwnik FAM

i spadku fluorescencji emitowanej przez barwnik TAMRA.
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Na Ryc. 3 przedstawiono nagromadzenie produktu PCR otrzymane po
wykres$leniu wartosci fluorescencji wzgledem liczby cykli. Ta krzywa
amplifikacji sktada sie kolejno z wczesnej fazy tta (ponizej poziomu detekcji
aparatu), fazy wyktadniczej (lub fazy logarytmicznej) i fazy plateau.
Najdoktadniejsze oznaczenie ilosciowe mozna wykonac jedynie podczas fazy
wykfadniczej. Pierwszy cykl, w ktérym aparat moze rozréznic fluorescencije
wygenerowang w wyniku amplifikacji jako fluorescencje powyzej sygnatu tta,
nazywany jest cyklem progowym (treshold cycle, Ct) lub punktem przeciecia
(crossing point, Cp). Wybierajgc prég w obrebie fazy logarytmiczno-liniowej,
mozliwe jest obliczenie rzeczywistej ilosci czgsteczek na poczatku reakcji,
gdyz intensywnos$¢ fluorescencji jest wprost proporcjonalna do ilosci produktu
PCR w fazie wyktadniczej.

Podczas fazy plateau nie zachodzi istotny wzrost ilosci produktu PCR. Wynika
to gtownie z wyczerpania sktadnikow reakcji PCR i ponownej hybrydyzacji nici
produktow PCR spowodowanej wysokim stezeniem produktéw koncowych, co
uniemozliwia zachodzenie dalszej hybrydyzacji starterow.
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Ryc. 3. Rejestracja fluorescencji podczas wykonywania cykléw oraz kolejne fazy
amplifikacji.
Najbardziej bezposrednim i precyzyjnym sposobem analizowania danych
ilosciowych jest skorzystanie z krzywej wzorcowej przygotowanej na
podstawie serii rozcienczen matrycy kontrolnej o znanym stezeniu. Proces ten
jest znany jako oznaczenie ilosciowe ,krzywej wzorcowej” lub ,bezwzgledne”
oznaczenie ilosciowe. Po amplifikacji serii rozcienczen wzorcowych krzywa
wzorcowg otrzymuje sie poprzez wykreslenie logarytmu poczatkowej liczby
kopii matrycy wzgledem wartosci Cr wygenerowanych dla kazdego
rozcienczenia. Po wykresleniu tych punktéw powstaje krzywa wzorcowa.
Za pomocg rownania tej krzywej wzorcowej mozna okresli¢ poczgtkowg liczbe
kopii w probkach, ktére majg by¢ oznaczone ilosciowo.
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Zestaw WT1 ProfileQuant Kit (ELN) zawiera plazmidy oraz mieszaniny
starterow i sond swoistych dla genow WT1 i ABL. Dziatanie tych sktadnikéw
uzywanych jednoczesnie zwalidowano podczas wspolnego projektu
badawczego prowadzonego przez grupe ekspertéw z konsorcjum European
Leukemia Net. Oznaczenie opublikowane uprzednio przez Vana Dijka i
wspotpracownikow w sposéb spéjny przewyzsza wydajnoscig inne oznaczenia
i jest mniej wrazliwe na mutacje w genie AML z powodu jego konfiguracji (9).
Z tego wzgledu wybrano je jako oznaczenie WT1 ELN. Zestaw ipsogen WT1
ProfileQuant Kit opiera sie na tej technice. W tym zestawie amplifikowana jest
kontrola endogenna (transkrypt genu AML) z prébki, jak rowniez transkrypt
genu WT1. Dostarczane sg seryjne rozcienczenia kontroli i cDNA genu WT1,
a wygenerowane krzywe wzorcowe umozliwiajg doktadne obliczenie liczby
kopii transkryptow gendw WT1 i ABL w kazdej probce.
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Materiaty dostarczone w zestawie

Zawartosc¢ zestawu

ipsogen WT1 ProfileQuant Kit (24)
Nr katalogowy 676923
Liczba reakcji 24
ABL Control Gene Standard Dilution (Rozcienczenie C1-ABL 50 pl

wzorcowe genu kontrolnego ABL)
(102 kopii/5 pl)

ABL Control Gene Standard Dilution (Rozcienczenie C2-ABL 50 ul
wzorcowe genu kontrolnego ABL)
(10* kopii/5 pl)

ABL Control Gene Standard Dilution (Rozcienczenie C3-ABL 50 pl
wzorcowe genu kontrolnego ABL)
(10° kopii/5 pl)

WT1 Profile Gene Standard Dilution (Rozciehczenie
wzorcowe profilu genu WT1) P1-WT1 50 ul
(10? kopii/5 pl)

WT1 Profile Gene Standard Dilution (Rozcienczenie
wzorcowe profilu genu WT1) P2-WT1 50 ul
(102 kopii/5 pl)

WT1 Profile Gene Standard Dilution (Rozciehczenie
wzorcowe profilu genu WT1) P3-WT1 50 pl
(102 kopii/5 pl)

WT1 Profile Gene Standard Dilution (Rozcienczenie
wzorcowe profilu genu WT1) P4-WT1 50 pl
(105 kopii/5 )

WT1 Profile Gene Standard Dilution (Rozciehczenie
wzorcowe profilu genu WT1) P5-WT1 50 pl
(108 kopii/5 pl)

Primers and Probe Mix ABL (Mieszanina starteréw i sondy =~ PPC-ABL 90 ul

ABL)* 25X
PPP- 110 pl

Primers and Probe Mix PPP-WT1 (Mieszanina starteréw i WT1
sondy PPP-WT1) (ELN)' (ELN)

25X
ipsogen WT1 ProfileQuant Kit Handbook (English) (ipsogen 1
WT1 ProfileQuant Kit — Instrukcja obstugi (w jezyku
angielskim))

* Mieszanina swoistych starterow ,reverse” i forward” dla genu kontrolnego (control gene,
CG) ABL i swoista sonda FAM-TAMRA.

T Mieszanina swoistych starterow ,reverse” i ,forward” dla genu WT1 (egzon 1-2) i swoista
sonda FAM-TAMRA.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Uwaga: Przed uzyciem krotko odwirowac rozcienczenia wzorcowe
i mieszaniny sond i starterow.

Materiaty wymagane, ale niedostarczone

Podczas pracy ze sSrodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywac
odpowiedniego fartucha laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych i okularow
ochronnych. W celu uzyskania dodatkowych informacji nalezy zapoznac sie z
kartami charakterystyki (Safety Data Sheet, SDS) uzyskanymi od producentéw
poszczegolnych produktow.

Odczynniki
B Woda wolna od nukleaz, odpowiednia do PCR

B Odczynniki do odwrotnej transkrypciji: zatwierdzony odczynnik to
Superscript® Il (lub Superscript) Reverse Transcriptase, zawiera 5x
stezony bufor first-strand, 100 mM DTT (Life Technologies,
nr kat. 18064-022)

Inhibitor RNaz: zatwierdzony odczynnik to RNaseOUT™ (Life
Technologies, nr kat. 10777-019)

Zestaw deoksynukleotydéw dNTP, odpowiedni do PCR

Losowy heksamer
MgCl>

Bufor i polimeraza DNA Taq: zatwierdzone odczynniki to mieszanina
TagMan® Universal PCR Master Mix (2x stezona mieszanina Master Mix
do reakcji PCR) (Life Technologies, nr kat. 4304437) i mieszanina
LightCycler TagMan Master (5x stezona mieszanina Master Mix do reakcji
PCR) (Roche, nr kat. 04535286001)

Materiaty eksploatacyjne

M Jatowe koncowki do pipet do przygotowywania reakcji PCR, wolne od
nukleaz, odporne na aerozole, z filtrami hydrofobowymi

B Probowki do PCR o pojemnosci 0,5 lub 0,2 ml, wolne od RNaz i DNaz
B Lod

Wyposazenie
B Pipeta mikrolitrowa* przeznaczona do przygotowywania reakcji PCR
(1-10 pl; 10-100 pl; 100—-1000 pl)

B Wiréwka laboratoryjna* z rotorem dla probéwek reakcyjnych o pojemnosci
0,2 ml/0,5 ml umozliwiajgca wirowanie przy maksymalnie 13 000-14 000
obr./min
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B Aparat do przeprowadzania reakcji Real-time PCR*: aparat Rotor-Gene Q
5plex HRM® lub inny aparat Rotor-Gene; aparat LightCycler 1.2 lub 480;
lub aparat ABI PRISM 7900HT SDS; aparat Applied Biosystems 7500 Real-
Time PCR System; oraz powigzane odpowiednie materiaty

B Termocykler* lub taznia wodna* (etap odwrotnej transkrypcii)

Uwaga: upewnic sie, ze termocykler lub taznia wodna zostata sprawdzona
| skalibrowana zgodnie z wytycznymi producenta.

