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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN je vedoucim poskytovatelem inovativnich technologii pfipravy vzorku
a analyz, které umoznuji izolaci a detekci obsahu jakéhokoliv biologického
vzorku. NasSe pokrocilé, vysoce kvalitni produkty a sluzby Vam zajisti
spolehlivy vysledek.

QIAGEN ur €uje standardy pro:

v purifikaci DNA, RNA a proteinU

v analyzach nukleovych kyselin a proteint

ve vyzkumu microRNA a RNAI

v automatizaci technologii pro pfipravu vzorku a jejich analyz.

NaSi misi je umoZnit Vam dosahnout vynikajicich vysledkud a technickych
Uspéchd. Vice informaci naleznete na www.giagen.com .
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Zamyslené pouziti

Sada ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX je urena pro kvantifikaci
transkriptd BCR-ABL p210 b2a2 nebo b3a2 ve vzorcich kostni dfené nebo
periferni krve u pacientt s akutni lymfoblastovou leukémii (ALL) nebo
chronickou myeloidni leukémii (CML), u nichz byla pfedtim diagnostikovana
pfihoda fuze genu (FG) BCR-aBL Mbcr. Test je ur€en k hodnoceni Urovné
molekularni odezvy; vysledky Ize pouzivat k minimalnimu sledovani
rezidualniho onemocnéni.

Souhrn a vysv étleni

Zakladni informace o CML

CML patfi do skupiny myeloproliferativnich neoplasmat a vyznacuje se ve >90
% pripadd pritomnosti filadelfského chromosomu (chromosom Ph CHRS).

Tento chromosom je produktem recipro¢ni translokace mezi dlouhymi rameny
chromosomu 9 a 22, 1(9;22), gen BCR (breakpoint cluster region) je umistén
na chromosomu 22 a onkogen c-ABL pfichazi z chromosomu 9. Odpovidajici
fuzni gen, BCR-ABL, je transkribovan do 8,5 kb mRNA s dvéma junkénimi
variantami b2a2 (40 % pfipadu) a b3a2 (55 % pfipadud). Kéduje chiméricky
protein, p210, se zvySenou aktivitou tyrozinkinazy. Transkripce b2a3 a b3a3
predstavuji méné nez 5 % pripadl. Chromozom Ph lIze rovnéZ detekovat u 35
% VSECH dospélych pacientd.

Ro¢ni vyskyt CML je pfiblizné 1-2 na 100 000 a MCL predstavuje 20 %
dospélych leukémii. Klinicky je charakterizovan pfebytkem myeloidnich bunék,
které se diferencuji a funguji norméalné. Pacienti s CML budou diagnostikovani
v 90-95 % pfipadu chronické nebo stabilni faze onemocnéni. Z historického
pohledu v priméru 4 aZ 6 let pacienti vstoupi do akcelerované faze, ktera
vyvola blastickou krizi a akutni leukémii, ktera je vzdy smrtelna. Nastup
imatinibu a v nedavné minulosti druhé generace inhibitora tyrozinkinazy (TKI)
dramaticky zménil pfirozeny prabé&h nemoci: vétSina pacientd nyni zastava v
remisi a zaslouZzi si dlouhodobou kontrolu a sledovani nemaoci.

Sledovani nemoci

K dnesnimu dni je cilem terapie CML dosahnout 100% pfeziti a negativity
chromozomu Ph. Sledovani nemoci je proto zasadnim nastrojem k hodnoceni
odezvy a detekci €asného relapsu u kazdého individualniho pacienta. Pfi
terapii TKI pacienti obvykle progreduji od hematologické k cytogenetické a pak
molekularni remisi s odpovidajicim sniZzenim poctu leukémickych bunék a
transkriptd BCR-ABL, jak je to podrobné uvedeno na nasledujicim obrazku 1.
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Obréazek 1. Pfevzato z literatury 1.

Standardni metoda pro odhad tumorového zatiZzeni u pacientll s CML je
konvencni cytogeneticka analyza (G-banding) na metafazich kostni dfené
(BM). Cytogenetickd odezva se hodnoti na nejméné 20 metafazich kostni
dfené. Uroven cytogenetické odezvy se odhaduje jako procentualni podil
metafazi pozitivnich na chromozom Ph (viz tabulka 1, odkaz 2). OvSem toto
hodnoceni zavisi na laboratornich vysledcich a ma nizkou senzitivitu, 5 % pfi
analyze 20 metafazi.

Soucasti technik sledovani nemoci v pfipadé [éCby CML je nyni kvantitativni
polymerazova fetézova reakce v realném cCase (QPCR), kvantifikujici BCR-
ABL Mbcr mRNA na vzorcich periferni krve (PB). Neni tak invazivni jako
konvenéni cytogenetika metafaze kostni diené a je mnohem citlivéjsi.

Nedavno byla aktualizovana doporuceni pro sledovani onemocnéni CML,
ktera zahrnovala novy klinicky dukaz z klinickych hodnoceni a déle cile a
nastroje pro dokonalejSi sledovani onemocnéni. NejnovéjSi doporuceni
ohledné definice odezvy a sledovani pacientl uZivajicich imatinib pfichazi od

expertl ELN (2).

Z technického hlediska mezinarodni experti vynaloZzili Usili na harmonizaci
testovani a hlaSeni BCR-ABL Mbcr (3-5). Navic byl nedavno validovan
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referen¢ni panel pod dohledem WHO, aby byla mozna jednoducha
standardizace kvantifikace BCR-ABL (6).

Princip metody

gPCR
PInéa krev 5 HIcDNA
LightCycler
1,2,1,5nebo 2,0

” BCR-ABL

cDNA i ABE

& + 15 pl specifického premixu

i
‘ 3 Syntéza = /] PCR
1zolace a
DZNA* CDNA* | ’ /
Rotor-Gene Q
5plex HRM
(72zkumavkovy rotor),
, U LightCycler 480, Applied

*Neprovedeno se
sadou.

Reagencie nejsou
soucasti dodavky.

———> D
Biosystems 7500 nebo

ABI PRISM 7900HT

+ 20 pl specifického premixu
gPCR

Obréazek 2. Izolace RNA, syntéza cDNA a gPCR.

gPCR umoznuje pfesnou kvantifikaci vyrobki PCR béhem exponencialni faze
procesu amplifikace PCR. Kvantitativni udaje PCR lze ziskat rychle bez
zpracovani po PCR detekci fluorescencnich signalu v readlném ase béhem
a/nebo po cyklovani PCR, ¢imz se drasticky sniZuje riziko kontaminace
vyrobku PCR. V soucasnosti jsou k dispozici 3 hlavni typy technik gPCR:
analyza qPCR pomoci barviva SYBR® Green |, analyza gPCR pouZivajici
hydrolyzaéni sondy a analyza qPCR pomoci hybridiza¢nich sond.

Tato analyza vyuziva princip hydrolyzy oligonukleotidu dvojitého barviva
gPCR. Béhem PCR dopfedné a zpétné priméry hybridizuji do specifické
sekvence. Ve stejné smési je obsazen oligonukleotid dvojitého barviva. Tato
sonda, ktera se sklada z oligonukleotidu ozna¢eného barvivem 5'
oznamovatele a za danym mistem barvivem 3' zhaSeci latky, hybridizuje do
cilové sekvence v ramci vyrobku PCR. Analyza gPCR se hydrolyza¢nimi
sondami vyuziva aktivitu exonukleazy 5'>3' polymerazy DNA Thermus
aquaticus (Taq). Kdyz je sonda nedotéena, blizkost paliva oznamovatele u
barviva zhaSeci latky zpusobuje potlaceni fluorescenci oznamovatele primarné
pfevodem energie Forsterova typu.

