Ozujak 2015.

ipsogen® WT1 ProfileQuant® Kit
(ELN*) Prirucnik

W24

Verzija 1

IVD

Kvantitativna in vitro dijagnostika

Za uporabu s instrumentima Rotor-Gene® Q, ABI PRISM®
7900HT SDS, Applied Biosystems® 7500 Real-Time PCR System
i LightCycler®

C€

676923

u QIAGEN GmbH, QIAGEN Strasse 1, 40724 Hilden, NJEMACKA

R2 MAT 1072503HR

ELEN | eukemiaNet: . . . . .
European

QIAGEN®

Sample & Assay Technologies



QIAGEN Sample and Assay Technologies
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koje omogucuju izolaciju i otkrivanje sadrzaja bilo kojeg bioloskog uzorka. Nasi
napredni, visoko kvalitetni proizvodi i usluge osiguravaju uspjeh u postupku od
uzimanja uzorka do dobivanja rezultata

QIAGEN postavlja standarde za:

B procis¢avanje DNA, RNA i bjelancevina

B ispitivanje nukleinskih kiselina i bjelancevina

B istrazivanje microRNA i RNAI

B automatiziranje tehnologija za uzorkovanje i ispitivanje

Nas je zadatak omoguciti vam postizanje izvanrednog uspjeha i novih otkrica.
Za vise informacija posjetite www.giagen.com.
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Namjena

Proizvod ipsogen WT1 ProfileQuant Kit namijenjen je za kvantifikaciju transkripata
gena Wilmsova tumora (WT) u ukupnoj RNA izoliranoj kod pacijenata s akutnom
mijeloicnom leukemijom (AML). Dobiveni rezultati namijenjeni su za pomo¢ pri
prac¢enju reakcije na rano lijeCenje i minimalne ostatne bolesti (MRD).

Sazetak i objasnjenje

Trenutni protokoli lijecenja akutne mijeloi¢ne leukemije (AML) temelje se na
prognostickim cimbenicima, koji doprinose stratifikaciji terapije (1, 2). Kljucni
prognosticki cimbenici koji su do sada imenovani ukljucuju svojstva koja se
uzimaju u obzir prije lijecenja, kao $to su dob i broj bijelih krvnih stanica (WBC),
kao i kariotip pacijenta i prisutnost specificnih mutacija gena kao sto su FLT3 i
NPM1 (3, 4). Morfoloska reakcija na indukcijsku kemoterapiju pruza daljnji
cimbenik predvidanja koji je ukljuCen u trenutne sheme stratifikacije rizika koje se
koriste za donosenje odluke o konsolidacijskoj terapiji, posebno o alogenoj
transplantaciji (5). Dok se pomocu ovih parametara razlikuju skupine pacijenata
prema prilicno razlicitim rizicima od povratka bolesti, postoji prijeka potreba za
poboljsanjem stratifikacije rizika kako bi se na pouzdaniji nacin odredili pacijenti
koji bi mogli imati najvise (ili najmanje) koristi od transplantacije. Nekoliko studija
istiCe potencijal pra¢enja MRD pomocu kvantitativne lancane reakcije polimerazom
u stvarnom vremenu (qPCR) kako bi se detektirali ciljevi specificni za leukemiju, tj.
transkripti fuzijskog gena (FG) kao sto su PML-RARA, CBFB-MYH11, AML1-ETO
(RUNXT-RUNX1T1) ili mutacije specifi¢nih gena kao sto je NPM1. Time se
omogucduje prepoznavanje pacijenata s najvisim rizikom od povratka bolesti te se
na taj nacin ukazuje na kandidate za rane postupke lijecenja (6).

Otprilike polovica pacijenata s akutnom mijeloicnom leukemijom (AML) nema
odgovarajuci cilj specifican za leukemiju te u ovom slucaju postoji znacajno
zanimanje za razvoj alternativnih pristupa koji bi omogucdili pracenje MRD-a, $to bi
se moglo primjenjivati na znatno vecem broju pacijenata. Jedna od strategija
ukljucuje uporabu protocne citometrije kako bi se otkrili i pratili aberantni
fenotipovi koji se povezuju s leukemijom, ali, iako je ova strategija Siroko
primjenjiva, ona je i tehnicki zahtjevna (6). Drugi pristup ukljucuje uporabu gPCR
kako bi se otkrili transkripti sa znatno visim izraZzajem u blastu akutne mijeloi¢ne
leukemije u odnosu na normalnu krv i kostanu srz, a najvise se pozornosti obraca
na gen WTT (6).

Gen WTT nalazi se na kromosomu 11p13 i kodira transkripcijski cimbenik cinkova
prsta te se izvorno odredivao zbog ukljucenosti u patogenezu Wilmsova tumora
(7). Pokazalo se da gen WTT ima visoki izrazaj kod nekoliko hematopoetskih
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tumora, ukljucujudi akutnu mijeloi¢nu leukemiju (7, 8). lako su mehanizmi koji vode
do prekomjernog izrazaja WT1 slabo shvaceni, ova se pojava moze iskoristiti kao
marker koji indicira prisutnost, ucestalost i ponovnu pojavu leukemicne
hematopoeze.

Nacelo postupka

Tehnika za qPCR omogucuje tocnu kvantifikaciju PCR produkata tijekom
eksponencijalne faze postupka PCR amplifikacije. Podaci za gPCR mogu se brzo
dobiti, bez obrade nakon PCR, detekcijom fluorescentnih signala u stvarnom
vremenu tijekom i/ili nakon PCR cikliranja, na taj nacin drasticno smanjujudi rizik
od kontaminacije PCR produkta. Trenutno su dostupne tri glavne vrste tehnika za
gPCR: qPCR analiza uz pomoc¢ SYBR® zelene | boje, qPCR analiza uz pomo¢ sondi
za hidrolizu te gPCR analiza uz pomo¢ sondi za hibridizaciju.

WT1 (11p13)
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4=m Nizvodna pocetnica
B Sonda

Slika 1. Shematski prikaz transkripta WT1 prekrivenog ELN qPCR pocetnicama i kompletom
sondi: WT1-ELN F-WT1-ELN P-WT1-ELN R. Broj ispod pocetnica i sonde odnosi se na polozZaj
njihovih nukleotida pri normalnom transkriptu gena. Ekson 5 moze se alternativno prekrojiti.

Ovo ispitivanje koristi se nacelom gPCR hidrolize dvostruko obojenih
oligonukleotida. Tijekom PCR, uzvodne i nizvodne pocetnice hibridiziraju se u
specificnu sekvencu. Dvostruko obojeni oligonukleotid sadrzan je u istoj mjesavini.
Ova sonda, koja se sastoji od oligonukleotida oznacenog na 5' kraju bojom
izvjestitelja i na 3" kraju bojom hvataca, hibridizira se do ciljane sekvence unutar
PCR produkta. Analiza putem gPCR sa sondama za hidrolizu koristi 5'>3'
egzonukleaznu aktivnost Thermus aquaticus (Tag) DNA polimeraze. Kada je sonda
netaknuta, blizina boje izvjestitelja i boje hvataca rezultira supresijom izvjestiteljske
fluorescencije, prvenstveno prijenosom energije Forsterovim tipom.

Tijekom PCR, ako je prisutan cilj za koji postoji interes, sonda se specificno vezuje
zagrijavanjem izmedu lokacija uzvodne i nizvodne pocetnice. Egzonukleazna
aktivnost 5'>3' DNA polimeraze razbija sondu izmedu izvjestitelja i hvata¢a samo
ako se sonda hibridizira do cilja. Fragmenti sonde potom se udaljavaju od cilja i
nastavlja se polimerizacija lanca. 3' kraj sonde blokiran je kako bi se sprijecilo
Sirenje sonde tijekom PCR (Slika 2). Ovaj postupak odvija se u svakom ciklusu i ne
utjeCe na eksponencijalnu akumulaciju produkta.
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Povecanje fluorescentnog signala detektira se samo ako je ciljna sekvenca
komplementarna sa sondom te se prema tome pojacava tijekom PCR. Zbog ovih
zahtjeva, nespecificna amplifikacija se ne detektira. Prema tome, povecavanje

fluorescencije izravno je proporcionalno ciljnoj amplifikaciji tijekom PCR.