Uwagi i srodki ostroznosci
Do diagnostyki in vitro

W czasie pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywac
odpowiedniego fartucha laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych

i okularéw ochronnych. W celu uzyskania dodatkowych informacji nalezy
zapoznac sie z odpowiednimi kartami charakterystyki (Safety Data Sheet,
SDS). Sg one dostepne w Internecie w wygodnym formacie PDF pod adresem
www.giagen.com/safety. Na tej stronie mozna wyszukiwaé, wyswietla¢

I drukowac karty charakterystyki dla wszystkich zestawéw i sktadnikow
zestawow firmy QIAGEN.

Pozostatosci probek i odczynnikdw nalezy utylizowac¢ zgodnie z lokalnymi
przepisami dotyczgcymi bezpieczenstwa.

Ogolne srodki ostroznosci

Podczas przeprowadzania testow gPCR wymagane jest przestrzeganie
dobrych praktyk laboratoryjnych, w tym dotyczgcych konserwacji sprzetu,
wiasciwych dla biologii molekularnej i zgodnych z obowigzujgcymi przepisami
I wkasciwymi normami.

Ten zestaw jest przeznaczony do diagnostyki in vitro. Odczynniki i instrukcje
dostarczone w tym zestawie zostaty zwalidowane w celu zapewnienia
optymalnej wydajnosci. Dalsze rozcienczanie odczynnikdéw lub zmiana
okreséw i temperatur inkubacji moze spowodowac otrzymanie btednych lub
sprzecznych danych. Wtasciwosci odczynnikow PPC-ABL i PPP-WT1 moga
ulec zmianie pod wptywem swiatta stonecznego. Wszystkie odczynniki
opracowano specjalnie do uzycia z tym testem. Aby zapewni¢ optymalng
wydajnosc testu, nie nalezy zastepowac zadnych odczynnikow.

Okreslanie stezeh transkryptow za pomoca reakcji gPCR wymaga
przeprowadzenia odwrotnej transkrypcji mRNA i amplifikacji wytworzonego
cDNA za pomocg reakcji PCR. Z tego wzgledu catg procedure oznaczenia
nalezy wykonywac¢ w srodowisku wolnym od RNaz/DNaz.
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Zachowac szczegolng ostroznosc, aby zapobiec:

M skazeniu RNazami/DNazami, ktére moze doprowadzi¢ do rozktadu
matrycowego mRNA i wytworzonego cDNA;

B przenoszeniu skazenia w postaci mMRNA lub produktéw PCR, ktére mogg
spowodowac otrzymanie fatszywie pozytywnego sygnatu.

W zwigzku z tym zalecane jest przestrzeganie ponizszych srodkow
ostroznosci.

B Podczas wykonywania oznaczenia uzywac sprzetu laboratoryjnego (np.
pipet, koncowek do pipet, fiolek reakcyjnych) wolnych od nukleaz i nosi¢
rekawiczki.

B Aby unikngé skazenia krzyzowego probek i odczynnikow, na kazdym
etapie pipetowania uzywac swiezych, odpornych na aerozole koncowek
do pipet.

B Przygotowywac mieszanine master mix przed wykonaniem reakcji PCR,
uzywajgc przeznaczonych do tego celu materiatow (pipet, koncéwek itp.)
w odrebnym obszarze, do ktérego nie sg wprowadzane zadne matryce
DNA (cDNA, DNA, plazmid). Dodawa¢ matryce w oddzielnej strefie
(najlepiej w innym pomieszczeniu), uzywajgc przeznaczonych do tego
celu materiatoéw (pipet, koncéwek itp.).

B Pracowac z rozcienczeniami wzorcowymi (C1-3 i P1-5) w odrebnym
pomieszczeniu.

Przechowywanie odczynnikéw i sposob
postepowania

Zestawy sg transportowane na suchym lodzie, a po ich dostarczeniu nalezy je
przechowywaé w temperaturze od —30°C do —-15°C.

B Zminimalizowaé¢ ekspozycje na swiatto mieszanin starteréw i sond
(probowki PPC i PPP).

B Przed otwarciem delikatnie wymieszac i odwirowac¢ probowki.
B Wszystkie sktadniki zestawu przechowywaé w oryginalnych pojemnikach.

Te warunki przechowywania dotyczg zaréwno otwartych, jak i nieotwartych
sktadnikow. Skfadniki przechowywane w warunkach innych niz okreslone na
etykietach mogg nie dziata€ prawidtowo i negatywnie wptyng¢ na wyniki
oznaczenia.

Daty waznosci dla kazdego odczynnika sg okreslone na etykietach
poszczegolnych sktadnikow. W prawidtowych warunkach przechowywania
wydajnosc¢ produktu zostanie zachowana do uptywu daty waznosci
wydrukowanej na etykiecie.

Nie istniejg zadne mozliwe do zaobserwowania wyrazne oznaki wskazujgce
na niestabilno$¢ produktu. Jednakze wraz z prébkg o nieznanym charakterze
nalezy analizowac kontrole pozytywne i negatywne.
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Procedura

Przygotowanie RNA probki

Przygotowanie RNA z prébek pacjentow (krwi lub szpiku kostnego) nalezy
wykonywac za pomocg zatwierdzonej procedury. JakoS¢ oznaczenia jest

w duzym stopniu uzalezniona od jakosci wejsciowego RNA. Z tego wzgledu
przed rozpoczeciem analizy zalecamy ocene wyizolowanego RNA za pomoca
elektroforezy w zelu agarozowym®* lub systemu Agilent® Bioanalyzer®.

Protokét: Zalecana znormalizowana odwrotna transkrypcja
EAC

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

B Przygotowac deoksynukleotydy dNTP, o stezeniu 10 mM kazdy.
Przechowywaé w temperaturze —20°C w porcjach.

B Przygotowa¢ losowy heksamer, 50 mM. Przechowywa¢ w temperaturze —
20°C w porcjach.

B Przygotowa¢ MgCl., 50 mM. Przechowywaé¢ w temperaturze —20°C
w porcjach.