Pokud je béhem PCR pfitomen zajmovy cil, sonda specificky ziha mezi
dopfednymi a zpétnymi misty priméru. Aktivita exonukleazy 5'->3' polymerazy
DNA stépi sondu mezi oznamovatele a zhaSeci latku pouze v pfipadé, kdyz
sonda hybridizuje na cil. Fragmenty sody jsou poté z cile vytlaceny a
polymerizace vldkna pokracuje. Konec sondy 3' je blokovan, aby se zabranilo
extenzi sondy béhem PCR (obrazek 3). Tento proces nastane v kazdém cyklu
a nebude naruSen exponencialni akumulaci produktu.
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Zvyseni fluorescenéniho signalu je detekovano pouze v pfipadé, zZe bude
cilova sekvence komplementarni se sondou, a tim bude béhem PCR
amplifikovana. Kvuli ttmto poZadavkim se nedetekuje nespecifickou
amplifikaci. Tak je zvySeni fluorescence pfimo umérné cilové amplifikaci
béhem PCR.
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Obréazek 3. Princip reakce . Celkova RNA se reverzné transkribuje a vytvofena cDNA je
amplifikovana pomoci PCR pfi vyuZiti paru specifickych priméra a specifické vnitfni sondy s
dvojim barvivem (FAM™-TAMRA™). Sonda se vaZze na amplikon béhem kazdého korku
Zihani PCR. KdyZ se Taq rozSifi z primérové vazby k amplikonu, vytlaci 5' konec sondy,
ktery je poté degradovan aktivitou 5'>3' exonukleazy polymerazy Taq DNA. Stépeni
pokracuje, dokud zbyvajici sonda amplikon neroztavi. Tento proces uvolfiuje do roztoku
fluorofor a zhaSeci latku, prostorové je oddéluje a vede ke zvySeni fluorescence zplsobené

FAM a poklesem fluorescence pochazejici z TAMRA.

8 PFiru¢ka pro sadu ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX 07/2016



Dodavané materialy

Obsah sady
ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX Kit (24)
Katalogove €. 670823
Pocéet reakci 24
Reverzni transkripce
Reverse Transcriptase (Reverzni 36 ul
transkriptaza)
5x RT Buffer for reverse transcription (5x 180 pl
RT pufr pro reverzni transkripci)
dNTP Mix (Smés dNTP)* 72 pl
Random Primer (Nahodny primér)’ 190 pl
RNase Inhibitor (Inhibitor Rnazy) 18 pl
DTT (DTT)* 45 pl
Kalibrace
High Positive RNA Control (Vysoce 10l x3
pozitivni kontrola RNA)
IS-MMR Calibrator (Kalibrator IS-MMR) 10 ulx3
Mbcr and ABL Single Plasmid Standard
Dilution (Standardni fedéni jediného SPLSCRABL 35y
plazmidu Mbcr a ABL (10" kopii/5 pl))
Mbcr and ABL Single Plasmid Standard
Dilution (Standardni fedéni jediného SI\PAZbCBrC;RAgE L 35 ul
plazmidu Mbcr a ABL (102 kopii/5 pl))
Mbcr and ABL Single Plasmid Standard
Dilution (Standardni fedéni jediného SEA%'(E%RA'QEL 70 ul
plazmidu Mbcr a ABL (10° kopii/5 pl))
Mbcr and ABL Single Plasmid Standard

S Ce e SP4-BCR-ABL

Dilution (Standardni fedéni jediného Mber & ABL 35 ul

plazmidu Mbcr a ABL (10* kopii/5 pl))

* Deoxynukleotidy 10 mM kazdy.

" Oligonukleotid nahodného bezejmenného preparatu

* Dithiothreitol.
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Mbcr and ABL Single Plasmid Standard

Dilution (Standardni fedéni jediného SD%‘(E%RA'QEL 70 ul
plazmidu Mbcr a ABL (10° kopii/5 pl))
Mbcr and ABL Single Plasmid Standard
Dilution (Standardni fedé&ni jediného SI\P/I?)-CE;(;RA:QEL 70 l
plazmidu Mbcr a ABL (10° kopii/5 ul))
Reagencie pro gPCR
Master Mix for gPCR (Master Mix pro gPCR Mix 2x 2 X 1275
gPCR)
Primers and Probe Mix ABL® (Priméry a PPC-ABL 25x

" 110 pl
smés sond ABL)
Primers and Probe Mix BCR-ABL Mbcr PPF-Mbcr 25x
Fusion Gene" (Priméry a smés sond genu 110 pl
fuze BCR-ABL Mbcr)
ROX™ [ fluorescent dye for ABI PRISM ROXI 102 pl

instruments (Fluorescenéni barvivo ROX™
| pro pfistroje ABI PRISM)

ROX Il fluorescent dye for Applied
Biosystems instruments (Fluorescencni ROXII 102 pl
barvivo pro pristroje Applied Biosystems)

Nuclease-free PCR grade water (Voda pro 1400 pl
PCR bez nukleézy)

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX Kit
Handbook (Anglictina)

$ Smés specifickych zpétnych a doprednych primért pro kontrolni gen ABL plus
specifickd sonda FAM-TAMRA.

T Smés specifickych zpétnych a dopfednych primérd pro gen fize BCR-ABL Mbcr plus
specifickd sonda FAM-TAMRA.

Poznamka : Zkumavky reverzni transkriptazy a master mix, standardy (SP1—
SP6), priméry a smési sond pfed pouzitim jemné promichejte a kratce
odstredujte.
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Pozadované materialy, které nejsou sou ¢€asti
dodavky

PFi praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni plast, rukavice na
jedno pouziti a ochranné bryle. DalSi informace jsou uvedeny v prislusnych
bezpec&nostnich listech (BL), které Ize ziskat od dodavatele produktu.
Reagencie

B Reagencie pro Cisténi RNA: Validovany reagenciemi jsou Midi Kit,
QIAGEN, katalogové &islo 75144 nebo TRIzol® Reagent, Life
Technologies, katalogove €islo 15596-018 nebo 15596-026

B Voda pro PCR bez nukleazy

Spotiebni dily

B Sterilni pipetovaci Spicky PCR odolné proti aerosolu neobsahujici nukleazu
s hydrofobnimi filtry

B 0,5ml nebo 0,2 ml zkumavky PCR neobsahujici RNazu a DNazu

B Led

Vybaveni

B Mikrolitrové pipety* vy¢lenéna pro PCR (1-10 pl; 20-100 pl; 100-1000 pl)

B Stolni centrifuga* s rotorem pro 0,2 ml/0,5 ml reakéni zkumavky a
mikrodesky (schopna dosdhnout 10.000 ot/min)

B Pristroj PCR pracujici v realném ase:* Pfistroj Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM nebo jiny pfistroj RotorGene; LightCycler 1.2, 1.5, 2.0 nebo 480;
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System; ABI PRISM 7900HT
SDSa s tim spojeny specificky material

B Tepelny cyklovac* nebo vodni lazefn* (reverzni transkripéni krok)

Varovani a bezpe €énostni opat reni
Pro diagnostické pouziti in vitro

PFi praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni plast, rukavice na
jedno pouziti a ochranné bryle. DalSi informace jsou uvedeny v odpovidajicich
bezpec&nostnich listech (BL). Bezpecnostni listy jsou k dispozici online v
pohodiném a kompaktnim formatu PDF na strdnkach

www.giagen.com/safety , kde miZete nalézt, zobrazit a vytisknout BL pro
kaZzdou sadu QIAGEN a pro kazdou komponentu téchto sad.

*Ujistéte se, Ze byly pfistroje kontrolovany a kalibrovany podle doporuceni vyrobce.
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Odpad ze vzorka a rozbort likvidujte podle mistnich bezpe&nostnich pfedpisu.

Na komponenty soupravy ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX Kit se
vztahuji nasledujici bezpecnostni véty a bezpecnostni opatfeni.

DTT 0.IM RT
Varovéani! Zpisobuje mirné podrazdéni pokozky. V pfipadé, Ze dojde k podrazdéni
pokoZky: Vyhledejte Iékafskou pomoc.

VSeobecna bezpe €nostni opat feni

PouZziti testi gPCR vyZaduje spravnou laboratorni praxi v€éetné udrzby
zafizeni, ktera jsou vyClenéna pro molekularni biologii, a je ve shodé s
platnymi pfedpisy a prislusnymi standardy.

Tato sada je urCena pro diagnostické pouziti in vitro. Reagencie a pokyny
dodavaneé s touto sadou byly validovany pro optimalni chovéani. DalSi fedéni
reagencii nebo pozménéni inkubacnich ¢asi a teplot maze vést k chybnym
nebo rozpornym Udajum. Reagencie PPC a PPF se mohou zménit, pokud
budou vystaveny pusobeni svétla. VSechny reagencie byly specificky
vytvofeny pro pouziti s timto testem. Pro optimalni chovani testu by se nemély
provadét zadné nahrady.