Vezivanje

Vezivanje
pocetnica i sonde
Zagrijavanjem

Polimerizacija
Pomicanje lanca

Razbijanje

Dovodi do otpustanja
boje hvataca i emisije
fluorescentnog
sighala izvjestitelja

Polimerizacija zavriena

PCR produkt zavrsen,
akumulacija
fluorescentnog signala

u svakom ciklusu

Uzvodne i
nizvodne
pocetnice
Taq polimeraza

P AA |zvjestitel] S 2 Specificna sonda

# Hvatal okl _ PCR produkt

Slika 2. Nacelo reakcije. Ukupna RNA reverzno se transkribira, a generirana cDNA amplificira se
tijekom PCR pomodu para specificnih pocetnica i specificne interne sonde s dvostrukim bojenjem
(FAM™-TAMRA™). Sonda se povezuje s amplikonom tijekom svakog koraka vezivanja PCR
postupka. Kada se Tag prosiruje od spoja pocetnice do amplikona, ona pomice 5' kraj sonde, koji
se potom razgraduje egzonukleaznom aktivnos¢u 5'->3' Tag DNA polimeraze. Razbijanje se
nastavlja dok preostala sonda ne istopi amplikon. Ovaj postupak oslobada fluorofor i hvatac u
otopinu, prostorno ih odvajajuci i dovodeci do povecavanja fluorescencije od FAM i smanjivanja
fluorescencije od TAMRA.

Kada se fluorescencija ucrtava u ovisnosti o broju ciklusa, akumulacija PCR
produkta prikazana je na Slici 3. Krivulja amplifikacije sukcesivno se sastoji od rane
pozadinske faze (ispod razine detekcije instrumenta), eksponencijalne faze (ili
logaritamske faze) i platoa. Najtocnije kvantitativno utvrdivanje moze se obaviti
samo tijekom eksponencijalne faze. Prvi ciklus, u kojem instrument moze
prepoznati fluorescenciju nastalu amplifikacijom koja se nalazi iznad pozadinskog
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signala, zove se granicni ciklus (Cy) ili granicna tocka (Cp). Odabirom granice unutar
logaritamsko-linearne faze, moguce je izraCunati stvarni iznos inicijalnih pocetnih
molekula jer je jacina fluorescencije izravno proporcionalna iznosu PCR produkta u
eksponencijalnoj fazi.

Tijekom faze platoa ne dolazi do znacajnog rasta koli¢ine PCR produkta. Ve¢inom
je uzrok tomu deplecija PCR sastavnica i ponovno vezivanje zagrijavanjem lanaca
PCR produkta koje je uzrokovano visokom koncentracijom zavrsnih produkata koji
sprjeCavaju daljnje vezivanje pocetnica pomocu zagrijavanja.
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Broj ciklusa

Slika 3. Nastajanje fluorescencije tijekom ciklusa i sukcesivnih faza amplifikacije.

Najizravniji i najprecizniji pristup za analizu kvantitativnih podataka je koristenje
standardne krivulje koja se priprema iz niza otopina kontrolnog predloska
poznatih koncentracija. To je poznato pod nazivom “standardna krivulja” ili
“apsolutna” kvantifikacija. Nakon amplifikacije niza standardnih otopina,
standardna krivulja nastaje zapisivanjem logaritma pocetnog predloska broja
kopija u odnosu na vrijednosti Cp nastalih za svaku otopinu. Crtanje ovih tocaka
stvara standardnu krivulju. Koristenje jednadzbe ove standardne krivulje
omogucuje odredivanje pocetnog broja kopija uzoraka za kvantifikaciju.

WT1 ProfileQuant Kit (ELN) ukljucuje specificne mjesavine plazmida, pocetnica i
sondi za WT1 i ABL. Ove su se sastavnice zajedno validirale u kontekstu
medulaboratorijske studije koju je vodila grupa stru¢njaka iz konzorcija Europan
Leukemia Net (Europska mreZa za leukemiju). Ispitivanje koje su prethodno objavili
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Van Dijk i suradnici dosljedno je nadmasilo druga ispitivanja i zbog svoje je
konfiguracije manje sklono mutacijama kod akutne mijeloicne leukemije (9). Stoga
je odabrano kao ELN WTT1 ispitivanje. Proizvod ipsogen WT1 ProfileQuant Kit
temelji se na ovoj tehnici. U ovom kitu, endogena kontrola (ABL transkript)
amplificirana je iz uzorka kao i iz transkripta WT1. PriloZene su standardne serijske
otopine kontrole i WT1 cDNA, a nastale standardne krivulje omogucuju tocan
izraCun broja kopija WT1 transkripata i ABL u svakom uzorku.

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Prilozeni materijali

Sadrzaj kita

ipsogen WT1 ProfileQuant Kit (24)
Kataloski broj 676923
Broj reakcija 24
ABL Control Gene Standard Dilution C1-ABL 50 ul

(ABL standardna otopina kontrolnog gena)

(103 kopija/5 )

ABL Control Gene Standard Dilution C2-ABL 50 ul
(ABL standardna otopina kontrolnog gena)

(10* kopija/5 )

ABL Control Gene Standard Dilution C3-ABL 50 ul
(ABL standardna otopina kontrolnog gena)

(10° kopija/5 )

WT1 Profile Gene Standard Dilution

(WT1 standardna otopina profila gena) P1-WT1 50 pl
(10" kopija/5 )

WT1 Profile Gene Standard Dilution

(WT1 standardna otopina profila gena) P2-WTT 50 pl
(102 kopija/5 )

WT1 Profile Gene Standard Dilution

(WT1 standardna otopina profila gena) P3-WTT 50 pl
(103 kopija/5 pl)

WT1 Profile Gene Standard Dilution

(WT1 standardna otopina profila gena) P4-WT1 50 pl
(10° kopija/5 )

WT1 Profile Gene Standard Dilution

(WT1 standardna otopina profila gena) P5-WTT 50 pl
(108 kopija/5 pl)

Primers and Probe Mix ABL* PPC-ABL 25x 90 pl
(Mjesavina pocetnica i sonde ABL)

Primers and Probe Mix PPP-WT1 (ELN)" PPP- 110 pl
(Mjesavina pocetnica i sonde PPP-WT1) WT1(ELN) 25x

ipsogen WT1 ProfileQuant Kit Handbook (English) 1

(ipsogen WT1 ProfileQuant Kit Priru¢nik (hrvatski)

* Mix of specific reverse and forward primers for the ABL control gene (CG) plus a specific FAM-
TAMRA probe (Mjesavina specificnih uzvodnih i nizvodnih pocetnica za ABL kontrolni gen plus
specifitna FAM-TAMRA sonda).
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" Mix of specific reverse and forward primers for the WT1 (exon 1-2) gene plus a specific FAM-
TAMRA probe (Mjesavina specifi¢nih uzvodnih i nizvodnih pocetnica za WT1 (ekson 1-2) gen
plus specificna FAM-TAMRA sonda).

Napomena: Nakratko centrifugirajte standardne otopine i mjeSavine pocetnica i
sondi prije uporabe.

Potrebni materijali koji nisu prilozeni

Prilikom rada s kemikalijama, uvijek nosite prikladnu laboratorijsku kutu,
jednokratne rukavice i zastitne naocale. Za vise informacija pogledati sigurnosno-
tehnicki list (SDS), dostupan od dobavljaca proizvoda.

Reagensi

B Voda za PCR bez nukleaze

B Reagensi za reverznu transkripciju: Validirani reagens je Superscript® Il (ili
Superscript) Reverse Transcriptase (reverzna transkriptaza), ukljucuje 5x pufer
za prvi lanac,100 mM DTT (Life Technologies, kat. br. 18064-022)

B Inhibitor RNaze: Validirani reagens je RNaseOUT™ (Life Technologies, kat. br.
10777-019)

B Komplet dNTP-ova, PCR stupnja

B Proizvoljni heksamer

| MgC|2

M Puferi Tag DNA polimeraza: Validirani reagensi su TagMan® Universal PCR

Master Mix (glavna mjesavina PCR 2x) (Life Technologies, kat. br. 4304437) i
LightCycler TagMan Master (glavna mjesavina PCR 5x) (Roche, kat. br.
04535286001)

Potrosni materijal

B Sterilni vrhovi pipeta za PCR s hidrofobnim filterima, bez nukleaze i otporni na
aerosole

B Epruvete za PCR od 0,5 mlili 0,2 ml bez RNaze i DNaze

B Led

Oprema

B Mikrolitarska pipeta* za PCR (1-10 pl; 10-100 pl; 100-1000 pl)

B Stolna centrifuga* s rotorom za reakcijske epruvete od 0,2 ml/0,5 ml i
maksimalnom brzinom od 13.000-14.000 o/min

B Instrument za PCR u stvarnom vremenu:* Rotor-Gene Q 5plex HRM? ili drugi

instrument Rotor-Gene; LightCycler 1.2 ili 480 ili ABI PRISM 7900HT SDS;
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System i povezani specifi¢ni materijal

ipsogen WT1 ProfileQuant Kit Prirucnik 03/2015 1



B Termocikler* ili vodena kupelj* (korak reverzne transkripcije)

Napomena: Pobrinite se da su termocikler ili vodena kupelj provjereni i kalibrirani
prema preporukama proizvodaca.