Procedura

1. Rozmroz wszystkie niezbedne sktadniki i umies¢ je na lodzie.

2. Inkubuj 1 pg RNA (1-4 pl) przez 10 minut w temperaturze 70°C
| niezwlocznie schtodz na lodzie przez 5 minut.

3. Krétko odwiruj (okoto 10 s, 10 000 obr./min), aby zebraé¢ ptyn na dnie
probéwki. Nastepnie przechowuj na lodzie.

4. Przygotuj opisang nizej mieszanine RT odpowiednio do liczby
przetwarzanych prébek (Tabela 1).

* Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywac odpowiedniego fartucha
laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych i okularéw ochronnych.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tabela 1. Przygotowanie mieszaniny RT

Objetos¢ na Stezenie
Sktadnik prébke (ul) koncowe
Bufor First-Strand Buffer (dostarczany z
odczynnikiem Superscript Il Reverse 4,0 1x
Transcriptase), 5x stezony
MgCl. (50 mM) 2,0 5 mM
Deoksynukleotydy dNTP (o stezeniu 10
mM kazdy, d_o l_Jprzednlego _ 20 1 mM
przygotowania i przechowywania w
temperaturze —20°C w porcjach)
DTT (100 mM, dostarczany z
odczynnikiem Superscript Il Reverse 2,0 10 mM
Transcriptase)
Inhibitor RNaz (40 U/ul) 0,5 1 U/l
Losowy heksamer (100 uM) 5,0 25 uM
Odczynnik Superscript 11 (200 U/ul) 0,5 5 U/ul
Podgrzana prébka RNA (do dodania .
w kroku 5) 1,0-4,0 50 ng/ul
Woda wolna od nukleaz, odpowiednia 00-3.0 B
do PCR (do dodania w kroku 5) o
Objetos¢ koncowa 20,0 -

5. Za pomocg pipety przenies 16 Il mieszaniny RT do kazdej probowki
PCR. Nastepnie dodaj 1-4 pul (1 pg) RNA (z kroku 3) i dopetnij woda
wolng od nukleaz, odpowiednig do PCR, do objetosci 20 ul (patrz
Tabela 2).
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Tabela 2. Przygotowanie reakcji odwrotnej transkrypcji

Sktadnik Objetosé (pl)
Mieszanina RT 16,0
Podgrzana prébka RNA (1 pg) 1,0-4,0
Woda \_/voln_a od nukleaz, 0.0-3.0
odpowiednia do PCR

Objetos¢ koncowa 20,0

6. Dobrze wymieszaj i kréotko odwiruj (okoto 10 s, 10 000 obr./min),
aby zebraé¢ ptyn na dnie probowki.

7. Inkubuj w temperaturze 20°C przez 10 minut.

8. Inkubuj w temperaturze 42°C w termocyklerze przez 45 minut,
a nastepnie niezwtocznie przenies do temperatury 99°C na 3 minuty.

9. Chtodz na lodzie (aby zatrzymac¢ reakcje) przez 5 minut.

10. Krétko odwiruj (okoto 10 s, 10 000 obr./min), aby zebraé ptyn na dnie
probowki. Nastepnie przechowuj na lodzie.

11. Rozciencz koncowe cDNA za pomocg 30 ul wody wolnej od nukleaz,
odpowiedniej do PCR, tak aby koncowa objetos¢ wynosita 50 pl.

12. Przeprowadz reakcje PCR zgodnie z ponizszymi protokotami,
odpowiednio do uzywanego aparatu do qPCR.

Uwaga: Ten protokét odwrotnej transkrypcji opracowano na podstawie badan
w ramach programu ,Europe Against Cancer” (EAC) (10, 11).
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Protokot: qPCR w aparatach Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
lub Rotor-Gene Q 5plex HRM z rotorem na 72 probéwki

W przypadku uzywania tego aparatu zalecamy wykonanie wszystkich
pomiarow w dwdch powtdrzeniach, zgodnie z Tabelg 3.

Tabela 3. Liczba reakcji w przypadku aparatéw Rotor-Gene Q z rotorem
na 72-probowki

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

n probek cDNA n x 2 reakcje

2 x 3 reakcje (3 rozcienczenia,
Wzorzec ABL kazde oznaczane w dwdch
powtorzeniach)

Kontrola — woda 2 reakcje
Z mieszaning starterow i sond WT1 (PPP-WT1)
n probek cDNA n x 2 reakcje

2 x 5 reakcji (5 rozcienczen, kazde
Wzorzec WT1 oznaczane w dwoch
powtdrzeniach)

Kontrola — woda 2 reakcje

Przetwarzanie probek w aparatach Rotor-Gene Q z rotorem na
72 probowki

Aby zoptymalizowa¢ zuzycie wzorcow oraz mieszanin starterow i sond
zalecamy testowanie 8 probek cDNA w jednym eksperymencie.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Ryc. 4. Sugerowane ustawienie rotora dla eksperymentu z zestawem ipsogen WT1
ProfileQuant Kit. P1-5: wzorce WT1; C1-3: wzorce ABL; S: probka cDNA; H,O: kontrola
— woda.

Uwaga: Nalezy zwréci¢ uwage, aby zawsze umieszczac¢ badang prébke
w pozycji 1 rotora. W przeciwnym razie podczas etapu kalibracji aparat nie

wykona kalibraciji i zostang zarejestrowane nieprawidtowe dane fluorescenciji.

We wszystkich pozostatych pozycjach nalezy umiesci¢ puste probowki.

Reakcja qPCR w aparatach Rotor-Gene Q z rotorem na 72 probOwki
Uwaga: Wszystkie kroki nalezy wykonywac na lodzie.

Procedura

1. Rozmroz wszystkie niezbedne sktadniki i umies¢ je na lodzie.

2. Przygotuj opisang nizej mieszanine qPCR odpowiednio do liczby
przetwarzanych prébek.
Wszystkie stezenia odnoszg sie do koncowej objetosci reakcji.

ipsogen WTL1 ProfileQuant Kit — Instrukcja obstugi  03/2015
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W tabeli 4 opisano schemat pipetowania przy przygotowywaniu jednej
mieszaniny odczynnikow, obliczonej w taki sposéb, aby koncowa objetos¢
wynosita 25 pl. Mozna przygotowac¢ wstepng mieszanine odpowiednio do
liczby reakciji, uzywajgc tej samej mieszaniny starterow i sondy (PPC-ABL
lub PPP-WT1). Aby skompensowac¢ btedy pipetowania, uwzgledniono
dodatkowe objetosci.

Tabela 4. Przygotowanie mieszaniny gPCR

1 reakcja ABL: 24+1 WTL1: 28 +1 Stezenie
Skiadnik (uth) reakcja (ul) reakcja (ul) koncowe

Mieszanina
TagMan
Universal
PCR Master
Mix, 2X
stezona

12,5 312,5 362,5 1x

Mieszanina
starterow i

sondy, 25x
stezona

10 25,0 29,0 1x

Woda wolna
od nukleaz,
odpowiednia
do PCR

Prébka
(dodawana 5,0 5 na kazdag 5 na kazdg -
w kroku 4)

6,5 162,5 188,5 -

taczna

objetosé 25,0 25 nakazdg 25 nakazda -

3. Dodaj po 20 ul wstepnej mieszaniny qPCR na probéwke.

4. Dodaj 5 pl produktu RT (cDNA, odpowiednik 100 ng RNA)
uzyskanego podczas odwrotnej transkrypcji (patrz , Protokot:
Zalecana znormalizowana odwrotna transkrypcja EAC”, strona 13) do
odpowiedniej probéwki (fgczna objetosé 25 pl).

5. Delikatnie wymieszaj, pipetujac w gore i w doét.

Umies¢ probéwki w termocyklerze zgodnie z zaleceniami producenta.

7. Zaprogramuj aparat Rotor-Gene Q na program cykli termicznych
w sposob przedstawiony w Tabeli 5.

o
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Tabela 5. Profil temperaturowy

Tryb analizy Oznaczenie ilosciowe
Hold Temperatura: 50 stopni
(Wstrzymanie) Czas: 2 min

Hold 2 Temperatura: 95 stopni
(Wstrzymanie 2) Czas: 10 min

Cycling 50 razy
(Wykonywanie

cykli) 95 stopni przez 15 sekund
60 stopni przez 1 min z rejestracj fluorescencii

FAM w kanale zielonym: pojedynczy

8. W przypadku aparatow Rotor-Gene Q wybierz opcje ,,Slope Correct”
(Korekcja nachylenia) dla analizy. Zalecamy ustawienie wartosci
progowej na 0,03. Rozpocznij program cykli termicznych, zgodnie
z Tabela 5.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protokot: gPCR w aparacie ABI PRISM 7900HT SDS, Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System | LightCycler 480
W przypadku uzywania urzgdzenia do qPCR przeznaczonego na ptytke 96-

dotkowg zalecamy wykonanie powtérzen wszystkich pomiaréw, zgodnie
z Tabelg 6.