Stanoveni urovni transkripce pomoci qPCR vyzaduje jak reverzni transkripci
MRNA, tak amplifikaci vytvofené cDNA pomoci PCR. Proto se musi cely
postup rozboru provést za podminky ne pfitomnosti RNazy/DNazy.

Postupujte s maximalni opatrnosti, aby nedoslo k nasledujicimu:

B Kontaminace RNazou/DNazou, ktera by mohla zpUsobit degradaci
templatové mRNA a vytvorené cDNA

B Pfenosova kontaminace mRNA nebo PCR s naslednym faleSné
pozitivnim signalem

Proto doporucujeme nasledujici.

B PoutZijte laboratorni vybaveni zbavené nukledzy (napf. pipety, pipetovaci
Spicky, reakéni lahvicky) a pfi provadéni analyzy méjte nasazené
rukavice.

B Poutzijte Cerstvé pipetovaci Spi¢ky odolné vuci aerosolu pro vSechny
pipetovaci kroky, aby se zabranilo zkfiZzené kontaminaci vzorkd a
reagencii.

B Prfipravte hlavni smés prfed PCR s vy¢lenénymi materialy (pipety, Spicky
atd.) ve vyhrazeném misté, kam nebyly zavle€eny Zadné matrice DNA

(cDNA, DNA, plazmid). Dejte templat do samostatné zony (nejlépe do
samostatné mistnosti) se specifickym materialem (pipety, Spi¢ky atd.).

B Standardy (SP1-SP6) zpracovavejte v oddélené mistnosti
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Uchovavani a nakladani s reagenciemi

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

B Minimalizujte expozici priméra a smési sond (zkumavky PPC a PPF)
plusobeni svétla.

B Pred otevienim zkumavky jemné smichejte a centrifuguijte.
B UloZte vSechny soudasti sady do pavodnich obald.

Tyto podminky uchovavani plati jak pro oteviené, tak neoteviené komponenty.
Komponenty uchovavané za jinych podminek, nez jsou uvedeny a Stitcich,
nemusi Fadné fungovat a mohou nepfiznivé ovlivnit vysledky rozboru.

Data pouzitelnosti pro kazdou reagencii jsou vyznacena na Stitcich
individualnich komponent. Za spravnych podminek uchovavani si produkt
uchova vlastnosti az do data pouzitelnosti vytiSténého na Stitku.

Neexistuji zadné zfejmé pfiznaky, které by upozorfiovaly na nestabilitu tohoto
produktu. Pozitivni a negativni kontroly by se u neznamych vzorkd mély
provadét soucasné.

Uchovavani a nakladani se vzorky

Vzorky plné krve je tfeba zajistit proti koagulaci draselnou EDTA a uchovéavat
pfi 2—8°C pred extrakci RNA nejdéle 5 dna.

I EEEE—————————————————————————————
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Postup

Priprava vzorku RNA

Pfiprava RNA ze vzorku pacienta (kost nebo kostni dfer) se musi provest
validovanym postupem. Kvalita rozboru do velké mife zavisi na kvalité vstupni
RNA. Proto doporu€ujeme provest kvalifikaci ¢isténé RNA elektroforézu
agarozového gelu* pomoci Agilent® Bioanalyzer® nebo spektrofotometrii pred
analyzou.

Protokol: Reverzni transkripce

Véci, které je nutné ud élat pfed zahdjenim

B Pfipravte dNTP, kazdy 10 mM. Uchovavejte v alikvotnich mnoZstvich pfi
-20°C.

Postup

1. Nechte roztat vSechny nezbytné komponenty a umis  téte je na led.

2. Dobfe promichejte (ne ve vortexu) a kratce odst  Fed'ujte (p Fiblizn & 10
s, 10.000 ot/min pro shromazd éni kapaliny na dn é zkumavky). Pak
uchovavejte na ledu.

3. Upravte vzorky RNA na 0,1 pg/ul. Pipetujte 10 i (1 pg) kazdého
vzorku RNA do samostatnych, ozna €enych zkumavek. Pipetujte 10 pl
vysoce pozitivni kontroly, 10 pl kalibratoru IS-MMR a 10 pl vody
zbavené nukleazy (jako RT negativni kontrolu) do sa  mostatnych,
oznaé€enych zkumavek a zpracovavejte je paraleln & se vzorky RNA,
jak je dale popsano.

4. Kazdy vzorek, kontrolu a kalibratoru inkubujte (10 pl kazdy) po 5 min
pfFi 65°C a okamzit € chla d'te na ledu p Fiblizn & 5 minut.

5. Kratce odst red'ujte (p Fiblizn & 10 s, 10.000 ot/min pro shromazd éni
kapaliny na dn é zkumavky). Pak uchovavejte na ledu.

6. Pripravte nasledujici sm és RT podle po étu zpracovavanych vzork a,
kontrol a kalibratoru (tabulka 1).

* Pfi praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni plast, rukavice na jedno pouziti
a ochranné bryle.

" Opticka hustota méFena pii 260 a 280 nm: OD 1,0 pfi 260 nm je ekvivalentni pfiblizné
40 pg/ml jednoviaknové RNA. Pomeér A,so/Asgo 0d 1,8 do 2,1 je znamkou vysoce ¢isténé
RNA.
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Tabulka 1. P Fiprava sm ési RT

Objem na Kone éna

Komponenta vzorek (pl) koncentrace
Pufr RT, 5X (dodavany s reverzni

o 5,0 1x
transkriptazou)
dNTP (10 mM kazdy, nutno pfipravit
dfive a uchovavat pfi —20°C v 2,0 0,8 mM
alikvotnich mnozstvich)
Nahodny bezejmenny preparéat
(100 M) 5,25 21 pM
Inhibitor RNazy (40 U/ul) 0,5 0,8 U/l
Reverzni transkriptaza (200 U/pl) 1,0 8 U/ul
DTT (dodavany s reverzni

o 1,25 -
transkriptazou)
Ohraty vzorek RNA, kontrola, nebo
kalibrator IS-MMR (bude pfidan v kroku 10,0 40 ng/ul
7)
Konecny objem 25,0 -

7. Do kazdé zkumavky PCR pipetujte 15 yl sm  ési RT. Pak p fidejte 10 pl
(1 ug) RNA vzorku, kontroly nebo kalibratoru (od kr  oku 4).

8. Peclivé promichejte (ne ve vortexu) a kratce odst  Fed’ujte (p Fiblizn é 10
s, 10.000 ot/min pro shromazd éni kapaliny na dn é zkumavky).

9. Naprogramujte tepelny cyklova € pomoci programu reverzni
transkripce, jak jsou uvedeny v tabulce 2.

I EEEE—————————————————————————————
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Tabulka 2. Teplotni profil

Reverzni transkripce 1 Teplota: 25°C
Cas: 10 min
Reverzni transkripce 2 Teplota: 50°C
Cas: 60 min
Inaktivace Teplota: 85°C
Cas: 5 min
Chlazeni Teplota: 4°C
Cas: 5 min

10. Viozte zkumavky do tepelného cyklova ¢€e a spus t'te program
tepelného cyklovani, jak je uvedeno v tabulce 2.

11. Po skon €eni programu odst fedujte kratce zkumavky (p Fiblizn é 10 s,
10.000 ot/min pro shromazd éni kapaliny na dn & zkumavky).
Zkumavky uchovavejte na ledu nebo p  Fi —20°C, dokud nebude
provede qPCR podle nasledujicich protokol @ v souladu se svym
pristrojem qPCR.

Poznamka : U pfistroji LightCycler 1.2, 1.5 a 2.0 kazdy preparat RT ma
cDNA pro dva chody qPCR.

16 Pfirucka pro sadu ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX  07/2016



Protokol: gPCR na p Fistrojich Rotor Gene Q MDx 5plex
HRM nebo RotorGene Q 5plex HRM se 72zkumavkovym

rotorem

PFi pouziti tohoto pfistroje doporucujeme provadét vSechna méfeni dvojmo,

jak je uvedeno v tabulce 3. Sada je navrzena pro 3 testovani 8 rliznych vzorku

cDNA ve stejném experimentu.