Upozorenja i mjere opreza
Za in vitro dijagnosticku uporabu

Prilikom rada s kemikalijama, uvijek nosite prikladnu laboratorijsku kutu,
jednokratne rukavice i zastitne naocale. Za vise informacija pogledati odgovarajuci
sigurnosno-tehnicke listove (SDS). Isti su dostupni putem interneta u prakticnom i
kompaktnom PDF formatu na stranici www.giagen.com/safety, gdje mozete
pronadi, pregledati i ispisati SDS za svaki QIAGEN ® kit i njegove sastavnice.

Otpad od uzoraka i ispitivanja odlazite u skladu s lokalnim sigurnosnim propisima.

Opce mjere opreza

Uporaba gPCR testova zahtijeva dobru laboratorijsku praksu, ukljucujuci
odrzavanje opreme koja je namijenjena za molekularnu biologiju i sukladna
primjenjivim propisima i relevantnim normama.

Kit je namijenjen za in vitro dijagnosticku uporabu. Reagensi i upute dostavljeni u
ovom kitu validirani su za optimalnu izvedbu. Daljnje razrjedivanje reagenasa ili
izmjena vremena i temperatura inkubacije moze rezultirati pogresnim il
neuskladenim podacima. Moze doci do promjene PPC-ABL i PPP-WT1 reagenasa,
ako se izloze svjetlosti. Svi su reagensi formulirani posebno za uporabu s ovim
testom. Da bi se postigla optimalna izvedba testa, ne smiju se vrsiti nikakve
preinake.

Za odredivanje razina transkripcije pomocu gPCR potrebna je reverzna
transkripcija mRNA i amplifikacija generirane cDNA pomocu PCR. Prema tome,
cjelokupni postupak ispitivanja mora se obaviti u uvjetima bez RNaze/DNaze.

Budite iznimno oprezni kako biste sprijecili:

B Kontaminaciju RNazom/DNazom koja moze prouzrociti degradaciju predloska
mMRNA i generirane cDNA

B Kontaminaciju mRNA ili kontaminaciju zbog prijenosa u PCR koja za rezultat
ima lazno pozitivan signal
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Stoga preporucujemo sljedece.

B Koristite laboratorijsko posude bez nukleaze (npr. pipete, vrhovi pipeta, bocice
za reakciju) i nosite rukavice dok izvodite ispitivanje.

B Koristite svjeze vrhove pipeta otporne na aerosole za sve korake pipetiranja
kako biste izbjegli unakrsno zagadenje uzoraka i reagensa.

M Pripremite pre-PCR master mjesavinu s namjenskim materijalom (pipete,
vrhovi itd.) u namijenjenom podrudju gdje se ne uvode DNA matrice (cDNA,
DNA, plazmidi). Dodajte predlozak na odvojenom mjestu (po mogucnosti u
odvojenoj prostoriji), koristeci predvideni materijal (pipete, vrhovi, itd.).

B Obradite standardne otopine (C1-3 i P1-5) u odvojenoj prostoriji.

Cuvanje reagensa i rukovanje reagensima

Kitovi se isporucuju na suhom ledu i po primitku se moraju skladistiti na
temperaturi od -30°C do -15°C.

B Pobrinite se da se mjesavine pocetnica i sondi sto manje izlazu svjetlosti (PPC i
PPF epruvete).

B Lagano promijesajte i centrifugirajte epruvete prije otvaranja.
B Cuvajte sve sastavnice kita u originalnim spremnicima.

Ovi uvjeti skladiStenja odnose se i na otvorene i na neotvorene sastavnice.
Sastavnice koje se pohranjuju pod nekim drugim uvjetima, a ne onima koji su
navedeni na naljepnicama, mozda nece pravilno funkcionirati i mogu negativno
utjecati na rezultate ispitivanja.

Rokovi valjanosti za svaki reagens navedeni su na naljepnicama zasebnih
sastavnica. Pod pravilnim uvjetima skladistenja proizvod ¢e zadrzati radni ucinak
do isteka roka valjanosti koji je otisnut na naljepnici.

Ne postoje ociti znakovi koji ukazuju na nestabilnost ovog proizvoda. Medutim,
pozitivne i negativne kontrole moraju se provoditi istodobno s nepoznatim
uzorcima.

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Postupak

Priprema RNA iz uzorka

Priprema RNA iz uzoraka pacijenata (iz krvi ili koStane srzi) mora se provesti
provodenjem validiranog postupka. Kvaliteta ispitivanja u velikoj mjeri ovisi o
kvaliteti RNA koja se unosi. Stoga prije analize preporucujemo razblazZivanje
prociscene RNA elektroforezom agaroznim* gelom ili pomocu instrumenta
Agilent® Bioanalyzer®.

Protokol: Preporucena standardizirana EAC reverzna transkripcija

Sto udiniti prije pocetka rada
B Pripremite dNTP-ove, 10 mM svaki. Cuvajte na —20°C u alikvotima.
B Pripremite proizvoljni heksamer, 50 mM. Cuvajte na —20°C u alikvotima.

B  Pripremite MgCly, 50 mM. Cuvajte na —20°C u alikvotima.

Postupak

1.  Odmrznite sve potrebne sastavnice i stavite ih na led.

2. Inkubirajte 1 pg RNA (1-4 pl) u trajanju od 10 minuta na 70°C i odmah stavite
da se 5 minuta hladi na ledu.

3. Nakratko centrifugirajte (priblizno 10 sekundi, 10.000 o/min), kako biste
sakupili tekucinu na dnu epruvete. Potom drzite na ledu.

4. Pripremite sljedecu mjesavinu za RT u skladu s brojem uzoraka koji se
obraduju (Tablica 1).
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* Prilikom rada s kemikalijama, uvijek nosite prikladnu laboratorijsku kutu, jednokratne rukavice i
zaStitne naocale.

Tablica 1 Priprema RT mjesavine

Volumen po Konacna

Sastavnica uzorku (ul) koncentracija
Pufer za prvi lanac (prilozen uz

. . 4,0 1x
Superscript Il reverznu transkriptazu), 5x
MgCl; (50 mM) 2,0 5 mM
dl\'lTP—O\'/|'(.1E) mM svaki, prethoglno ' 20 1 mM
pripremiti i cuvati na —20°C u alikvotima)
DTT (100 mM, prllgzeno uz Superscript 20 10 mM
Il reverznu transkriptazu)
Inhibitor RNaze (40 U/pl) 0,5 1 U/l
Proizvoljni heksamer (100 um) 5,0 25 uM
Superscript 1l (200 U/pl) 0,5 5 U/l
Zagrijan RNA uzorak (dodati u koraku 5) 1,0-4,0 50 ng/ul
Voda za PCR bez nukleaze (dodati u 0,0-3.0 _
koraku 5)
Konacni volumen 20,0 -

5. Pipetirajte 16 pl RT mjesavine u svakoj epruveti za PCR. Zatim dodajte 1-4 pl
(1 ug) RNA (iz koraka 3) i podesite volumen na 20 pl s vodom za PCR bez
nukleaze (vidjeti Tablicu 2).

ipsogen WT1 ProfileQuant Kit Prirucnik 03/2015 15



Tablica 2. Priprema reakcije za reverznu transkripciju

Sastavnica Volumen (ul)
RT mjesavina 16,0
Zagrijan uzorak RNA (1 pg) 1,0-4,0
Voda za PCR bez nukleaze 0,0-3,0
Konacni volumen 20,0

6. Dobro promijesajte i kratko centrifugirajte (priblizno 10 sekundi, 10.000
o/min) kako biste sakupili tekudinu na dnu epruvete.

7. Inkubirajte na 20°C u trajanju od 10 minuta.

8. Inkubirajte na 42°C u termocikleru u trajanju od 45 minuta, pa neposredno
nakon toga na 99°C u trajanju od 3 minute.

9. HiIladite na ledu (kako biste zaustavili reakciju) 5 minuta.

10. Nakratko centrifugirajte (priblizno 10 sekundi, 10.000 o/min), kako biste
sakupili tekuéinu na dnu epruvete. Potom drzite na ledu.