Tabela 6. Liczba reakcji w przypadku uzywania urzadzenia do qPCR
przeznaczonego na ptytke 96-dotkowa

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

n prébek cDNA n X 2 reakcje

2 x 3 reakcje (3 rozcienczenia,
Wzorzec ABL kazde oznaczane w dwdch
powtdrzeniach)

Kontrola — woda 2 reakcje
Z mieszaning starteréw i sond WT1 (PPP-WT1)
n probek cDNA n x 2 reakcje

2 x 5 reakcji (5 rozcienczen, kazde
Wzorzec WT1 oznaczane w dwoch
powtorzeniach)

Kontrola — woda 2 reakcje

Przetwarzanie prébek w aparatach ABI PRISM 7900HT SDS, Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System i LightCycler 480

Aby zoptymalizowac uzycie wzorcow oraz mieszanin starteréw i sond
zalecamy testowanie co najmniej 8 probek cDNA w jednym eksperymencie.
Schemat ptytki na Rycynie 5 przedstawia przyktad takiego eksperymentu.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Ryc. 5. Sugerowana konfiguracja ptytki dla jednego eksperymentu. S: prébka cDNA,;
P1-5: wzorce WT1; C1-3: wzorce ABL; H>O: kontrola — woda.

Reakcja qPCR w aparatach ABI PRISM 7900HT SDS, Applied Biosystems
7500 Real-Time PCR System i LightCycler 480

Uwaga: Wszystkie kroki nalezy wykonywac na lodzie.

Procedura

1. Rozmroz wszystkie niezbedne sktadniki i umies¢ je na lodzie.

2. Przygotuj opisang nizej mieszanine qPCR odpowiednio do liczby
przetwarzanych probek.
Wszystkie stezenia odnoszg sie do koncowej objetosci reakcji.

W tabeli 7 opisano schemat pipetowania przy przygotowywaniu jednej
mieszaniny odczynnikow, obliczonej w taki sposdb, aby kohcowa objetosc
wynosita 25 ul. Mozna przygotowaé wstepng mieszanine odpowiednio do
liczby reakciji, uzywajgc tej samej mieszaniny starterow i sondy (PPC-ABL
lub PPP-WT1). Aby skompensowac¢ btedy pipetowania, uwzgledniono
dodatkowe objetosci.
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Tabela 7. Przygotowanie mieszaniny qPCR

ABL: 24 +

1 reakcja lreakcja WT1:28+1 Stezenie
Skiadnik (uh) (ul) reakcja (ul) koncowe
Mieszanina
TagMan
Universal
PCR Master 12,5 312,5 362,5 1x
Mix, 2x
stezona
Mieszanina
starteréw i
sondy, 25x 1,0 25,0 29,0 1x
stezona
Woda wolna
od nukleaz, 6,5 162,5 188,5 -
odpowiednia
do PCR
Prébka
(dodawana 5,0 5 na kazdag 5 na kazdag —
w kroku 4)
taczna 25 na .
objetosé 25,0 kazda 25 na kazda -

3. Dodaj po 20 ul wstepnej mieszaniny qPCR na studzienke.

4. Dodaj 5 pl produktu RT (cDNA, odpowiednik 100 ng RNA)
uzyskanego podczas odwrotnej transkrypcji (patrz , Protokoét:
Zalecana znormalizowana odwrotna transkrypcja EAC”, strona 13) do
odpowiedniej studzienki (faczna objetos¢ 25 pl).

5. Delikatnie wymieszaj, pipetujac w gore i w doét.

Zamknij ptytke i krétko odwiruj (300 x g, okoto 10 sekund).

7. Umiesé ptytke w termocyklerze zgodnie z zaleceniami producenta.
Zaprogramuj termocykler na program cykli termicznych w sposob
przedstawiony w Tabeli 8 dla aparatu ABI PRISM 7900HT SDS lub
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System, lub w Tabeli 9 dla
aparatu LightCycler 480.

o
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Tabela 8. Profil temperaturowy dla aparatu ABI PRISM 7900HT SDS lub
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System

Tryb analizy

Hold
(Wstrzymanie)

Hold 2
(Wstrzymanie 2)

Cycling
(Wykonywanie
cykli)

Krzywa wzorcowa — bezwzgledne oznaczenie
ilosciowe

Temperatura: 50°C

Czas: 2 minuty

Temperatura: 95°C

Czas: 10 minut

50 razy

95°C przez 15 sekund

60°C przez 1 minute z rejestracjg fluorescencji
FAM; barwnik wygaszajgcy: TAMRA

Tabela 9. Profil temperaturowy dla aparatu LightCycler 480

Tryb analizy

Detection formats
(Formaty detekcji)

Hold
(Wstrzymanie)

Hold 2
(Wstrzymanie 2)

Cycling
(Wykonywanie
cykli)

Bezwzgledne oznaczenie ilosciowe (,Abs Quant”)

Wybraé opcje ,,Simple Probe” (Pojedyncza prébka)
w oknie formatow detekcji

Temperatura: 50°C

Czas: 2 minuty

Temperatura: 95°C
Czas: 10 minut

50 razy
95°C przez 15 sekund

60°C przez 1 minute z rejestracjg fluorescencji
FAM odpowiednio (483-533 nm) dla wersji LC 01 i
(465-510 nm) dla wersji LC 02

8. W przypadku aparatow ABI PRISM 7900HT SDS i Applied Biosystems
7500 Real-Time PCR System przejdz do kroku 8a. W przypadku
aparatu LightCycler 480 przejdz do kroku 8b.

8a. Aparat ABI PRISM 7900HT SDS i Applied Biosystems 7500 Real-Time
PCR System: Zalecamy ustawienie wartosci progowej na 0,1, co
opisano w protokole EAC w kroku analizy i ustawienie wartosci
poczatkowej miedzy cyklem 3 a 15. Rozpocznij program cykli,

zgodnie z Tabelq 8.
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8b. LightCycler 480: Zalecamy korzystanie z trybu analizy punktu
dopasowania z wartoscia tta 2,0 i wartoscig progowa 2,0. Rozpocznij
program cykli termicznych, zgodnie z Tabelg 9.
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Protokét: reakcja qPCR w aparacie LightCycler 1.2

W przypadku korzystania z aparatoéw kapilarnych zalecamy mierzenie prébek
w dwoch powtdrzeniach, natomiast kontroli w jednym powtorzeniu, zgodnie
z Tabelg 10.

Tabela 10. Liczba reakcji w przypadku aparatu LightCycler 1.2

Probki Reakcje
Z mieszaning starteréw i sond ABL (PPC-ABL)
n prébek cDNA n X 2 reakcje
1 x 3 reakcje (3 rozcienczenia
Wzorzec ABL wzorcowe, kazde oznaczane jeden
raz)
Kontrola — woda 1 reakcja

Z mieszaning starteréw i sond WT1 (PPP-WT1)

n probek cDNA n x 2 reakcje
1 x 5 reakcji (5 rozcienczen
Wzorzec WT1 wzorcowych, kazde oznaczane
jeden raz)
Kontrola — woda 1 reakcja

Przetwarzanie probek w aparacie LightCycler 1.2

Aby zoptymalizowac zuzycie wzorcOw oraz mieszanin starterow i sond
zalecamy testowanie 5 probek cDNA w jednym eksperymencie. Schemat
proboéwek kapilarnych na Rycinie 6 przedstawia przyktad takiego
eksperymentu.
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Ryc. 6. Sugerowane ustawienie rotora dla eksperymentu z zestawem ipsogen WT1
ProfileQuant Kit. P1-5: wzorce WT1; C1-3: wzorce ABL; S: nieznana, analizowana probka
cDNA; H20: kontrola — woda.

Reakcja gPCR w aparacie LightCycler 1.2

Uwaga: Ze wzgledu na szczegdlne wymagania technologiczne podczas
wykonywania eksperymentow w aparacie LightCycler nalezy uzywac
okreslonych odczynnikow. Zalecamy uzywanie mieszaniny LightCycler
TagMan Master i przygotowanie 5x stezonej mieszaniny Master Mix zgodnie z
wytycznymi producenta.