Tabulka 3. Po et reakci pro p Fistroje Rotor-Gene Q se 72zkumavkovym

rotorem

Vzorky

Reakce

8 vzorkti cDNA

1 kalibrator cDNA IS-MMR

Negativni kontrola RT

Kontrola vody

8 vzorktl cDNA

1 kalibrator cDNA IS-MMR

Kontrola vody

1 vysoce pozitivni kontrola cDNA

Standardy jednotlivych plazmidu

1 vysoce pozitivni kontrola cDNA

Standardy jednotlivych plazmidu

S priméry ABL a sm ési sond (PPC-ABL) (32 reakci)

8 x 2 reakce
2 reakce
2 reakce

2 x 4 reakce (SP3, SP4, SP5 a
SP6, kazdy jednotlivé testovan
dvojmo)

2 reakce

2 reakce

S priméry BCR-ABL Mbcr a sm ési sond (PPF-Mbcr) (32 reakci)

8 x 2 reakce
2 reakce

2 reakce

2 x 5 reakci (SP1, SP2, SP3, SP5
a SP6, kazdy jednotlivé testovan

dvojmo)

2 reakce

Zpracovani vzorku na p Fistrojich Rotor-Gene Q se 72zkumavkovym

rotorem

Doporucujeme testovani nejméné 8 vzorkd cDNA ve stejném experimentu s

cilem optimalizovat pouZiti standardd a priméru a smési sond. Schéma rotoru
na obrazku 4 ukazuje pfiklad takového experimentu.
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Obrazek 4. Navrhované nastaveni rotoru pro kazdy ex  periment se sadou ipsogen
BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX. SP1-SP6 : BCR-ABL Mbcr a standardy ABL; HC: Vysoce
pozitivni kontrola cDNA,; 1S-Cal: Kalibrator IS-MMR; RTneg: Negativni kontrola RT; S: vzorek
cDNA; H,0: kontrola vody.

Poznamka : Dbejte vZdy na to, abyste testovany vzorek umistili na rotoru do
polohy 1. Jinak béhem kalibra¢niho kroku pfistroj kalibraci neprovede a budou
pofizena nespravna fluorescenéni data.

VSechny ostatni pozice zaplnte prdzdnymi zkumavkami.

Pristroje Rotor-Gene Q se 72zkumavkovym rotorem
Poznamka : VSechny ukony provadéjte na ledu.

Postup

1. Nechte roztat vSechny nezbytné komponenty a umis  téte je na led.
2. Vortexujte standardy, PPF-Mbcr a zkumavky PPC-AB L a kréatce

odst fed’ujte (p Fiblizn & 10 sekund, 10.000 ot/min pro shromazd éni
kapaliny na dn é zkumavky).
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3. Pripravte nasledujici sm és gPCR podle po €étu zpracovavanych
vzork .

VSechny koncentrace plati pro kone¢ny objem reakce.

Tabulka 4 popisuje pipetovaci schéma pro pfipravu jedené smési
reagencii vypocitané pro dosazeni koneé¢ného reakéniho objemu 25 pl.
Premix Ize pfipravit podle poc¢tu reakci pomoci stejnych primérd a smési
sond (bud PPC-ABL, nebo PPF-Mbcr). Zahrnuty jsou objemy navic pro
kompenzaci chyby pfi pipetovani.

Tabulka 4. P Fiprava sm ési gPCR

BCR-ABL

ABL: 32+1 Mbcr: 32+1 Kone éna
Komponenta 1 reakce (ul) reakce (pl) reakce (pl) koncentrace
gPCR Mix, 2x 12,5 4125 4125 1x
Priméry a
smés sond, 1 33 33 1x
25X
Voda pro
PCR bez 6,5 2145 214,5 -
nukleazy
Vzorek (bude
pridan v 5 5 kazdy 5 kazdy -
kroku 5)
Celkovy < o
objem 25 25 kazdy 25 kazdy -

4. Davkujte 20 pl premixu gPCR na zkumavku.

5. Pridejte 5 pl produktu RT (cDNA, ekvivalent 200 ng RN  A) ziskaného v
ramci reverzni transkripce (viz “Protokol: Reverzni transkripce”,
strana 14) v odpovidajici zkumavce (celkovy objem 25 pl).

6. Jemné promichejte pipetovanim nahoru a dol Q.
Zkumavky vlozte do tepelného cyklova €e podle doporu €eni vyrobce.

8. Naprogramujte p Fistroj Rotor-Gene Q pomoci programu tepelnych
cykl 0, jak jsou uvedeny v tabulce 5.

~
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Tabulka 5. Teplotni profil

RezZim analyzy Kvantifikace

Drzet 1 Teplota: 95 stupnu
Cas: 10 s

Cyklovani 50krat

95 stupnd po 5 s

62 stupnud po 30 s se snimanim fluorescence FAM
v kanalu Zelena: Jednotlivy

Drzet 2 Teplota: 36 stupnil
Cas: 1 min

9. Kiikn éte na ,Gain Optimisation* (Optimalizace zisku) v di alogovém
okn é ,New Run Wizard“ (Pr tvodce novym zpracovanim), abyste
otev feli dialogové okno ,Auto-Gain Optimisation Setup” ( Nastaveni
automatické optimalizace zisku). Nastavte rozsah pr o zeleny kanal od
.2 FI* pro ,Min Reading“ az ,10 FI* pro ,Max Readin g“ a p Fijatelny
rozsah zisku od —10 do 10.

10. ZaSkrtn éte poli €ko ,Perform Optimisation Before 1st Acquisition®
(Proveést optimalizaci p Fed prvnim po Fizenim) a uzav fete dialogové
okno ,Auto-Gain Optimisation Setup“ (Nastaveni auto matické
optimalizace zisku).

11. Spus t'te tepelné cyklovani.

12. Pro analyzu zvolte ,Slope Correct” (Spravny skl ~ on). Doporu €ujeme
nastavit prahovou hodnotu na 0,03.

I EEEE—————————————————————————————
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Protokol: gPCR na systému Applied Biosystems 7500 R eal-
Time PCR, pfistroje ABI PRISM 7900HT SDS a LightCycler
480

PFi pouziti zafizeni gPCR s deskou 0 96 jamkach doporucujeme provadét
vSechna méfeni dvojmo, jak je uvedeno v tabulce 6. Sada je navrzena pro 3
testovani 8 rliznych vzorkd cDNA ve stejném experimentu.

Tabulka 6. Po €et reakci p Fi vyuziti za fizeni qPCR s deskou 0 96 jamkach

Vzorky Reakce

S priméry ABL a sm ési sond (PPC-ABL) (32 reakci)

8 vzorkd cDNA 8 x 2 reakce

1 vysoce pozitivni kontrola cDNA 2 reakce

1 kalibrator cDNA 1S-MMR 2 reakce
2 x 4 reakce (SP3, SP4, SP5 a

Standardy jednotlivych plazmidu SP6, kazdy jednotlivé testovan
dvojmo)

Negativni kontrola RT 2 reakce

Kontrola vody 2 reakce

S priméry BCR-ABL Mbcr a sm ési sond (PPF-Mbcr) (32 reakci)

8 vzorkd cDNA 8 x 2 reakce

1 vysoce pozitivni kontrola cDNA 2 reakce

1 kalibrator cDNA 1S-MMR 2 reakce
2 x 5 reakci (SP1, SP2, SP3, SP5

Standardy jednotlivych plazmidu a SP6, kazdy jednotlivé testovan
dvojmo)

Kontrola vody 2 reakce

Zpracovani vzork 0 na pfistrojich Applied Biosystems, ABI PRISM a
LightCycler 480

Doporucujeme testovani nejméné 8 vzorkd cDNA ve stejném experimentu s
cilem optimalizovat pouZiti standardd a primérd a smési sond. Schéma rotoru
na obrazku 5 ukazuje pfiklad takového experimentu.
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Obréazek 5. Navrhované nastaveni desky pro jeden exp  eriment se sadou ipsogen BCR-
ABL1 Mbcr IS-MMR DX. SP1-SP6 : BCR-ABL Mbcr a standardy ABL; HC: Vysoce pozitivni
kontrola cDNA,; IS-Cal: Kalibrator IS-MMR; RTneg: Negativni kontrola RT; S: vzorek cDNA,;
H,O: kontrola vody.

gPCR na pristrojich Applied Biosystems, ABI PRISM a LightCycl  er 480
Poznamka : VSechny ukony provadéjte na ledu.

Postup

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

2. Vortexujte standardy, PPF-Mbcr a zkumavky PPC-AB L a kratce
odst Fed'ujte (p Fiblizn & 10 s, 10.000 ot/min pro shroméazd éni kapaliny
na dné zkumavky).