11. Razrijedite konacnu cDNA s 30 pl vode za PCR bez nukleaze tako da konacni
volumen bude 50 pl.

12. Provedite PCR u skladu sa sljedec¢im protokolima, u skladu s vasim
instrumentom za qPCR.

Napomena: Ovaj protokol reverzne transkripcije razvijen je prema studiji programa
“Europe against cancer” (Europa protiv raka) (EAC) (10, 11).

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protokol: gPCR na instrumentima Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
ili Rotor-Gene Q 5plex HRM s rotorom sa 72 epruvete

Ako koristite ovaj instrument, preporucujemo provodenje svih mjerenja dvaput,
kao Sto je navedeno u Tablici 3.

Tablica 3. Broj reakcija za instrumente Rotor-Gene Q s rotorom sa 72-epruvete

Uzorci Reakcije

S mjesavinom ABL pocetnica i sondi (PPC-ABL)
n cDNA uzorci n x 2 reakcije

2 x 3 reakcije (3 otopine, svaka od
njih testirana dvaput)

ABL standard
Kontrola vode 2 reakcije
S mjesavinom WT1 pocetnica i sondi (PPP-WT1)
n cDNA uzorci n x 2 reakcije

2 x 5 reakcija (5 otopina, svaka od

WT1 standard . )
njih testirana dvaput)

Kontrola vode 2 reakcije

Obrada uzoraka na instrumentima Rotor-Gene Q s rotorom sa 72 epruvete

Preporucujemo ispitivanje 8 cDNA uzoraka u istom pokusu kako bi se optimiziralo
koristenje standarda i mjesavina pocetnica i sondi.

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Slika 4. Preporuceno postavljanje rotora za svaki pokus s proizvodom ipsogen WT1
ProfileQuant Kit. P1-5: WT1 standardi; C1-3: ABL standardi; S: cDNA uzorak; H,O: kontrola vode.

Napomena: Pobrinite se da uzorak koji treba ispitati uvijek postavite u polozaj 1
na rotoru. U suprotnom, tijekom koraka kalibracije, instrument nece provesti
kalibraciju i prikupit ¢e se neto¢ni podaci o fluorescenciji.

Ispunite sve ostale polozaje praznim epruvetama.

gPCR na instrumentima Rotor-Gene Q s rotorom sa 72 epruvete

Napomena: Sve korake provedite na ledu.

Postupak

1.  Odmrznite sve potrebne sastavnice i stavite ih na led.

2. Pripremite sljede¢u mjesavinu za qPCR u skladu s brojem uzoraka koji se
obraduju.

Sve koncentracije predvidene su za konacni volumen reakcije.
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U Tablici 4 opisana je shema pipetiranja za pripremu jedne mjesavine reagensa
koja je predvidena za dobivanje konacnog volumena reakcije od 25 pl.
Predmjesavina se moze pripremiti, u skladu s brojem reakcija, uz uporabu iste
mjesavine pocetnica i sondi (ili PPC-ABL ili PPF-WT1). Dodatni volumeni
ukljuceni su kako bi se kompenzirale pogreske u pipetiranju.

Tablica 4. Priprema qPCR mjesavine

1 reakcija ABL:24 +1  WT1: 28 +1 Konacna
Sastavnica (ul) reakcija (ul) reakcija (ul) koncentracija

TagMan

univerzalna

PCR master 12,5 312,5 362,5 1x
mjesavina,

2X

Mjesavina

pocetnica i 1,0 25,0 29,0 1x
sondi, 25x

Voda za
PCR bez 6,5 162,5 188,5 -
nukleaze

Uzorak
(dodati u 50 Svaki po 5 Svaki po 5 -
koraku 4)

Ukupni

25,0 Svaki po 25  Svaki po 25 -
volumen

3. Dispenzirajte 20 pl gPCR predmjesavine po epruveti.

4. Dodajte 5 pl RT produkta (cDNA, odgovara 100 ng RNA) koji je dobiven
reverznom transkripcijom (vidjeti “Protokol: Preporucena standardizirana
EAC reverzna transkripcija”, stranica 14) u odgovarajucu epruvetu (ukupni
volumen 25 pl).

5. Blago pomijesati pipetiranjem gore i dolje.
Stavite epruvete u termocikler u skladu s preporukama proizvodaca.

7. Programirajte instrument Rotor-Gene Q pomocu programa za toplinsko
cikliranje, kako je navedeno u Tablici 5.
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Tablica 5. Temperaturni profil

Nacin analiziranja Kvantifikacija

Stanka Temperatura: 50 stupnjeva
Vrijeme: 2 minute

Stanka 2 Temperatura: 95 stupnjeva
Vrijeme: 10 minuta

Cikliranje 50 puta
95 stupnjeva u trajanju od 15 s

60 stupnjeva u trajanju od 1 min uz prikupljanje
FAM fluorescencije u kanalu Zeleno: pojedinacno

8. Zainstrumente Rotor-Gene Q odaberite "Slope Correct" (korekcija smjera)
za analizu. Preporucujemo postavljanje granice na 0,03. Pokrenite program
za toplinsko cikliranje kako je navedeno u Tablici 5.
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Protokol: gPCR na instrumentima ABI PRISM 7900HT SDS,
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System i LightCycler 480

Ako koristite opremu za qPCR s ploCom s 96 jazica, preporucujemo provodenje
svih mjerenja dvaput, kako je navedeno u Tablici 6.

Tablica 6. Broj reakcija uz uporabu opreme za qPCR s plocom s 96 jazica

Uzorci Reakcije

S mjesavinom ABL pocetnica i sondi (PPC-ABL)
n cDNA uzorci n x 2 reakcije

2 x 3 reakcije (3 otopine, svaka od
njih testirana dvaput)

ABL standard
Kontrola vode 2 reakcije
S mjesavinom WT1 pocetnica i sondi (PPP-WT1)
n cDNA uzorci n x 2 reakcije

2 x 5 reakcija (5 otopina, svaka od

WT1 standard njih testirana dvaput)

Kontrola vode 2 reakcije

Obrada uzoraka na instrumentima ABI PRISM 7900HT SDS, Applied Biosystems
7500 Real-Time PCR System i LightCycler 480

Preporucujemo ispitivanje najmanje 8 cDNA uzoraka u istom pokusu kako bi se
optimiziralo koristenje standarda i mjesavina pocetnica i sondi. Shema ploce na
Slici 5 prikazuje primjer takvog pokusa.
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Slika 5. Preporucena postavka ploce za jedan pokus. S: cDNA uzorak; P1-5: WT1 standardi; C1-3:
ABL standardi; H20: kontrola vode.

gPCR na instrumentima ABI PRISM 7900HT SDS, Applied Biosystems 7500 Real-
Time PCR System i LightCycler 480

Napomena: Sve korake provedite na ledu.

Postupak

1.  Odmrznite sve potrebne sastavnice i stavite ih na led.

2. Pripremite sljede¢u mjesavinu za qPCR u skladu s brojem uzoraka koji se
obraduju.

Sve koncentracije predvidene su za konacni volumen reakcije.

U Tablici 7 opisana je shema pipetiranja za pripremu jedne mjeSavine reagensa
koja je predvidena za dobivanje konacnog volumena reakcije od 25 pl.
Predmjesavina se moze pripremiti, u skladu s brojem reakcija, uz uporabu iste
mjeSavine pocetnica i sondi (ili PPC-ABL ili PPF-WT1). Dodatni volumeni
ukljuceni su kako bi se kompenzirale pogreske u pipetiranju.

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tablica 7. Priprema qPCR mjesavine

1 reakcija ABL:24 +1 WT1:28 + 1 Konacna
Sastavnica (ulh) reakcija (ul) reakcija (ul) koncentracija

TagMan

univerzalna

PCR master 12,5 312,5 362,5 1x
mjesavina,

2X

Mjesavina

pocetnica i 1,0 25,0 29,0 1x
sondi, 25x

Voda za
PCR bez 6,5 162,5 188,5 -
nukleaze

Uzorak
(dodati u 50 Svaki po 5 Svaki po 5 -
koraku 4)

Ukupni

25,0 Svaki po 25  Svaki po 25 -
volumen

3. Dispenzirajte 20 ul gPCR predmjesavine po jazici.
Dodajte 5 pl RT produkta (cDNA, odgovara 100 ng RNA) koji je dobiven
reverznom transkripcijom (vidjeti “Protokol: Preporucena standardizirana
EAC reverzna transkripcija”, stranica 14) u odgovarajucu jazicu (ukupni
volumen 25 pl).