Uwaga: Wszystkie kroki nalezy wykonywac na lodzie.

Procedura

1. Rozmroz wszystkie niezbedne sktadniki i umies¢ je na lodzie.

2. Przygotuj opisang nizej mieszanine qPCR odpowiednio do liczby
przetwarzanych prébek.
Wszystkie stezenia odnoszg sie do koncowej objetosci reakcji.

W tabeli 11 opisano schemat pipetowania przy przygotowywaniu jednej
mieszaniny odczynnikow, obliczonej w taki sposéb, aby kohcowa
objetos¢ wynosita 20 pl. Mozna przygotowac¢ wstepng mieszaning
odpowiednio do liczby reakcji, uzywajgc tej samej mieszaniny starterow i
sondy (PPC-ABL lub PPP-WT1). Aby skompensowac btedy
pipetowania, uwzgledniono dodatkowe objetosci.
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Tabela 11. Przygotowanie mieszaniny gPCR

ABL: 14 + WT1: 16 +

1 reakcja 1 reakcja 1 reakcja Stezenie
Sktadnik (uh) (uh) (ulh) koncowe
Swiezo
przygotowana
mieszanina
LightCycler 4,0 60,0 68,0 1x
TagMan
Master Mix,
5x stezona

Mieszanina
starterow i

sondy, 25x
stezona

0,8 12,0 13,6 1x

Woda wolna
od nukleaz,
odpowiednia
do PCR

Prébka
(dodawana w 5,0 5nakazdg 5 nakazdg -
kroku 4)

10,2 153,0 173,4 -

taczna 20 na 20 na

objetosé 20,0 kazda kazda -

3. Dodaj po 15 pl wstepnej mieszaniny qPCR na probéwke kapilarna.

4. Dodaj 5 pl produktu RT (cDNA, odpowiednik 100 ng RNA)
uzyskanego podczas odwrotnej transkrypcji (patrz , Protokoét:
Zalecana znormalizowana odwrotna transkrypcja EAC”, strona 13)
do odpowiedniej probéwki (t1aczna objetos¢ 20 pl).

5. Delikatnie wymieszaj, pipetujac w goére i w dot.

6. Umiesé probowki kapilarne w adapterze dostarczonym z aparatem
I krotko odwiruj (700 x g, okoto 10 sekund).

7. Zaladuj probowki kapilarne do termocyklera zgodnie z zaleceniami
producenta.

8. Zaprogramuj aparat LightCycler 1.2 na program cykli termicznych
w sposoéb przedstawiony w Tabeli 12.
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Tabela 12. Profil temperaturowy

Tryb analizy Oznaczenie ilosciowe
Hold Temperatura: 95°C
(Wstrzymanie) Czas: 10 minut
Spadek: 20
Cycling 50 razy
(Wykonywanie 95°C przez 10 sekund; spadek: 20

cykli)
60°C przez 1 minute; spadek: 20; z rejestracja
fluorescencji FAM: pojedynczy

Hold 2 45°C przez 1 minute; spadek: 20
(Wstrzymanie 2)

9. W przypadku aparatu LightCycler 1.2 zalecany jest tryb F1/F2i ,2"
derivative analysis” (Analiza drugiej pochodnej). Rozpocznij program
cykli termicznych, zgodnie z Tabelg 12.
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Interpretacja wynikow

Zasada analizy danych

W przypadku technologii TagMan liczba cykli PCR wymaganych do wykrycia
sygnatu powyzej wartosci progowej jest nazywana cyklem progowym (Cr)

I jest wprost proporcjonalna do ilosci sekwencji docelowej obecnej na
poczatku reakcji.

Uzywajgc wzorcow o znanej liczbie czgsteczek, mozliwe jest ustalenie krzywej
wzorcowej i okreslenie doktadnej ilosci sekwencji docelowej obecne;j

w badanej prébce. Krzywe wzorcowe ipsogen opierajg sie na plazmidach

I wykorzystujg 3 rozcienczenia wzorcowe plazmidow dla genu kontrolnego
(control gene, CG) ABL oraz 5 rozcienczen standardowych dla genu WT1,
aby zapewnic¢ doktadne krzywe wzorcowe. Na Rycinach 7 i 8 przedstawiono
przyktad krzywych amplifikacji TagMan uzyskanych za pomocg zestawu
ipsogen WT1 ProfileQuant Kit.

B s
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Ryc. 7. Detekcja wzorcow ABL (C1, C2, C3). 103, 10*i 10° kopii/5 pl.
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Ryc. 8. Detekcja wzorcéw WT1 (P1-P5). 10%, 102, 102, 10°, 10° kopii/5 pl.
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Wyniki

Krzywa wzorcowa i kryteria jakosci

W celu przeanalizowania danych surowych mozna je wklei¢ do pliku programu
Excel®.

Dla kazdego genu (ABL i WT1) wartosci surowe Cp/Ct uzyskane dla
rozcienczen wzorcowych plazmidéw sg wykreslane wzgledem logarytmu
liczby kopii (3,4i5dlaC1,C2iC3;1,2,3,5i6dlaPl, P2, P3, P4iP5).
Na Ryc. 9 przedstawiono przyktad teoretycznej krzywej obliczonej na
podstawie 5 rozcienczen.

50 4

y =-3,32x + 39,84

40 R2=1

30

Cp

20 4

10 4

0 1 2 3 4 5 6 7
log(CN)

Ryc. 9. Krzywa teoretyczna obliczona na podstawie 5 rozcienczen wzorcowych.
Dla kazdego genu (ABL i WT1) obliczono krzywa regresiji liniowej (y = ax + b), gdzie a to
nachylenie linii, a b to punkt przeciecia z osig y — wspotrzedna y punktu, w ktérym linia
przecina os y. Rownanie i wspotczynnik determinacji (R?) przedstawiono na wykresie.

Wzorce sg rozcienczeniami 10-krotnymi, wiec teoretyczne nachylenie krzywej
wynosi —3,32. Nachylenie miedzy —3,0 a —3,9 jest akceptowalne, jesli wartos¢
R? jest >0,95 (12). Jednakze, w celu uzyskania precyzyjnych wynikow,
pozgdana jest wartos¢ R? >0,98 (13).

Znormalizowana liczba kopii (normalized copy number, NCN)

Réwnania krzywej wzorcowej ABL nalezy uzy¢ do przeksztatcenia surowych
wartosci Cp (uzyskanych z PPC-ABL) dla nieznanych probek na liczbe kopii
ABL (ABL copy numbers, ABLcn).
Srednia warto$é Cp ABL — punkt przeciecia
Log1o ABL prébkicn = krzywej wzorcowej ABL

Nachylenie krzywej wzorcowej ABL
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Réwnania krzywej wzorcowej WT1 nalezy uzy¢ do przeksztatcenia surowych
wartosci Cp (uzyskanych z PPP-WT1) dla nieznanych prébek na liczbe kopii
WT1 (WT1 copy numbers, WT1cn).

Srednia warto$é Cp WT1 — punkt przeciecia
Log10 WT1 prébkicy = krzywej wzorcowej WT1
Nachylenie krzywej wzorcowej WT1

Stosunek tych wartosci CN to znormalizowana liczba kopii (NCN) na 10 000
kopii ABL:
WT1lcn

NCN = x 10,000
ABLcn

Kontrola jakosci na podstawie wartosci ABL

Niska jakos¢ RNA lub wystgpienie probleméw podczas etapéw gPCR moga
spowodowac otrzymanie niskich wartosci ABLcn. Zalecamy odrzucenie
wynikow dla prébek, dla ktérych otrzymano wartosci ABLcn <4246.

Powtarzalnos¢ miedzy powtérzeniami

Zmiennos$¢ wartosci Cp miedzy powtdrzeniami powinna by¢ <2, co odpowiad
4-krotnej zmianie wartosci liczby kopii.

Zmiennos$¢ wartosci Cp miedzy powtdrzeniami zwykle jest <1,5, jesli srednia
wartos¢ Cp powtorzen jest <36 (12).