3. Pripravte nasledujici sm és gPCR podle po €étu zpracovavanych
vzork 0. Pokud pouzijete za Fizeni gPCR s 96 jamkami na desce,
doporu éujeme provad ét vSechna m éreni dvojmo.

VSechny koncentrace plati pro kone¢ny objem reakce.

Tabulka 7 popisuje pipetovaci schéma pro pfipravu jedené smési
reagencii pro pfistroje Applied Biosystems a ABI PRISM vypocitané pro
dosazeni kone¢ného reakéniho objemu 25 pl. Tabulka 8 popisuje
pipetovaci schéma pro pripravu jedené smési reagencii pro pfistroj
LightCycler 480 vypocitané pro dosazeni kone¢ného reakéniho objemu 25
ul. Premix Ize pfipravit podle poctu reakci pomoci stejnych primért a
smési sond (bud PPC-ABL, nebo PPF-Mbcr). Zahrnuty jsou objemy navic
pro kompenzaci chyby pfi pipetovani.
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Tabulka 7. P Fiprava sm ési gPCR pro p Fistroje Applied Biosystems a ABI
PRISM

BCR-ABL
ABL: 32+1 Mbcr: 32+1 Kone éna
Komponenta 1 reakce (M) reakce (pl) reakce (pl) koncentrace

gPCR Mix, 2x 12,5 412,5 412,5 1x

Priméry a
smeés sond, 1 33 33 1x
25x

Barvivo ROX I,

50x (ABI

PRISM

7900HT) nebo

barvivo ROX 0,5 16,5 16,5 1x
I, 50x

(Applied

Biosystems

7500)

Voda pro
PCR bez 6 198 198 -
nukleazy

Vzorek (bude
pfidan v 5 5 kazdy 5 kazdy -
kroku 5)

Celkovy

objem 25 25 kazdy 25 kazdy -
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Tabulka 8. P Fiprava sm ési gPCR pro LightCycler 480

BCR-ABL

ABL: 32+1 Mbcr: 32+1 Kone éna
Komponenta 1 reakce (ul) reakce (ul) reakce (ul) koncentrace
gPCR Mix, 2x 12,5 412,5 4125 1x
Priméry a
smés sond, 1 33 33 1x
25x
Voda pro
PCR bez 6,5 2145 2145 -
nukleazy
Vzorek (bude
pridan v 5 5 kazdy 5 kazdy -
kroku 5)
Celkovy 25 o5 kazdy 25 kazdy -
objem

4. Déavkujte 20 pl premixu gPCR na jamku.

5. Pridejte 5 pl produktu RT (cDNA, ekvivalent 200 ng RN  A) ziskaného v
ramci reverzni transkripce (viz “Protokol: Reverzni transkripce”,
strana 14) v odpovidajici jamce (celkovy objem 25 u |).

6. Jemné promichejte pipetovanim nahoru a dol Q.

Uzavrete desku a kratce odst fed'ujte (300 x g, pFiblizn € 10 s).

8. Desku vlozte do tepelného cyklova ¢€e podle doporu éeni vyrobce.
Naprogramujte tepelny cyklova € pomoci programu tepelného
cyklovani, jak je to uvedeno v tabulce 9 prop  Fistroje Applied
Biosystems a ABI PRISM nebo v tabulce 10 pro p  Fistroj LightCycler
480.

~
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Tabulka 9. Teplotni profil pro p Fistroje Applied Biosystems a ABI PRISM

Rezim analyzy Standardni kfivka — absolutni kvantifikace
Drzet 1 Teplota: 95°C

Cas: 10 s
Cyklovani 50krat

95°Cpo5s

60°C po 30 s se snimkovanim fluorescence FAM:
Jednotlivy, zhéasSeci latka: TAMRA

Drzet 2 Teplota: 36°C
Cas: 1 min

Tabulka 10. Teplotni profil pro p  Fistroj LightCycler 480

Rezim analyzy Absolutni kvantifikace ("Abs Quant")

Detek €ni formaty Vyberte "Samostatnd sonda" v okné Detekéni
formaty

Drzet 1 Teplota: 95°C
Cas: 10 s

Cyklovani 50krat
95°Cpo5s

60°C po 30 s se snimanim fluorescence FAM
odpovidajici (483-533 nm) pro LC verzi 01 a (465—
510 nm) pro LC verzi 02

Drzet 2 Teplota: 36°C
Cas: 1 min
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9. U pfistroj a Applied Biosystems 7500 a ABI PRISM 7900HT SDS
postupujte podle kroku 9a. U p Fistroje LightCycler 480 postupuijte
podle kroku 9b.

9a. Applied Biosystems a ABI PRISM: Doporu  €ujeme nastaveni prahu na
0,1 v analytickém kroku p Fistroje. Spus tte program cyklovani, jak je
uvedeno v tabulce 9.

9h. Pristroj LightCycler 480: Doporu €ujeme rezim analyzy Bod vhodnosti
s pozadim na 2,0 a prahovou hodnotou 2,0. Spus t'te program
tepelného cyklovani, jak je uvedeno v tabulce 10.
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Protokol: gPCR na p Fistrojich LightCycler 1.2, 1.5 a 2.0

PFi pouZiti kapilarnich pfistroju doporu€ujeme méfit vzorky dvojmo a kontroly
pouze jednou, jak je uvedeno v tabulce 11. Sada je navrZzena pro 6 testovani 4
rznych vzorkd cDNA ve stejném experimentu.

Tabulka 11. Po €et reakci pro p Fistroje LightCycler 1.2, 1.5 a 2.0

Vzorky Reakce

S priméry ABL a sm ési sond (PPC-ABL) (16 reakci)

4 vzorkd cDNA 4 x 2 reakce

1 vysoce pozitivni kontrola cDNA 1 reakce

1 kalibrator cDNA 1S-MMR 1 reakce

Standardy jednotlivych plazmidu éés fEELER (572 gy SPe e
Negativni kontrola RT 1 reakce

Kontrola vody 1 reakce

S priméry BCR-ABL Mbcr a sm ési sond (PPF-Mbcr) (16 reakci)

4 vzorkd cDNA 4 x 2 reakce

1 vysoce pozitivni kontrola cDNA 1 reakce

1 kalibrator cDNA IS-MMR 1 reakce

Standardy jednotlivych plazmidu ;ég(sr)eakce SlPl SIPE, S8, SF
Kontrola vody 1 reakce

Zpracovani vzorku na p Fistrojich LightCycler 1.2, 1.5a 2.0

Doporucujeme testovani nejméné 4 vzorkd cDNA ve stejném experimentu s
cilem optimalizovat pouZiti standardd a priméra a smési sond. Kapilarni
schéma na obrazku 6 ukazuje pfiklad experimentu.
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Obrazek 6. Navrhované nastaveni rotoru pro kazdy ex  periment se sadou ipsogen
BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX. SP1-SP6 : BCR-ABL Mbcr a standardy ABL; HC: Vysoce
pozitivni kontrola cDNA; IS-Cal: Kalibrator IS-MMR; RTneg: Negativni kontrola RT; S: vzorek
cDNA; H,0: kontrola vody.

gPCR na pfistrojich LightCycler 1.2, 1.5 a 2.0
Poznamka : VSechny ukony provadéjte na ledu.

Postup

1. Nechte roztat vSechny nezbytné komponenty a umis  téte je na led.

2. Vortexujte standardy, PPF-Mbcr a zkumavky PPC-AB L a kratce
odst Fed'ujte (p Fiblizn & 10 s, 10.000 ot/min pro shroméazd éni kapaliny
na dné zkumavky).

3. Pripravte nasledujici sm és gPCR podle po €tu zpracovavanych
vzork .

VSechny koncentrace plati pro koneény objem reakce.