5. Blago promijesati pipetiranjem gore i dolje.
Zatvorite plocu i nakratko centrifugirajte (300 x g, priblizno 10 sekundi).

7. Stavite plocu u termocikler u skladu s preporukama proizvodaca.
Programirajte termocikler pomocu programa za toplinsko cikliranje, kako je
navedeno u Tablici 8 za instrumente ABI PRISM 7900HT SDS ili Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System ili u Tablici 9 za instrument
LightCycler 480.

ipsogen WT1 ProfileQuant Kit Prirucnik 03/2015 23



Tablica 8. Temperaturni profil za ABI PRISM 7900HT SDS ili Applied Biosystems
7500 Real-Time PCR System

Nacin analiziranja Standardna krivulja - apsolutna kvantifikacija
Stanka Temperatura: 50°C
Vrijeme: 2 minute
Stanka 2 Temperatura: 95°C
Vrijeme: 10 minuta
Cikliranje 50 puta
95°C u trajanju od 15 sekundi

60°C u trajanju od 1 min uz prikupljanje FAM
fluorescencije; hvata¢: TAMRA

Tablica 9. Temperaturni profil za instrument LightCycler 480

Nacin analiziranja Apsolutna kvantifikacija ("Abs Quant”)

Format detekcije Odaberite “Simple Probe” (jednostavna sonda) u
prozoru “Detection formats” (formati detekcije)

Stanka Temperatura: 50°C

Vrijeme: 2 minute

Stanka 2 Temperatura: 95°C

Vrijeme: 10 minuta

Cikliranje 50 puta
95°C u trajanju od 15 sekundi

60°C u trajanju od 1 min uz prikupljanje FAM
fluorescencije, sto odgovara (483-533 nm) za LC
inacicu 01 i (465-510 nm) za LC inacicu 02

8. Zainstrumente ABI PRISM 7900HT SDS i Applied Biosystems 7500 Real-Time
PCR System, slijedite korak 8a. Za instrument LightCycler 480, slijedite korak
8b.
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8a. ABI PRISM 7900HT SDS i Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System:
Preporucujemo postavljanje granice na 0,1 kako je opisano u EAC protokolu
u koraku analize i postavljanje pocetne tocke izmedu ciklusa 3 i 15. Pokrenite
program za cikliranje kako je navedeno u Tablici 8.

8b. LightCycler 480: Preporucujemo uporabu “Fit point” nacina analize
(prilgodenih tocaka) s pozadinom od 2,0 i granicom na 2,0. Pokrenite
program za toplinsko cikliranje kako je navedeno u Tablici 9.
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Protokol: gPCR na instrumentu LightCycler 1.2

Koristedi kapilarne instrumente, preporucujemo da mjerenje uzoraka provedete
dvaput, a mjerenje kontrola jednom i to kako je navedeno u Tablici 10.

Tablica 10. Broj reakcija za instrument LightCycler 1.2

Uzorci Reakcije

S mjesavinom ABL pocetnica i sondi (PPC-ABL)
n cDNA uzorci n x 2 reakcije

1 x 3 reakcija (3 standardne

ABL standard otopine, svaka od njih testirana
jednom)
Kontrola vode 1 reakcija

S mjesavinom WT1 pocetnica i sondi (PPP-WT1)
n cDNA uzorci n x 2 reakcije

1 x 5 reakcija (5 standardnih

WT1 standard otopina, svaka od njih testirana
jednom)
Kontrola vode 1 reakcija

Obrada uzoraka na instrumentu LightCycler 1.2

Preporucujemo ispitivanje 5 cDNA uzoraka u istom pokusu kako bi se optimiziralo
koriStenje standarda i mjesSavina pocetnica i sondi. Kapilarna shema na Slici 6
prikazuje primjer takvog pokusa.
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Slika 6. Preporuceno postavljanje rotora za svaki pokus s proizvodom ipsogen WT1
ProfileQuant Kit. P1-5: WT1 standardi; C1-3: ABL standardi; S: nepoznati uzorak DNA koji je
potrebno analizirati; H2O: kontrola vode.

gPCR na instrumentu LightCycler 1.2

Napomena: Zbog pojedinih tehnoloskih zahtjeva, pokuse na instrumentu
LightCycler potrebno je izvoditi koriste¢i posebne reagense. Preporucujemo
uporabu glavne mjesavine LightCycler TagMan Master i slijedenje uputa
proizvodaca za pripremu mjesavine Master Mix 5x.

Napomena: Sve korake provedite na ledu.

Postupak

1.  Odmrznite sve potrebne sastavnice i stavite ih na led.

2. Pripremite sljedec¢u mjesavinu za qPCR u skladu s brojem uzoraka koji se
obraduju.

Sve koncentracije predvidene su za konacni volumen reakcije.

U Tablici 11 opisana je shema pipetiranja za pripremu jedne mjesavine
reagensa koja je predvidena za dobivanje konacnog volumena reakcije od 20
ul. Predmjesavina se moze pripremiti, u skladu s brojem reakcija, uz uporabu
iste mjesavine pocetnica i sondi (ili PPC-ABL ili PPF-WT1). Dodatni volumeni
ukljuceni su kako bi se kompenzirale pogreske u pipetiranju.
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Tablica 11. Priprema qPCR mjesavine

1 reakcija ABL:14 +1 WT1:16 +1 Konacna
Sastavnica (ul) reakcija (ul) reakcija (ul) koncentracija

Svjeze
pripremljena
glavna
mjesavina
LightCycler
TagMan
Master Mix,
5x

4,0 60,0 68,0 1x

Mjesavina
pocetnica i 0,8 12,0 13,6 1x
sondi, 25x

Voda za
PCR bez 10,2 153,0 173,4 _
nukleaze

Uzorak
(dodati u 50 Svaki po 5 Svaki po 5 -
koraku 4)

Ukupni

20,0 Svaki po 20  Svaki po 20 -
volumen

3. Dispenzirajte 15 pl qPCR predmjesavine po kapilari.
Dodajte 5 pl RT produkta (cDNA, odgovara 100 ng RNA) koji je dobiven
reverznom transkripcijom (vidjeti “Protokol: Preporucena standardizirana
EAC reverzna transkripcija”, stranica 14) u odgovarajucu epruvetu (ukupni
volumen 20 pl).

5. Blago promijesati pipetiranjem gore i dolje.
Ostavite kapilare u adaptere koji su isporucenu zajedno s uredajem i kratko
centrifugirajte (700 x g, priblizno 10 sekundi).

7. Stavite kapilare u termocikler u skladu s preporukama proizvodaca.

8. Programirajte instrument LightCycler 1.2 pomocu programa za toplinsko
cikliranje, kako je navedeno u Tablici 12.
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Tablica 12. Temperaturni profil

Nacin analiziranja Kvantifikacija

Stanka Temperatura: 95°C
Vrijeme: 10 minuta

Stopa promjene temperature: 20

Cikliranje 50 puta
95°C u trajanju od 10 sekundi; stopa promjene
temperature: 20

60°C u trajanju od 1 minute; stopa promjene
temperature: 20; uz prikupljanje FAM fluorescencije:
pojedinacno

Stanka 2 45°C u trajanju od 1 minute; stopa promjene
temperature: 20

9. Za instrument LightCycler 1.2, preporuéuje se nacin rada F1/F2 i “2"
derivative analysis” (2. derivativna analiza). Pokrenite program za toplinsko
cikliranje kako je navedeno u Tablici 12.
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Tumacenje rezultata

Nacelo analize podataka

Pri koriStenju tehnologije TagMan, broj PCR ciklusa potrebnih za detekciju signala
iznad granice naziva se granicni ciklus (Cy) i izravno je proporcionalan iznosu cilja
koji je prisutan na pocetku reakcije.

Koristeci standarde s poznatim brojem molekula, moguce je odrediti standardnu
krivulju i ustanoviti tocan iznos ciljeva prisutnih u ispitnom uzorku. ipsogen
standardne krivulje na osnovi su plazmida i koriste 3 standardne otopine plazmida
za ABL kontrolni gen (CG) i 5 standardnih otopina za WT1 gen kako bi se osigurale
tocne standardne krivulje. Slike 7 i 8 prikazuju primjer TagMan amplifikacijskih
krivulja dobivenih pomocu proizvoda ipsogen WT1 ProfileQuant Kit.
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Slika 8. Detekcija WT1 standarda ( P1-P5). 10, 10%, 10% 10°, 10° kopija/5 .
Rezultati

Standardna krivulja i kriteriji kvalitete
Neobradene podatke mogucée je kopirati u Excel® datoteku u svrhe analize.