Uwaga: Kazdy uzytkownik powinien zmierzy¢ wtasny poziom powtarzalnosci
w laboratorium.

Kontrole — woda

Kontrole negatywne powinny dawac wartos¢ CN rowng zero dla ABL oraz
WT1.

Pozytywny wynik dla kontroli w postaci wody jest spowodowany skazeniem
krzyzowym. Aby rozwigzac ten problem, patrz ,Rozwigzywanie probleméw”
ponize;.

Rozwigzywanie probleméw

Przewodnik moze przydac sie w przypadku wystgpienia ewentualnych
probleméw. Aby uzyskac wiecej informaciji, nalezy takze zapoznacé sie ze
strong czesto zadawanych pytan w witrynie naszego Centrum pomocy
technicznej pod adresem: www.giagen.com/FAQ/FAQL.ist.aspx. Naukowcy
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z dziatu serwisu firmy QIAGEN chetnie odpowiedzg na pytania dotyczgce
danych i/lub protokotu opisanego w niniejszej instrukcji obstugi, a takze
technologii postepowania z prébkami i wykonywania oznaczen (informacje
kontaktowe — patrz ,Informacje kontaktowe”, strona 43).

Komentarze i wskazowki

Negatywny wynik dla genu kontrolnego (ABL) i WT1 we wszystkich
probkach — wzorzec prawidiowy

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

Réwnolegle testuj kontrole pozytywng w postaci
RNA wyizolowanego z linii komorkowej.

b) Niepowodzenie etapu  Przed rozpoczeciem zawsze sprawdzaj jakosé
odwrotnej transkrypcji i stezenie RNA.

Rownolegle testuj kontrole pozytywng w postaci
RNA wyizolowanego z linii komérkowej.

Negatywny wynik dla genu kontrolnego (ABL) w probkach — wzorzec
prawidiowy

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

Roéwnolegle testuj kontrole pozytywng w postaci
RNA wyizolowanego z linii komodrkowej.

b) Niepowodzenie etapu  Przed rozpoczeciem zawsze sprawdzaj jakosc
odwrotnej transkrypcji i stezenie RNA.

Réwnolegle testuj kontrole pozytywng w postaci
RNA wyizolowanego z linii komorkowej.

Negatywny sygnat dla wzorca

a) Btad pipetowania Sprawdz schemat pipetowania i konfiguracje
reakciji.

Powtérz reakcje PCR.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Komentarze i wskazéwki

b) Nieprawidtowe Przechowuj zestaw ipsogen WT1 ProfileQuant
przechowywanie Kit w temperaturze od —15
skfadnikow zestawu do —30°C i chroh mieszaniny starteréw i sond

(PPC i PPP) przed swiattem. Patrz
.Przechowywanie odczynnikéw i sposob
postepowania”, strona 12.

Unikaj wielokrotnego zamrazania i odmrazania.

W celu przechowywania podziel odczynniki na
porcje.

Pozytywny sygnat w kontrolach negatywnych

Skazenie krzyzowe Wymien wszystkie kluczowe odczynniki.

Powtdrz eksperyment, uzywajgc nowych porcji
wszystkich odczynnikow.

Aby unikng¢ skazenia spowodowanego
przeniesieniem, zawsze postepuj

z odczynnikami, sktadnikami zestawu

I materiatami eksploatacyjnymi zgodnie
z powszechnie przyjetymi praktykami.

Brak sygnatu, nawet w kontrolach wzorcowych

a) Btad pipetowania lub Sprawdz schemat pipetowania i konfiguracje
pominiecie reakciji.
odczynnikow Powtorz reakcje PCR.

b) Efekt inhibicji materialu Powtdrz przygotowanie RNA.
prébki spowodowany
niewystarczajgcym
oczyszczeniem

c) LightCycler: Wybrano  Zmien ustawienie kanatu na F1/F2 lub
nieprawidtowy kanat 530 nm/640 nm.
detekcji

d) LightCycler: Nie Sprawdz programy cykli.
zaprogramowano

rejestracji danych Wybierz ,pojedynczy” tryb rejestracji przy koncu

kazdego segmentu hybrydyzacji w programie
reakcji PCR.

Brak sygnatu lub staby sygnat w préobkach, ale prawidtowy sygnat
w kontrolach wzorcowych
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Komentarze i wskazéwki

a) Staba jakosc lub niskie Przed rozpoczeciem zawsze sprawdzaj jakos¢
stezenie RNA | stezenie RNA.

Réwnolegle testuj kontrole pozytywng w postaci
RNA wyizolowanego z linii komérkowej.

b) Niepowodzenie etapu  Przed rozpoczeciem zawsze sprawdzaj jakosc
odwrotnej transkrypcji i stezenie RNA.

Réwnolegle testuj kontrole pozytywng w postaci
RNA wyizolowanego z linii komorkowe;j.

Zbyt niskie natezenie fluorescencji

a) Nieprawidiowe Przechowuj zestaw ipsogen WT1 ProfileQuant
przechowywanie Kit w temperaturze od —15
sktadnikow zestawu do —30°C i chron mieszaniny starteréw i sond

(PPC i PPP) przed Swiattem. Patrz
~Przechowywanie odczynnikéw i sposob
postepowania”, strona 12.

Unikaj wielokrotnego zamrazania i odmrazania.

W celu przechowywania podziel odczynniki na
porcje.

b) Bardzo niska Zwieksz ilos¢ RNA prébki.
poczgtkowa ilos¢

Uwaga: W zaleznosci od wybranej metod
docelowego RNA J Y J Y

przygotowania RNA moze wystgpic efekt
inhibicji.
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Komentarze i wskazéwki

LightCycler: Zmienne natezenie fluorescencji

a) Btad pipetowania Zmiennos¢ spowodowang tak zwanym ,btedem
pipetowania” mozna zmniejszy¢, analizujgc
dane w trybie F1/F2 lub 530 nm/640 nm.

b) Niewystarczajgce Przygotowana mieszanina do reakcji PCR moze
odwirowanie probowek wcigz znajdowac sie w gérnym naczyniu
kapilarnych probdéwki kapilarnej lub pecherzyk powietrza

moze by¢ zaklinowany na koncu probdweki
kapilarne;j.

Zawsze wiruj probowki kapilarne, do ktérych
zatadowana jest mieszanina reakcyjna,

W sposob opisany w instrukcji obstugi danego
aparatu.

c) Zewnetrzna Podczas postepowania z probowkami
powierzchnia koncowki kapilarnymi zawsze nos rekawiczki.
probowki kapilarnej
jest zabrudzona

LightCycler: Btad krzywej wzorcowej

Btad pipetowania Zmiennos¢ spowodowang tak zwanym ,btedem
pipetowania” mozna zmniejszy¢, analizujgc
dane w trybie F1/F2 lub 530 nm/640 nm.

Kontrola jakosci

Kontrole jakosci catego zestawu wykonywano na aparacie LightCycler 480.
Ten zestaw wyprodukowano zgodnie z normg ISO 13485:2003. Certyfikaty
analiz sg dostepne na zgdanie pod adresem www.giagen.com/support/.

Ograniczenia

Przed uzyciem wyrobu uzytkownicy muszg by¢ przeszkoleni i zaznajomieni

z tg technologig. Niniejszego zestawu nalezy uzywac zgodnie z instrukcjami
podanymi w niniejszym podreczniku, w potgczeniu ze zwalidowanymi
aparatami wymienionymi w czesci ,Materiaty wymagane, ale niedostarczone”,
strona 10.

Wszelkie wyniki diagnostyczne nalezy interpretowaé tgcznie z innymi
obserwacjami klinicznymi lub laboratoryjnymi. Uzytkownik jest odpowiedzialny
za walidacje wydajnosci systemu do wszelkich procedur stosowanych w
danym laboratorium, ktére nie sg objete badaniami wydajnosci wykonanymi
przez firme QIAGEN.
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Nalezy zwracac¢ uwage na daty przydatnosci wydrukowane na pudetku
I etykietach wszystkich elementdéw zestawu. Nie uzywac przeterminowanych
odczynnikow.