Tabulka 12 popisuje pipetovaci schéma pro pfipravu jedené smési
reagencii vypocitané pro dosazeni kone¢ného reakéniho objemu 20 pl.
Premix Ize pfipravit podle poctu reakci pomoci stejnych primért a smési
sond (bud PPC-ABL, nebo PPF-Mbcr). Zahrnuty jsou objemy navic pro
kompenzaci chyby pfi pipetovani.
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Tabulka 12. P fiprava sm ési gPCR pro p Fistroje LightCycler 1.2, 1.5a 2.0

BCR-ABL

ABL: 16+1 Mbcr: 16+1 Kone éna
Komponenta 1 reakce (ul) reakce (ul) reakce (ul) koncentrace
gPCR Mix, 2x 10 170 170 1x
Priméry a
smés sond, 0,8 13,6 13,6 1x
25x
Voda pro
PCR bez 4,2 71,4 71,4 -
nukleazy
Vzorek (bude
pridan v 5 5 kazdy 5 kazdy -
kroku 5)
Celkovy 20 20kazdy 20 kazdy -
objem

4. Davkujte 15 pl premixu gPCR na kapilaru.

5. Pridejte 5 pl produktu RT (cDNA, ekvivalent 200 ng RN  A) ziskaného v
ramci reverzni transkripce (viz “Protokol: Reverzni transkripce”,
strana 14) v odpovidajici kapila Fe (celkovy objem 20 pl).

6. Jemné promichejte pipetovanim nahoru a dol Q.

7. Umist éte kapilary do adaptér a dodavanych s p Fistrojem, kratce
odst fed'ujte (700 x g, pFiblizn é 10 s).

8. Kapilary vliozte do tepelného cyklova €e podle doporu €eni vyrobce.

9. Naprogramujte p Fistroje LightCycler 1.2, 1.5 nebo 2.0 pomoci
programu tepelnych cykl 1, jak jsou uvedeny v tabulce 13.
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Tabulka 13. Teplotni profil

RezZim analyzy Kvantifikace

Drzet 1 Teplota: 95°C
Cas: 10 s
Nardst: 20

Cyklovani 50kréat

95°C po 5 s; nardst: 20

60°C po 30 s; narlst: 20; se snimanim
fluorescence FAM: Jednotlivy

Drzet 2 Teplota: 36°C
Cas: 1 min
Naruast: 20

10. U pfristroj G LightCycler 1.2 a 1.5 postupujte podle kroku 10a. U
pristroje LightCycler 2.0 postupujte podle kroku 10b.

10a.LightCycler 1.2 a 1.5: Doporu €uje se F1/F2 a reZzim “analyzy zaloZené
na 2. derivaci”. Spus t'te program tepelného cyklovani, jak je uvedeno
v tabulce 13.

10b.LightCycler 2.0: Doporu €ujeme pouziti Automatické analyzy (F’max)
na softwaru LightCycler 2.0, verze 4.0 pro ziskani
reprodukovatelnych vysledk 4. Spust'te program tepelného cyklovani,
jak je uvedeno v tabulce 13.
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Interpretace vysledku

Princip datove analyzy

Pti pouziti technologie TagMan® se poget cykld PCR nezbytny pro detekci
signalu na prahovou hodnotou nazyva prahovy cyklus (Cy) a je pfimo amérny
mnoZzstvi pfitomné cilové latky na pocatku reakce.

Pomoci standardu se znamym pocétem molekul miZete vytvofit standardni
kfivku a stanovit pfesné mnozstvi cilové latky pfitomné v testovacim vzorku.
Standardni kfivky ipsogen jsou zaloZeny na plazmidu. Aby se zajistily pfesné
standardni kfivky, pouzivame 4 standardni fedéni pro ABL a 5 standardnich
fedénich Mbcr. Sada rovnéz obsahuje kalibrator IS-MMR umoznujici konverzi
vysledkl podle mezinarodni stupnice. Obrazky 7 a 8 ukazuiji pfiklady
amplifikacnich kfivek TagMan podobnych kfivkam pro standardy, kalibrator IS-
MMR a vysoce pozitivni kontrolu RNA se sadou ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS--
MMR DX.

091 High RNA positive control
081 \
cg 0.71 IS-MMR calibrator

06 \
05
0.41

SP§
03] /| $p5
0.2 / SP4 $p3
0,1
0.0 P — —

0.1

Cvklus

Obréazek 7. Detekce ABL pomoci standard @ SP3, SP4, SP5 a SP6. 10°, 10%, 10° a 10°
kopii/5 pl.
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Obrézek 8. Detekce BCR-ABL Mbcr pomoci standard G SP1, SP2, SP3, SP5 a SP6. 107,
107, 103, 10°, 10° kopii/5 pl.

Standardni k Fivky a kritéria jakosti platna pro surova data

Reprodukovatelnost mezi replikaty

Variace hodnot C; mezi replikaty by méla byt <2, coz odpovida Ctyfnasobné
zmeéné hodnot poctu kopii.

Variace hodnot C; mezi replikaty je obecné <1,5, pokud bude hodnota C+
replikatd <36 (7).

Poznamka : Kazdy uZzivatel by mél méfit vlastni reprodukovatelnost ve své
laboratofi.

Standardni k Fivky
Surové data Ize pro Ggely analyzy vloZit do souboru Excel®.

Pro kazdy gen (ABL a BCR-ABL) se surové hodnoty C; ziskané z nafedéni
plazmidovych standardt vynasi podle logaritmu poc&tu kopii (3, 4, 5 a 6 pro
SP3, SP4, SP5 a SP6; 1, 2, 3, 5 a 6 pro SP1, SP2, SP3, SP5 a SP6). Obrazek
9 ukazuje priklad teoretické kfivky ABL vypocitané ze 4 standardnich fedéni.
Obrazek 10 ukazuje pfiklad teoretické kfivky BCR-ABL Mbcr vypocitané ze 5
standardnich fedéni.
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Obrazek 9. Teoreticka k Fivka pro ABL vypo ¢€itana ze 4 standardnich Fedéni. Vypocita se
pfimka linearni regrese (y = ax + b), kde a je sklon pfimky a b je prisecik s osou y, coz je
soufadnice y bodu, kdy pfimka protina osu y. Jeji rovnice a koeficient stanoveni (R?) se
vytiskne do grafu.
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Obréazek 10. Teoreticka k Fivka pro BCR-ABL vypo €itana ze 5 standardnich Fedéni.
Vypocit4 se pfimka linearni regrese (y = ax + b), kde a je sklon pfimky a b je prisecik s osou
y, coZ je soufadnice y bodu, kdy pfimka protina osu y. Jeji rovnice a koeficient stanoveni (R?)
se vytiskne do grafu.

Jako standardy slouzi 10nasobné fedéni, teoreticky sklon kfivky je -3,3. Sklon
od -3,0 do -3,9 je pfijatelny, pokud je R2 >0,95 (7). OvSem hodnota R? >0,98 je
Zadouci pro presné vysledky (3).

Poznamka : Standardni fedéni SP1 (plazmid BCR-ABL, 10 kopii) se musi
detekovat a zahrnout do standardni kfivky BCR-ABL.
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Kontrola kvality u vSech hodnot ABL

Spatna kvalita RNA nebo problémy b&hem krok(i gPCR mé za nasledek nizky
pocet kopii ABL (ABLcy). Optimalni citlivosti se dosahuje vzorky poskytujicimi
ABLcy 210.000 kopii. Toto kritérium pro ABLcy Se rovnéz vztahuje na vysoce
pozitivni kontrolu RNA a kalibrator IS-MMR.

Negativni kontroly RT a kontroly vody

Zadné kontroly templatt (NTC) pro krok PCR (kontrola vody) a krok reverzni
transkripce (negativni kontrola RT) by nemély davat nulovou CN jak pro ABL,
tak pro BCR-ABL Mbcr. Pozitivni vysledek pro tyto NTC signalizuji zkfizenou
kontaminaci béhem reverzni transkripce a/nebo aPCR.

Normalizovany po €et kopii (NCN)

Rovnice standardni kfivky ABL by se méla pouzit pro transformaci surovych
hodnot C+ (ziskanych pomoci PPC-ABL) pro neznamé vzorky do poctu kopii
ABL (ABLcy).

Rovnice standardni kifivky BCR-ABL Mbcr by se méla pouzit pro transformaci
surovych hodnot C+ (ziskanych pomoci PPF-Mbcr) pro neznamé vzorky do
poctu kopii BCR-ABL (BCR-ABL Mbcrcy).

Pomér téchto hodnot CN dava normalizovany pocet kopii (NCN):

BCR-ABL Mbcrcy
NCN = x 100
ABLcn

Vypocitejte vysledek NCN pro vysoce pozitivni kontrolu RNA (NCNyc),
kalibrator ISMMR (NCN.4) a kazdy vzorek (NCNyorek)-

Vysoce pozitivni kontrola RNA a kalibrator IS-MMR

Tyto kontroly umoznuji sledovani kroku reverzni transkripce a amplifikace ABL
a BCR-ABL Mbcr béhem kvantifikace transkripce.