Za svaki pojedini gen (ABL i WT1), neobradene vrijednosti za Cp / Cr dobivene
pomocu standardnih otopina plazmida obiljezavaju se u skladu s brojem kopija
zapisa(3,415zaC1,C2iC3;1,2,3,5i6za P1,P2,P3, P4iP5). Slika 9 prikazuje
primjer teoretske krivulje izraCunate s 5 standardnih otopina.

40 y =-3,32x + 39,84
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Slika 9. Teoretska krivulja izra¢unata iz 5 standardnih otopina. Linearna regresijska krivulja (y =
ax + b) izracunava se za svaki gen (ABL i WT1), pri cemu je a pad linije, a b je y-sjeciste, Sto
predstavlja koordinatu y tocke u kojoj linija sijee y os. Njezina jednadzba i koeficijent za
odredivanje (R?) ispisani su na grafikonu.

Bududi da su standardi 10-erostruke otopine, teoretski pad krivulje je -3,32. Pad
izmedu -3,0 i -3,9 prihvatljiv je dok god je R? >0,95 (12). Medutim, za precizne
rezultate poZeljna je vrijednost R* >0,98 (13).

Normalizirani broj kopija (NCN)

Jednadzbu ABL standardne krivulje trebalo bi koristiti kako bi se neobradene Cp
vrijednosti (dobivene pomocu PPC-ABL) za nepoznate uzorke pretvorile u ABL broj

kopija (ABLcn). P P4 P3 P2 P1

srednja vrijednost ABL Cp— sjeciste ABL
Logiouzorak ABLcy = standardne krivulje

pad ABL standardne krivulje
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Jednadzbu WT1 standardne krivulje trebalo bi koristiti kako bi se neobradene Cp
vrijednosti (dobivene pomoc¢u PPC-WT1) za nepoznate uzorke pretvorile u WT1
broj kopija (WT1cn).

srednja vrijednost WT1 Cp— sjeciSte WT1
Logiouzorak WT1cy = standardne krivulje

pad WT1 standardne krivulje

Omjer izmedu ovih CN vrijednosti (broja kopija) daju nam normalizirani broj kopija
(NCN) po 10.000 ABL kopija:
WT1en

NCN = x 10.000
ABLcn

Kontrola kvalitete ABL vrijednosti

Losa kvaliteta RNA ili problemi za vrijeme koraka gPCR rezultiraju niskom
vrijednosti ABLcn, Preporucujemo odbacivanje rezultata onih uzoraka kod kojih je
ABLcn <4246.

Reproduktibilnost izmedu replikacija

Varijacije u vrijednostima Cp replikacija trebale bi biti <2, Sto odgovara
Cetverostrukoj promjeni u vrijednosti broja kopija.

Varijacije u vrijednostima Cp replikacija uobicajeno je <1,5 ako je srednja Cp
vrijednost replikacija <36 (12).

Napomena: Svaki korisnik bi u svojem laboratoriju trebao izmjeriti njegovu vlastitu
reproduktibilnost.

Kontrole vode
Negativne kontrole trebale bi iznositi nula CN i za ABL i za WT1.

Pozitivna kontrola voda rezultat je unakrsne kontaminacije. Kako biste pronasli
rjeSenje, pogledajte "Vodic za otkrivanje i rjeSavanje pogresaka” u tekstu ispod.

Vodic za otkrivanje i rjeSavanje pogresaka

Ovaj vodic za otkrivanje i rjeSavanje pogresaka moze biti koristan u rjesavanju
problema koji se mogu pojaviti. Za vise informacija pogledajte jos i Cesto
postavljana pitanja na stranici naseg Sredista za tehnicku podrsku:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Znanstvenici u QIAGEN Tehnickoj podrsci
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uvijek rado odgovaraju na svako pitanje koje mozete imati bilo o informacijama i
protokolu u ovom priruc¢niku ili tehnologijama uzorkovanja i odredivanja (za
informacije o kontaktu, pogledajte “Informacije o kontaktu”, stranica 44).

Komentari i prijedlozi

Negativni rezultat za kontrolni gen (ABL) i WT1 u svim uzorcima - standard
u redu

a) Losa kvaliteta RNA Prije zapocinjanja, uvijek provjerite kvalitetu i
koncentraciju RNA.

Usporedno izvedite pozitivnu kontrolu stani¢ne

linije RNA.
b) Nemogucénost Prije zapocinjanja, uvijek provjerite kvalitetu i
izvodenja koraka koncentraciju RNA.

reverzne transkripcije  ysporedno izvedite pozitivnu kontrolu staniéne
linije RNA.
Negativni rezultat za kontrolni gen (ABL) u uzorcima - standard u redu

a) Losa kvaliteta RNA Prije zapocinjanja, uvijek provjerite kvalitetu i
koncentraciju RNA.

Usporedno izvedite pozitivhu kontrolu stani¢ne

linije RNA.
b) Nemogucnost Prije zapocinjanja, uvijek provjerite kvalitetu i
izvodenja koraka koncentraciju RNA.

reverzne transkripcije  ysporedno izvedite pozitivnu kontrolu stani¢ne
linije RNA.
Signal standarda negativan
a) Pogreska u pipetiranju  Provjerite shemu pipetiranja i postavke reakcije.

Ponovite PCR ciklus.

b) Nepravilno skladistenje ipsogen WT1 ProfileQuant Kit skladistite izmedu
sastavnica kita -15 do -30°C, a mjesavine pocetnica i sondi
(PPC i PPP) zastitite od svjetla. Vidi “Cuvanje
reagensa i rukovanje reagensima”, stranica 13.
Izbjegavajte ponavljanje zamrzavanja i otapanja.

Alikvoti reagensa za skladistenje.

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Komentari i prijedlozi

Negativne kontrole su pozitivne
Unakrsno zagadenje Zamijenite sve kriticne reagense.

Ponovite pokus s novim alikvotima svih
reagensa.

Uvijek rukujte uzorcima, sastavnicama kita i
potroSnim materijalom u skladu s opce
prihvacenom praksom kako bi ste sprijecili
prijenosno zagadenje.

Nema signala, ¢ak ni u standardnim kontrolama

a) Greska u pipetiranjuili  Provjerite shemu pipetiranja i postavke reakcije.

izostavljen reagens Ponovite PCR ciklus.

b) Inhibitorni ucinci Ponovite pripremu RNA
uzorkovanog
materijala uzrokovani
nedovoljnim
procis¢avanjem
c) LightCycler: Neispravna Podesite Channel Setting (postavke kanala) na
detekcija odabranog F1/F2 ili 530 nm/640 nm.
kanala

d) LightCycler: Nije Provjerite programe ciklusa.
programirano

. e Nakon zavrsetka svakog pojedinog dijela PCR
prikupljanje podataka

programa koji se odnosi na vezivanje, odaberite
nacin rada za prikupljanje “single” (pojedinacno).
Odsutan ili nizak signal u uzorcima, ali standardne kontrole su u redu.

a) Losa kvaliteta ili niska  Prije zapocinjanja, uvijek provjerite kvalitetu i

koncentracija RNA koncentraciju RNA.
Usporedno izvedite pozitivnu kontrolu stani¢ne
linije RNA.
b) Nemogucénost Prije zapocinjanja, uvijek provjerite kvalitetu i
izvodenja koraka koncentraciju RNA.

reverzne transkripcije Usporedno izvedite pozitivnu kontrolu stani¢ne

linije RNA.

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Komentari i prijedlozi

Jacina fluorescencije je preniska

a) Nepravilno skladistenje ipsogen WT1 ProfileQuant Kit skladistite izmedu
sastavnica kita -15 do -30°C, a mjesavine pocetnica i sondi
(PPC i PPP) zastitite od svjetla. Vidi “Cuvanje
reagensa i rukovanje reagensima”, stranica 13.