Uwaga: Ten zestaw zaprojektowano zgodnie z badaniami konsorcjum
,European LeukemiaNet” (ELN) (10, 11). Zestawu nalezy uzywa¢ zgodnie

z instrukcjami podanymi w niniejszym podreczniku, w potgczeniu ze
zwalidowanymi odczynnikami i aparatami. Uzycie tego produktu niezgodnie
z przeznaczeniem i/lub wprowadzenie zmian w jego sktadnikach spowoduje
zniesienie odpowiedzialnos$ci firmy QIAGEN.

Charakterystyka dziatania testu

Badania niekliniczne

Materiaty i metody

Badania liniowosci wykonano na 14 probkach; kazdg otrzymano z innej
mieszaniny RNA wyizolowanego z linii komoérkowej o wysokiej ekspresji oraz
prébek zdrowych dawcow, u ktoérych obserwowano niski poziom ekspresji
genu WT1. Kazdg prébke testowano w trzech powtérzeniach. W przypadku
NCN, wartosci miescity sie w zakresie od 2,20 do 3838,11 NCN, a w badaniu
wykazano, ze zestaw ipsogen WT1 ProfileQuant Kit daje liniowe wyniki w tym
zakresie wartosci.

Precyzja

Badanie precyzji wykonano na 4 prébkach; kazdg z nich otrzymano z innegj
mieszaniny RNA wyizolowanego z linii komoérkowych o wysokiej i niskiej
ekspresji genu WT1. Oznaczenia te wykonywano do 16 razy dla kazdej probki.
W ponizszych tabelach podsumowano dane analityczne.
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Tabela 13. Dane analityczne z badania precyzji — plazmidy

Srednia

wartos¢ Cv
Rozcienczenie Cr o n (%)
P1: 10! kopii/5 pl 36,13 0,87 15 2,42
P2: 102 kopii/5 pl 32,70 0,40 16 1,21

Plazmidy 13 b
WT1 P3: 10°kopii/5 pl 29,39 0,43 16 1,45
P4: 10° kopii/5 pl 22,62 0,41 16 1,80
P5: 10° kopii/5 pl 19,25 0,38 16 1,98
C1: 103 kopii/5 pl 29,59 0,35 16 1,20
Z'B""fm'dy C2: 10*kopii/5 pl 26,11 0,40 15 1,52
C3: 10° kopii/5 pl 22,77 0,28 16 1,22

Tabela 14. Dane analityczne z badania precyzji — linie komorkowe
Srednia
wartos¢ Ccv
Rozcienczenie NCN o n (%)
10% 10 472 5598,76 16 53
Rozcienczenie 1,5% 1880 747,01 16 40
RNA z linii

kom(’)rkowej 0,05% 86 37,79 16 44
0,0025% 3 1,90 16 57

Prég zerowy i prég wykrywalnosci

Projekt badania byt oparty na zaleceniach opisanych w dokumencie EP17-A
~Protocols for Determination of Limits of Detection and Limits of Quantitation;
Approved Guideline” komitetu NCCLS. Poziom tfa lub prég zerowy (limit of
blank, LOB) okreslono na prawidtowych prébkach krwi pobranych od zdrowych
dawcow (4 probki, 73 pomiary). Wartos¢ ta byta rowna 3,66 WT1 NCN.

Prég wykrywalnosci (limit of detection, LOD), ktéry wskazuje swoistos¢

analityczng, okreslono na probkach o znanym, niskim poziomie ekspresji genu
WT1, pobranych od zdrowych dawcow, do ktorych dodano komérki o wysokim
poziomie ekspresji genu WT1. Zapewnito to, ze oczekiwana wartos¢ NCN byta
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4-krotnoscig wartosci LOB. Wykonano 72 pomiary 4 probek i uzyskano
wartos¢ LOD réwng 13,08 wartosci WT1 NCN.

Badania kliniczne

Ze wzgledu na to, ze gen WT1 ulega ekspresji w prawidtowych komaorkach
uktadu krwiotworczego, kluczowe jest ustalenie poziomu ekspresji
obserwowanego w prawidtowych prébkach kontrolnych, aby zdefiniowaé
wartos¢ progowa, ktéra umozliwia odréznienie amplifikacji charakterystycznej
dla resztkowej biataczki od tta. Analiza 204 probek kontrolnych pobranych od
zdrowych ochotnikdw za pomocg oznaczenia ELN stosowanego w zestawie
ipsogen WT1 ProfileQuant Kit potwierdzita, ze w prébkach krwi obwodowej,
szpiku kostnego i macierzystych komorek z krwi obwodowej obserwowany jest
bardzo niski poziom ekspresji genu WT1. Otrzymano nastepujgce wartosci
$rednie: 19,8 kopii WT1/10* kopii ABL (zakres 0—213) w szpiku kostnym, 0,01
(zakres 0,01-47,6) w krwi obwodowej i 6,1 (zakres 0—39) w macierzystych
komorkach z krwi obwodowej (patrz Ryc. 10). Ekspresja genu WT1 w krwi
obwodowej byta istotnie nizsza niz w szpiku kostnym (p<0,0001). Na
podstawie tych wynikow okreslono gorny limit wartosci prawidtowych rowny
250 NCN dla szpiku kostnego i 50 NCN dla krwi obwodowe.
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Zrédto komoérek

Ryc. 10. Ekspresja genu WT1 w prébkach pobranych od zdrowych dawcow. Ostra
biataczka szpikowa (Acute myeloid leukemia, AML); szpik kostny (Bone marrow, BM);
krew obwodowa (Peripheral blood, PB); komorki macierzyste z krwi obwodowej
(Peripheral blood stem cells, PBSC). (15)
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Przedrukowano za zgodg Cilloni D i wsp.: Real-time quantitative polymerase chain reaction detection of minimal
residual disease by standardized WT1 assay to enhance risk stratification in acute myeloid leukemia: A European
LeukemiaNet Study: J Clin Oncol 27(31):5195-201. Epub 2009 Sep 1. © 2009, American Society of Clinical
Oncology, wszelkie prawa zastrzezone.

Definiowanie ekspresji genu WT1 za pomoca znormalizowanego
oznaczenia qPCR ELN w préobkach AML przed leczeniem

Aby oceni¢ mozliwosci zastosowania oznaczenia ELN wykorzystywanego w
zestawie ipsogen WT1 ProfileQuant Kit do wykrywania MRD, przeanalizowano
620 prébek pobranych przed leczeniem (238 z krwi obwodowej i 382 ze szpiku
kostnego) od 504 pacjentow.

Gen WT1 ulegat nadekspresji powyzej poziomu tta (definiowanego jako >250
i >50 kopii WT1/10* kopii ABL odpowiednio w szpiku kostnym i krwi obwodowej)
w 86% i 91% sposréd probek diagnostycznych AML szpiku kostnego i krwi
obwodowej (réwniez przedstawiono na Ryc. 10).

Srednia warto$¢ kopii WT1/10% kopii ABL wynosita 2505, (zakres 0—7,5 x 105) w
szpiku kostnym (p<0,0001 wzgledem prawidtowego szpiku kostnego) i 3107
(zakres 0-1,13 x 10°) w krwi obwodowej (p<0,0001 wzgledem prawidtowej krwi
obwodowej). W catej kohorcie nie zaobserwowano istotnych réznic w ekspresji
miedzy prébkami krwi obwodowej a probkami szpiku kostnego, co potwierdzono
za pomocg wynikéw uzyskanych dla pacjentéw, od ktorych badano pary prébek
diagnostycznych krwi obwodowej i szpiku kostnego, patrz Cilloni D i wsp., J Clin
Oncol, Ryc. A3 w Zatgczniku (15).