Kontrola kvality u vysledku NCN .4

Poznamka : Vysledek NCN ziskany pro kalibrator IS-MMR, testovany sadou
ipsogen BCR-ABL Mbcr IS-MMR DX v kombinaci s validovanymi reagenciemi
a pfistroji (viz “Dodavané materidly”, strana 9, a “PoZzadované materialy, které
nejsou soucasti dodavky”, strana 11), musi lezet v intervalu 0,05-0,3. Jinak
hodnoty NCN nelze konvertovat do mezinarodni stupnice. Navic se cely
experiment musi odmitnout, pokud nebude detekovana vysoce pozitivni
kontrola RNA.
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Konverze IS a hlaseni MMR

Poznamka : Pfed interpretaci se seznamte s hodnotami vyzna¢enymi na Stitku
zkumavky kalibratoru IS-MMR nebo na osvédcéeni o analyze dodavanému se
sadou.

Pouzijte experimentalni NCN vysledek kalibratoru IS-MMR (NCN¢,) a jeho
pfifazenou hodnotu (hodnota 1S-Cal) vyznaenou na osvéd&eni o analyze pro
vypocet normalizovaného poctu kopii na mezinarodni stupnici (IS-NCNyorek)-

NCN,,0rek X hodnota I1S-Cal
NCNca
Urcete stav MMR kazdého vzorku podle nasledujicich kritérii.
B IS-NCN,,0ek £0,05: Hlavni molekularni odezva

M 0,05 <IS-NCNy0ex <0,15: Seda zéna okolo doregulovani MMR,
nejednoznacny vysledek

B IS-NCNy,orek =0,15: Z&dné hlavni molekularni odezva

Vysledek IS-NCNyc (NCN na mezinarodni stupnici pro vysoce pozitivni
kontrolu RNA) by nemél poskytnout hlavni molekularni odezvu.

IS-N Cszorek =

Obrazek 11 ukazuje pfiklad sledovani pacienta pomoci vysledkd NCN a IS-
NCN.

100.000
10.000
—g— 1-NCN
, 1000 b N e 1-NCN-IS
5 —ea—2-NCN
Z
@ 2-NCN-IS
LoD
0.010 — —LoB
0.001

Cas (mésice)

Obrazek 11. Sledovani k Fivek pro stav pacienta MMR pomoci sady ipsogen BCR-ABL1
Mbcr IS-MMR DX. NCN : normalizovany pocet kopii; NCN-IS: mezinarodni stupnice
normalizovaného poctu kopii; MMR GZ: Nejednoznacny vysledek (GZ) Sedé zony MMR,;
LoD: mez detekce; LoB: Uroven pozadi.
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Souhrn kritérii jakosti
Tabulka 14 shrnuje riizna kritéria jakosti a souvisejici hodnoty nebo vysledky.

Tabulka 14. Souhrn kritérii jakosti

Kritéria

P fijatelné hodnoty/vysledky

Odchylky v hodnotach C; mezi
replikaty

Sklon standardnich krivek

R? pro standardni kivky

Standardni fedéni SP1 (10 kopii
plazmidu BCR-ABL)

Kontrola kvality u hodnoty ABLcy
pro vzorky pacient, vysoce
pozitivni kontrola RNA a kalibrator
IS-MMR

Kontrola PCR (voda) a kontroly
reverzni transkripce (RT negativni)

NCN ziskané pro kalibrator IS-
MMR (NCNca)

Vysoce pozitivni kontrola RNA

NCN ziskané pro vysoce pozitivni
kontrolu RNA konvertovany do
mezinarodni stupnice (IS-NCNyc)

<2 Cy, pokud priimérna hodnota Ct
>36

<1,5 Cq, pokud primérna hodnota
Cr>36

Od -3,0 do -3,9

Pfinejmensim >0,95 lepsi, pokud
>0,98

Musi se detekovat a zahrnout do
standardni kfivky

ABLcy >10,000 kopii ABL pro
dosazeni optimalni citlivosti

Pro kazdé ABLcy = Oa MbCfCN =0
Musi lezet v intervalu 0,05-0,3
Musi byt detekovan

Stav: Zadna hlavni molekularni
odezva

Odstra novani poruch
Vice informaci Ize ziskat na internetové strance nasi technické podpory:

www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx . Védci z technické podpory QIAGEN
vzdy radi zodpovi VaSe otazky ohledné informaci a protokolu v tomto manualu
nebo pfipravy vzorkd a jejich technologii rozbord (moZnosti navazani kontaktu
viz “Kontaktni informace”, strana 42).

36 Pfirucka pro sadu ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX  07/2016



Rizeni jakosti

V souladu s certifikovanym systémem ISO Fizeni jakosti vyrobkd spole¢nosti
QIAGEN je kazda vyrobni Sarze souprav ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR
DX Kit testovana podle pfedem stanovenych specifikaci, aby byla zajiSténa
konzistentni kvalita produktu. Certifikaty analyzy jsou k dispozici na pozadani
na strankach www.giagen.com/support/

Omezeni

Uzivatelé musi byt Skoleni a obeznameni s touto technologii pfed pouzitim
tohoto zafizeni.

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

Dbejte na konec doby pouZzitelnosti uvedeny na baleni a na Stitcich
jednotlivych komponent. Nepouzivejte reagencie s proslou trvanlivosti.

Poznamka : Sada byla navrZzena podle studii "Europe Against Cancer" (EAC -
Evropa proti rakoving) (8, 9) a je ve shodé s aktualizovanymi mezinarodnimi
doporu€enimi. Sada obsahuje kalibrator IS-MMR standardizovany podle
mezinarodni stupnice, kterd umoZznuje konvertovat vysledky NCN do
mezinarodni stupnice a vykazovat stav MMR (hlavni molekularni odezva).

Kazda Sarze kalibratoru IS-MMR ma pfifazenou hodnotu pfimo odvozenou z
kalibrace vaci primarnimu referenénimu materialu certifikovanému NIBSC
WHO (Mezinarodni geneticky referen¢ni panel pro kvantifikaci translokace
BCR-aBL pomoci RQ-PCR (1. 1.S.), ref. 09/138).

S kazdou sadou se dodavéa osvédceni o analyze uvadéjici pfifazenou hodnotu
kalibratoru 1IS-MMR.

Sada by se méla pouzit podle pokynt uvedenych v této pfiru¢ce v kombinaci s
validovanymi reagenciemi a pfistroji (viz “Pozadované materialy, které nejsou
soucasti dodavky”, strana 11). Jakékoliv pouziti tohoto vyrobku mimo
schvalené indikace a/nebo Uprava komponent zneplatni zavazky QIAGEN.

Vykonnostni charakteristiky

Poznamka : Charakteristiky chovani byly zjiStény pomoci Applied Biosystems
7500 Real-Time PCR System v kombinaci se sadou ipsogen BCR-ABL Mbcr
IS-MMR a validovanymi pfidavnymi reagenciemi (viz “PoZadované materialy,
které nejsou soucasti dodavky”, strana 11).
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Mez slepého pokusu a mez detekce

Mez slepého pokusu (LoB) a mez detekce (LoD) byly stanoveny podle
smérnice CLSI/NCCLS EP17-A.

Uroven pozadi (LoB) byla stanovena na negativnich vzorcich od zdravych
darct (11 vzorkl, 69 méfeni) a bylo zjisténo, Ze je rovna 0,0022 BCR-ABL
Mbcr NCN.

Mez detekce (LoD nebo analyticka citlivost) byla stanovena u znamych
nizkych pozitivnich vzorkd (n =8, 74 méfeni) a je rovna 0,0069 BCR-ABL
Mbcr NCN.

B NCN sLoB: BCR-ABL Mbcr nebyla stanovena
B LoB <NCN <LoD : BCR-ABL Mbcr stanovena ale nekvantifikovana
B NCN 2LoD: BCR-ABL Mbcr kvantifikovana

Linearita
Linearita byla stanovena podle smérnice CLSI/NCCLS EP6-A.

Studie byla provedena ve smésich pozitivni a negativni RNA extrahované z
bunécnych linii. Jedenact riznych arovni bylo testovano trojmo. Vysledky
ziskané u téchto vzorkd ukazuji, Ze rozbor ipsogen BCR-ABL Mbcr IS-MMR je
linearni v rozsahu od 0,003 do 65 BCR-ABL Mbcr NCN.