Izbjegavajte ponavljanje zamrzavanja i otapanja.
Alikvoti reagensa za skladistenje.

b) Jako niska pocetna Povecajte kolic¢inu uzorka RNA.

kolicina ciljane RNA. Napomena: Ovisno o odabranoj metodi

pripreme RNA, mogu se pojaviti sljedeci
inhibitorni ucinci:
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Komentari i prijedlozi

LightCycler: Jacina fluorescencije se razlikuje

a) Pogreska u pipetiranju  Varijabilnost uzrokovanu tzv. “pogreskom u
pipetiranju” moguce je smanijiti analiziranjem
podataka u nacinu rada F1/F2 ili 530 nm/640
nm.

b) Nedovoljno Moguce je da se pripremljena PCR mjesavina jos
centrifugiranje kapilara uvijek nalazi u gornjoj zili kapilare ili postoji
mogucnost da se zracni mjehuri¢ zaglavio u vrhu
kapilare.

Uvijek centrifugirajte kapilare napunjene
reakcijskom mjesavinom na nacin opisan u
odgovaraju¢em prirucniku za rukovanje
uredajem.

c) Vanjska povrsina vrha  Uvijek nosite rukavice prilikom rukovanja
kapilare je onecis¢ena  kapilarama.

LightCycler: Greska vezana uz standardnu krivulju.

Pogreska u pipetiranju  Varijabilnost uzrokovanu tzv. “pogreskom u
pipetiranju” moguce je smanjiti analiziranjem
podataka u nacinu rada F1/F2 ili 530 nm/640
nm.

Kontrola kvalitete

Kontrola kvalitete cijelog kita izvrSena je na instrumentu LightCycler 480. Ovaj kit
proizveden je sukladno normi ISO 13485 : 13485. Certifikati analize dostupni su na
zahtjev na www.giagen.com/support/.

Ogranicenja
Prije uporabe ovog uredaja, korisnici moraju proci obuku za rad s ovom
tehnologijom te biti upoznati s istom. Kit treba koristiti slijedeci upute dane u

ovome prirucniku, u kombinaciji s validiranim uredajem navedenim u “Potrebni
materijali koji nisu prilozeni”, na stranici 11.

Svi generirani dijagnosticki rezultati moraju se tumaciti u skladu s ostalim klinickim
ili laboratorijskim nalazima. Korisnik je odgovoran validirati izvedbu sustava za sve
postupke koji se provode u laboratoriju, a koji nisu obuhvaceni QIAGEN studijama
o izvedbi.

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Treba obratiti paznju na datume roka valjanosti otisnute na kutiji i naljepnicama
svih sastavnica. Ne koristite sastavnice kojima je istekao rok valjanosti.

Napomena: Kit je dizajniran u skladu sa studijama “European LeukemiaNet” (ELN)
(Europske mreze za leukemiju) (10, 11). Kit treba koristiti slijedeci upute dane u
ovome prirucniku, u kombinaciji s validiranim reagensima i instrumentima. Bilo
kakva nedozvoljena uporaba ovoga proizvoda i/ili modifikacija sastavnica
ponistava odgovornost drustva QIAGEN.

Karakteristike izvedbe
Ne-klinicke studije

Materijali i metode

Studije linearnosti provedene su na 14 uzoraka; svaki od uzoraka dobiven je iz
razli¢cite mjesavine RNA ekstrahirane iz stanicne linije visokog izrazaja i uzoraka
zdravih darivatelja koji su imali nisku razinu izrazaja WT1 gena. Svaki uzorak
ispitivan je tri puta. Za NCN, vrijednosti su se kretale u rasponu od 2,20 do 3838,11
NCN te je ova studija pokazala da proizvod ipsogen WT1 ProfileQuant Kit daje
linearne rezultate u navedenom rasponu vrijednosti.

Preciznost

Studija preciznosti provedena je na 4 uzorka; svaki od uzoraka dobiven je iz
razlicite mjesavine RNA ekstrahirane iz stanicnih linija s visokim i niskim izrazajem
WWT1 gena. Ova ispitivanja ponavljana su do 16 puta za svaki uzorak. Analiticki
podaci sazeti su u sljedecim tablicama.
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Tablica 13. Analiticki podaci iz studije preciznosti - plazmidi

CV (%)
(koeficijent
Otopina Srednji Gy o n varijacije)
P1: 10" kopija/5 l 36,13 0,87 15 2,42
P2: 10%kopija/5 l 32,70 0,40 16 1,21
WT1 A
olazmidi P3: 10° kopija/5 pl 29,39 043 16 1,45
P4: 10° kopija/5 l 22,62 0,41 16 1,80
P5: 106 kopija/5 l 19,25 0,38 16 1,98
C1: 10° kopija/5 yl 29,59 0,35 16 1,20
ABL Y
Sepll C2: 10% kopija/5 pl 26,11 0,40 15 1,52
C3: 10° kopija/5 pl 22,77 0,28 16 1,22
Tablica 14. Analiticki podaci iz studije preciznosti - stanicne linije
Srednji cv
Otopina NCN o n (%)
10% 10.472 5598,76 16 53
Stanicna
linija 1,5% 1880 747,01 16 40
otopine 0,05% 86 37,79 16 44
RNA
0,0025% 3 1,90 16 57

Granica slijepe probe i granica detekcije

Dizajn studije temeljen je na preporukama opisanim u NCCLS dokumentu EP17-A
Protocols for Determination of Limits of Detection and Limits of Quantitation;
Approved Guideline (Protokoli za odredivanje granica detekcije i granica
kvantifikacije; odobrena smjernica). Pozadinska razina ili granica slijepe probe (LOB)
odredena je na normalnim uzorcima krvi dobivenim od zdravih darivatelja (4
uzorka, 73 mjerenja). Navedenim se dobio rezultat 3,66 WT1 NCN.

Granica odredivanja (LOD), kojom se prikazuje analiticka osjetljivost, odredena je
na uzorcima s poznatim niskim izrazajem WT1 koji su dobiveni od zdravih
darivatelja i kojima su dodane stanice s visokim izrazajem WT1. Ovime se osiguralo

38 ipsogen WT1 ProfileQuant Kit Prirucnik 03/2015



da ocekivana NCN vrijednost bude Cetverostruko veca od LOB vrijednosti.
Napravljeno je ukupno 4 uzorka i 72 mjerenja te je ustanovljeno da LOD iznosi
13,08 WT1 NCN.

Klinicke studije

Bududi da je WT1 izrazen u normalnim u hematopoetskim stanicama, kljucno je
odrediti razinu izrazenosti vidljivu u normalnim kontrolnim uzorcima kako bi se
mogla odrediti granica koja Cini razliku izmedu preostalih tragova leukemije i
pozadinske amplifikacije. Analiza 204 kontrolna uzroka prikupljena od zdravih
dobrovoljnih darivatelja koristenjem ELN ispitivanja za koje se koristi proizvod
[psogen WT1 ProfileQuant Kit potvrdila je da se u uzorcima periferne krvi, kostane
srzi i perifernih maticnih stanica uocava jako niski izrazaj WT1. Prosjecne vrijednosti
iznosile su 19,2 WT1 kopija/10* ABL kopija (raspon 0-213) u kostanoj srzi, 0,01
(raspon 0,01-47,6) u perifernoj krvi i 6,1 (raspon 0-39) u perifernim maticnim
stanicama (vidi Sliku 10). Izrazaj WT1 u perifernoj krvi bio je znacajno nizi od
onoga u kostanoj srzi (p<0,0001). Na temelju navedenih rezultata, gornja granica
odredena je kao 250 NCN za kostanu srz i 50 NCN za perifernu krv.
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Slika 10. Izrazaj WT1 u uzorcima zdravih darivatelja. Akutna mijeloicna leukemija (AML); koStana
srz (BM); periferna krv (PB); periferne mati¢ne stanice (PBSC). (15)

Umnozeno uz odobrenje Cilloni D et al: Real-time quantitative polymerase chain reaction detection of minimal residual
disease by standardized WTT 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, sva prava
pridrzana.
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Odredivanje WT1 izrazaja standardiziranim ELN qPCR ispitivanjem u prethodno
obradenim AML uzorcima

Za procjenu primjenjivosti ELN ispitivanja koje se koristi na proizvodu ipsogen WT1
ProfileQuant Kit u svrhe detekcije minimalne ostatne bolesti (MRD) analizirano je
620 prethodno obradenih uzoraka prikupljenih od 504 pacijenta (238 iz periferne
krvi i 382 iz kostane srzi).

WT1 je bio pretjerano izrazen iznad pozadinskih razina (odredenih kao >250 i >50
WT1 kopija/10* ABL kopija u kostanoj srzi i perifernoj krvi) u 86% i u 91%
dijagnostickin AML uzoraka kostane srzi i periferne krvi (takoder prikazano na Slici
10).