Zmienno$¢ w znormalizowanych poziomach ekspresji genu WT1 obserwowano
na podstawie cytogenetyki (Ryc. 11, p<0,001), ze szczegdlnie wysokimi
poziomami w przypadkach z inv(16)(p13922)/t(16;16)(p13;922) (mediana 2,31
x 10%, zakres 12-3,14 x 10°). Istotnie wyzsze poziomy genu WT1 wykryto
rowniez w AML z mutaciami NPM1 (mutant NPM1: mediana
1,44 x 104, zakres 0-1,13 x 10%; NPM1 typu dzikiego (wild type, WT): mediana
6566, zakres 0-7,5 x 10°, p = 0,005).
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Ryc. 11. Zmiennos¢ ekspresji genu WT1 na podstawie cytogenetyki (15).

Przedrukowano za zgodg Cilloni D i wsp.: Real-time quantitative polymerase chain reaction detection of minimal
residual disease by standardized WT1 assay to enhance risk stratification in acute myeloid leukemia: A European
LeukemiaNet Study: J Clin Oncol 27(31):5195-201, 2009. © 2009, American Society of Clinical Oncology,
wszelkie prawa zastrzezone.

W 15 przypadkach z mutacjg w egzonach 7 i 9 genu WT1 poziom ekspresji
genu WT1 zdefiniowany za pomocg oznaczenia ELN byt poréwnywalny do
poziomow obserwowanych w przypadku genu WT1 typu dzikiego (p=0,2).
Jednakze analiza sekwencji serii 32 przypadkow, w ktorych oznaczenie ELN
sugerowato niski poziom ekspresji transkryptu genu WT1 (<250 kopii/10* kopii
ABL), wykazata, ze w 3 przypadkach (9,4%) ten niski poziom ekspresiji byt
zwigzany z mutacjami powodujgcymi przerwanie miejsca wigzania startera
Jforward”, patrz Cilloni D i wsp., J Clin Oncol, Ryc. A4 w Zatgczniku (15).
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Symbole

Ponizsze symbole mogg znajdowac sie na opakowaniu i etykietach:
Zawiera odczynniki wystarczajgce do wykonania <N>

< N> reakcji

Termin waznosci

BN

IVD Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro

Numer katalogowy

Numer serii

Numer materiatu

Globalny Numer Jednostki Handlowej

Zakres temperatury

Producent

Zapoznac sie z instrukcjg uzycia
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Informacje kontaktowe

W celu uzyskania pomocy technicznej lub szczegdtowych informaciji nalezy
odwiedzi¢ witryne naszego Centrum Pomocy Technicznej pod adresem
www.giagen.com/Support, zadzwoni¢ pod numer 00800-22-44-6000 lub
skontaktowac sie z jednym z dziatéw pomocy technicznej firmy QIAGEN Ilub
lokalnym dystrybutorem (patrz tylna oktadka lub strona www.giagen.com).
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Informacje dotyczace zamawiania

Produkt Spis tresci Nr kat.
Zestaw ipsogen WT1 Na 24 reakcje: wzorce genu 676923
ProfileQuant (24) kontrolnego ABL, wzorce genu WT1

(egzon 1-2), mieszanina starteréw i
sondy ABL, mieszanina starteréw
i sondy PPP-WT1

Rotor-Gene Q MDx — do analizy Real-time PCR
w zastosowaniach klinicznych, zwalidowany do uzytku
w diagnhostyce in vitro (IVD)

Platforma Rotor-Gene  Cykler do reakcji Real-time PCR 9002032
Q MDx 5plex HRM i analizator High Resolution Melt

z 5 kanatami (zielony, zé6tty,

pomaranczowy, czerwony, purpurowy)

i kanatem HRM, komputer typu laptop,

oprogramowanie, akcesoria, roczna

gwarancja na czesci i robocizne; nie

obejmuje instalacji i przeszkolenia

System Rotor-Gene Q  Cykler do reakcji Real-time PCR 9002033
MDx 5plex HRM i analizator High Resolution Melt

z 5 kanatami (zielony, zétty,

pomaranczowy, czerwony, purpurowy)

i kanatem HRM, komputer typu laptop,

oprogramowanie, akcesoria, roczna

gwarancja na czesci i robocizne;

obejmuje instalacje i przeszkolenie

Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczgce wytgczenia odpowiedzialnosci
dla poszczegdlnych produktdéw znajdujg sie w odpowiedniegj instrukcji obstugi
lub podreczniku uzytkownika zestawu QIAGEN. Instrukcje obstugi lub
podreczniki uzytkownika zestawu QIAGEN sg dostepne w witrynie
www.giagen.com. Mozna je takze zamowi¢ w serwisie lub u lokalnego
dystrybutora firmy QIAGEN.
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Strona celowo pozostawiona pusta
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Ten produkt jest przeznaczony do diagnostyki in vitro. Produkty ipsogen nie moga by¢ odsprzedawane, modyfikowane w celu odsprzedazy lub
wykorzystywane do produkcji komercyjnych produktéw bez pisemnej zgody firmy QIAGEN.

Informacje zawarte w niniejszym dokumencie mogg ulec zmianie bez powiadomienia. Firma QIAGEN nie ponosi zadnej odpowiedzialno$ci za
btedy, ktére moga wystgpi¢ w niniejszym dokumencie. Dokument ten uwaza sig za kompletny i doktadny w momencie jego opublikowania. Firma
QIAGEN nie ponosi w zadnym wypadku odpowiedzialno$ci za jakiekolwiek szkody przypadkowe, specjalne lub wynikowe ani z tytutu
odszkodowan wielokrotnych w zwigzku z niniejszym dokumentem lub jego uzyciem.

Produkty ipsogen sg objete gwarancjg w odniesieniu do podanych specyfikacji. Wytacznym obowigzkiem firmy QIAGEN i jedynym
zados$c¢uczynieniem przystugujgcym klientowi jest bezptatna wymiana produktéw w przypadku, gdy ich dziatanie nie bedzie zgodne z zapisami
gwarancji.

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

Ograniczona umowa licencyjna
Uzytkowanie tego produktu oznacza wyrazenie zgody nabywcy lub uzytkownika zestawu ipsogen WT1 ProfileQuant Kit na nastepujgce warunki:

1. Zestawu ipsogen WT1 ProfileQuant Kit mozna uzywac¢ wytgcznie zgodnie z dokumentem ipsogen WT1 ProfileQuant Kit — Instrukcja obstugi i
tylko razem ze sktadnikami zawartymi w zestawie. Firma QIAGEN nie udziela zadnej licencji w zakresie praw wtasnosci intelektualnej do
uzytkowania niniejszego zestawu z elementami nienalezacymi do zestawu, z wyjatkiem przypadkéw opisanych w dokumencie ipsogen WT1
ProfileQuant Kit — Instrukcja obstugi oraz dodatkowych protokotach dostepnych na stronie www.giagen.com.

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

3. Ten zestaw i jego skfadniki posiadajg licencje wytgcznie na jednorazowe uzycie i nie mozna ich ponownie uzywaé, regenerowac lub
sprzedawad.

4. Firma QIAGEN nie udziela innych licencji wyrazonych lub dorozumianych poza tymi, ktére sg wyraznie okreslone.

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

Aktualne warunki licencyjne dostepne sg na stronie www.giagen.com.
HB-1355-002 © 2013-2015 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.



www.giagen.com

Australia = techservice-au@giagen.com

Austria = techservice-at@giagen.com

Belgium = techservice-bnl@giagen.com

Brazil = suportetecnico.brasil@giagen.com

Canada = techservice-ca@giagen.com

China = techservice-cn@giagen.com

Denmark = techservice-nordic@giagen.com

Finland = techservice-nordic@giagen.com

France = techservice-fr@giagen.com

Germany = techservice-de@giagen.com
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Italy = techservice-it@giagen.com

Japan = techservice-jp@giagen.com

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

Luxembourg = techservice-bnl@qgiagen.com

Mexico = techservice-mx@giagen.com

The Netherlands = techservice-bnl@giagen.com

Norway = techservice-nordic@giagen.com

Singapore = techservice-sg@qgiagen.com

Sweden = techservice-nordic@giagen.com

Switzerland = techservice-ch@giagen.com

USA = techservice-us@giagen.com QI AGEN
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