Prosje¢na vrijednost WT1 kopija/10* ABL kopija iznosila je 2505 (raspon 0 —

7,5 x 10°) u kostanoj srzi (p<0,0001 u usporedbi s normalnom kostanom srzi) i
3107 (raspon 0-1,13 x 10%) u perifernoj krvi (p<0.0001 u usporedbi s normalnom
perifernom krvi). Nije bilo znacajnije razlike u izrazaju izmedu periferne krvi i
kosStane srzi u Citavoj kohorti uzoraka, sto je potvrdeno rezultatima dobivenima
kod pacijenata s uparenim uzorcima periferne krvi i kostane srzi, vidi Cilloni D et
al., J Clin Oncol, Slika A3 u Prilogu (15).

Varijacija u normaliziranim razinama WT1 izrazaja promatrana je u skladu s
citogenetikom (Slika 11, p<0,001), s posebice visokim razinama u slucajevima u
kojima je inv(16)(p13922)/t(16;16)(p13;922) (prosje¢na vrijednost 2,31 x 10% raspon
12-3,14 x 10°). Znacajno vise WT1 razine takoder su detektirane kod AML uzoraka
S NPM1 mutacijama (uzorak s NPM1 mutacijom: prosje¢na vrijednost 1,44 x 10%,
raspon 0-1,13 x 10% NPM1 divljeg tipa: prosje¢na vrijednost 6566, raspon 0-7,5 x
10°, p = 0,005).
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Slika 11. Varijacije izrazaja WT1 prema citogenetici (15).

Umnozeno uz odobrenje Cilloni D et al: Real-time quantitative polymerase chain reaction detection of minimal residual
disease by standardized WTT 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, sva prava pridrzana.

Razina izrazaja WTT1, kako je odredena ELN ispitivanjima za 15 slucajeva s
mutacijama na eksonima 7 i 9 WT1 gena, usporediva je s onima s WT1 divljeg tipa
(p=0,2). Medutim, analizom sekvenci niza od 32 slucaja u kojima je ELN ispitivanje
rezultiralo niskom razinom izrazaja transkripta WT1 (<250 kopija/10* ABL kopija),
prikazano je da je u 3 slucaja (9,4%) navedena niska razina izrazaja povezana s
mutacijama koje su poremetile mjesto povezivanja uzvodne pocetnice, vidi Cilloni
D et al.,, J Clin Oncol, Slika A4 u Prilogu (15).
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Za potpuni popis literature, posjetite internetsku bazu podataka o literaturi drustva

QUIAGEN na adresi www.giagen.com/RefDB/search.asp ili kontaktirajte Centar za
tehnicku podrsku drustva QIAGEN ili vaseg lokalnog distributera.
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Simboli
Sljededi se simboli mogu pojaviti na ambalazi i naljepnicama:

<N> Sadrzi dovoljno reagensa za <N> reakcija

g

Upotrijebiti do

IVD Medicinski proizvod za in vitro dijagnostiku
Kataloski broj

LOT Lot number (lot broj)

MAT Broj materijala

GTIN Jedinstveni broj trgovacke jedinice

Granica temperature

gk B H
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Proizvodac

Pogledajte upute za uporabu

=k

ELEN | eukemianets European LeukemiaNet (Europska mreza za leukemiju)

Europe:

m

Informacije o kontaktu

Za tehnicku pomoc i vise informacija posjetite nas Centar za tehnicku podrsku na
www.giagen.com/Support, nazovite 00800-22-44-6000, ili kontaktirajte jedan od
QIAGEN Odjela za tehnicku podrsku ili lokalne distributere (pogledajte poledinu ili

posjetite stranicu www.giagen.com).
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Informacije za narudzbu

Proizvod Sadrzaj Kat. br.
ipsogen WT1 Za 24 reakcije: standardi ABL 676923
ProfileQuant (24) kontrolnih gena, WT1 (ekson 1-2)

standardi gena, mjesavina pocetnica i
sonde ABL, mjeSavina pocetnica i
sonde PPP-WT1

Rotor-Gene Q MDx — za validiranu IVD PCR analizu u
stvarnom vremenu u klinickim primjenama

Rotor-Gene Q MDx Uredaj za PCR cikliranje u stvarnom 9002032
5plex HRM Platform vremenu i visokorazlucivi analizator

taljenja s 5 kanala (zeleni, Zuti,

narancasti, crveni, grimizni) plus HRM

kanal, prijenosno racunalo, program,

pribor, 1-godisnje jamstvo na dijelove i

servis, instalacija i izobrazba nisu

ukljuceni
Rotor-Gene Q MDx Uredaj za PCR cikliranje u stvarnom 9002033
5plex HRM System vremenu i visokorazlucivi analizator

taljenja s 5 kanala (zeleni, zuti,
narancasti, crveni, grimizni) plus HRM
kanal, prijenosno racunalo, program,
pribor, 1-godisnje jamstvo na dijelove i
servis, instalaciju i izobrazbu

Za azurirane informacije o licenciranju te za ogranicenja specifi¢na za proizvode,
pogledajte odgovarajuci QIAGEN prirucnik ili korisnicke upute. QIAGEN prirucnici i
korisnicke upute dostupni su na www.giagen.com ili ih mozete zatraziti od QIAGEN
tehnicke podrske ili lokalnog distributera.

I
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Ova je stranica namjerno ostavljena praznom.
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Proizvod je namijenjen za in vitro dijagnosticku uporabu. ipsogen proizvodi ne smiju se preprodavati, modificirati za preprodaju ili koristiti za
proizvodnju komercijalnih proizvoda bez pisanog odobrenja drustva QIAGEN.

Informacije u ovom dokumentu podlijezu izmjenama bez prethodne najave. QIAGEN ne preuzima odgovornost za moguce pogreske koje se mogu
pojaviti u ovom dokumentu. Vjerujemo da je ovaj dokument potpun i to¢an u vrijeme objavljivanja. U ni u kojem sluc¢aju QIAGEN nece biti
odgovoran za slucajne, posebne, visestruke ili posljedi¢ne Stete u vezi s koriStenjem ovoga dokumenta, kao ni za one Stete koje iz toga proizlaze.

Zajamceno je da ipsogen proizvodi ispunjavaju navedene specifikacije. Jedina obveza drustva QIAGEN i jedini pravni lijek klijenta ogranicen je na
zamjenu proizvoda bez naknade u slucaju da izvedba proizvoda nije u skladu s jamstvom.

Zastitni zigovi: 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).

Ugovor o ogranicenoj licenci
Koristenje ovog proizvoda znadi sporazumnost bilo kojeg narucitelja ili proizvoda ipsogen WT1 ProfileQuant Kit sljedeéim uvjetima:

1. Proizvod ipsogen WT1 ProfileQuant Kit moze se upotrebljavati samo u skladu s ipsogen WT1 ProfileQuant Kit prirucnikom i samo sa
sastavnicama koje su sadrzane u kitu. QIAGEN ne daje nikakvu licencu za svoje intelektualno vlasnistvo za upotrebu ili ugradivanje sastavnica
ovog kita s bilo kojom sastavnicom koja nije sadrzana u ovom kitu, osim kako je opisano u ipsogen WTT ProfileQuant Kit prirucniku i dodatnim
protokolima dostupnima na stranici www.giagen.com.

2. Osim izri¢ito navedene licence, QIAGEN ne daje nikakva jamstva da ovaj kit i/ili njegova(e) upotreba(e) ne proturjeci(e) pravima trece strane.
3. Ovaj kit i njegove sastavnice licencirane su za jednokratnu upotrebu i ne mogu biti ponovno koristene, preradene ili preprodane.
4.  QIAGEN specifi¢no porice bilo koje druge licence, izrazene ili pretpostavljene, osim ovih izric¢ito navedenih.

5. Naruditelj i korisnik ovog kita suglasan je da nece poduzeti niti dozvoliti drugima da poduzmu korake koji mogu dovesti do ili omoguciti bilo
koji ¢in koji je ovdje zabranjen. QIAGEN se moze pozvati na zabrane ovog Ugovora o ogranicenoj licenci na bilo kojem sudu te povratiti svoje
istrazne i sudske troskove, ukljucuju¢i naknadu za odvjetnika, u vezi bilo kojeg postupka kojim se provodi ovaj Ugovor o ogranicenoj licenci ili
u vezi bilo kakvog prava intelektualnog vlasnistva povezanog s ovim kitom i/ili njegovim sastavnicama.

Za azurirane uvjete licence posjetite www.giagen.com.
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