Vstupy

Pro studii bylo vybrano pét riznych RNA s rdznymi hladinami NCN BCR-ABL
Mbcr. Byla testovana rlizna mnozstvi RNA a cDNA pro vyhodnoceni dopadu
vstupu na vysledky NCN. Vysledky ukazaly, ze odchylka vstupu RNA ma
omezeny dopad na vysledky NCN, zatimco vstup cDNA je mnohem
senzitivngjSim faktorem, pokud se pouZzije vice ¢i méné materialu. Proto se k
provedeni testu doporucuje vstup 1 ug RNA a 5 pl cDNA.

Presnost
Pfesnost byla stanovena podle smérnice CLSI/NCCLS EP5-A2 .

Studie pfesnosti byla provedena na 13 rliznych vzorcich testovanych 42kréat
dvojmo (n = 84). Tyto vzorky pfedstavovaly rznou Urover exprese BCR-ABL
Mbcr ve vzorcich pacientt okolo hodnoty MMR a nad ni. Globalni variaéni
koeficient pro hodnotu MMR by roven 25 %.
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Studie pro vyhodnoceni shody: Jednoplazmidovy stand ard
ERM-AD623 BCR-ABL1 (IRMM) ve srovnani
s jednoplazmidovym standardem ipsogen (QIAGEN)

NejnovéjSi pracovni definice molekularni odpovédi BCR-ABL1 Mbcr u
chronické myeloidni leukémie (CML) podava ELN/EUTOS Molecular
Monitoring Steering Group, ktera doporucuje pouziti plazmidu ERM-AD623
BCR-ABL1 (IRMM, Belgie): Cross, N.C., et al. Laboratory recommendations
for scoring deep molecular responses following treatment for chronic myeloid
leukemia (2015) Leukemia. 29, 999.

Aby bylo mozné vyhovét tomuto doporuceni, spole¢nost QIAGEN provedla
studii pro vyhodnoceni shody, ve které srovnala vicecilovy jednoplazmidovy
standard ipsogen pouZivany v soupravé ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR
(24) CE (kat. &. 670723) s plazmidem ERM-AD623 BCR-ABL1 (IRMM).

Srovnani bylo zalozeno na poméru normalizovaného poc¢tu kopii BCR-ABL1
Mbcr/ABL1 (NCN) dosaZeného testovanim jednoho z fedéni standardu
(ipsogen nebo ERM-AD623 BCR-ABL1) na kontrolnich vzorcich zafazenych
do souprav ipsogen a na certifikovaném kontrolnim materialu od NIBSC:
White, H.E., et al. (2010) Establishment of the first World Health Organization
International Genetic Reference Panel for quantitation of BCR-ABL mRNA.
Blood 116, el111.

+  IRMM_Mbcr « Ipsogen_Mbcr
+ IRMM_ABL « ipsogen_ABL
— regression curve (IRMM_Mbcr) regression curve (ipsogen_Mbcr)
regression curve (IRMM_ABL) regression curve (ipsogen_ABL)

30 %
13

o

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Log CN

Regresni kfivka
Hodnota C 1
Log CN

Obrazek 12. Srovnani k Fivek plazmidovych standard G ipsogen a ERM-AD623 BCR-
ABL1.
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Obrazek 13. Hodnoty ERM-AD623 BCR-ABL1 ve srovnani s hodnotami ipsogen NCN.

Zavérem studie QIAGEN je, Ze neexistuje Zadny statisticky rozdil:
jednoplazmidovy standard ERM-AD623 BCR-ABL1 a jednoplazmidovy
standard ipsogen vykazuji stejné vysledky.
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Symboly

Na obalech a Stitcich se mohou objevit nasledujici symboly:

W Obsahuje reagencie pro <N> reakci
<N>
2 PouZijte do
\
IVD Prostfedky zdravotnické techniky pro in vitro diagnostiku

Katalogové Cislo

LOT Cislo 3arze

Cislo materialu

GTIN Mezindrodni ¢&islo obchodni polozky GTIN
Teplotni rozmezi

Vyrobce

DalSi informace viz navod k pouZiti

= EBe=g

Kontaktni informace

Pro technickou podporu a vice informaci navstivte centrum technické podpory
na adrese www.giagen.com/Support , volejte 00800-22-44-6000, kontaktujte
jedno z technickych servisnich oddéleni QIAGEN nebo naSe mistni
distributory (viz posledni stranka obalu nebo navstivte www.giagen.com ).
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Informace o zp tsobu objednavani

Produkt Obsah Kat. €.
ipsogen BCR-ABL1 Pro 24 reakci: Reverzni transkriptaza, 670823
Mbcr IS-MMR DX Kit 5x pufr RT, mix dNTP, ndhodny primér,

(24) inhibitor RNazy, DTT, master mix

gPCR, jednoplazmidové standardy
Mbcr a ABL, pozitivni kontrola vysoké
RNA, kalibrator IS-MMR, fluorescené&ni
barvivo ROX |, fluorescen¢ni barvivo
ROX Il, priméry a smés sondy ABL,
priméry a smés sondy genu fuze BCR-
ABL Mbcr

Rotor-Gene Q MDx — pro analyzu PCR v realném  €ase
validované IVD v klinickych aplikacich

Rotor-Gene Q MDx Cyklova¢ PCR v redlném Case a 9002032
5plex HRM Platform analyzator taveniny s vysokym

rozliSenim s 5 kandly (zeleny, Zluty,

oranzovy, ¢erveny, nachovy) plus

kanal HRM, laptop, software,

pFisluSenstvi, lleta zaruka na dily a

praci, instalace a Skoleni neni zahrnuto

Rotor-Gene Q MDx PCR cyklér pracujici v redlném Case a 9002033
5plex HRM System analyzator kfivek tani s vysokym

rozliSenim (High Resolution Melt -

HRM) s 5 kanaly (zeleny, Zluty,

oranzovy, ¢erveny, purpurovy) plus

HRM kanal, notebook pocitac,

software, pfislusenstvi, ro¢ni zaruka na

soucasti a servis v€etné instalace a

Skoleni

Sady RNeasy — pro ¢isténi celkové RNA

RNeasy Mini Kit (50) Na 50 stanoveni RNA: 50 kolonek 74104
RNeasy Mini Spin, odbérové zkumavky
(1,5 ml a 2 ml), reagencie a pufry bez
RNazy

RNeasy Midi Kit (50) Na 50 stanoveni RNA: 50 kolonek 75144
RNeasy Midi Spin, odbérové zkumavky
(15 ml), reagencie a pufry bez RNazy
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Aktualni licenéni informace a odmitnuti odpovédnosti specificka pro vyrobek
jsou uvedeny v pfiru¢ce pro sadu QIAGEN nebo pfiru¢ce uzivatele. Manualy k
produktiim QIAGEN jsou dostupné na www.giagen.com nebo na pozadani u
technického servisu QIAGEN nebo lokalniho distributora.
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Tento produkt je uréen pro diagnostické pouZiti in vitro. Produkty ipsogen se nesmi dale prodavat, upravovat pro dalsi prodej nebo pouzivat k
vyrobé komerénich produktu bez pisemného souhlasu spole¢nosti QIAGEN.

Informace v tomto dokumentu se mohou zménit bez pfedchoziho ozndmeni. QIAGEN nepfebird Zadnou odpovédnost za Zadné chyby, které se
mohou v tomto dokumentu objevit. M& se za to, Ze tento dokument je v dobé zvefejnéni Gplny a pfesny. V zadném pfipadé nebude QIAGEN
odpovidat za ndhodné, zvlastni, ndsobné nebo nasledné Skody souvisejici s pouzivanim tohoto dokumentu nebo z ného vyplyvajicich.

Produkty ipsogen maji zaruku na dodrZeni pro né stanovenych technickych parametr(i. Vyluény zavazek QIAGEN a vylu€ny opravny prostfedek
zékaznika se omezuje na ndhradu vyrobk( zdarma v pfipadé, Ze se vyrobky nebudou chovat podle zaruky.

Tento vyrobek obsahuije reverzni transkriptazu SuperScript® lll, ktera je chranéna jednim &i vice patenty USA, projednavanymi patentovymi
pfihlaSkami USA a jejich pislusnymi ekvivalenty mimo USA, které vlastni spole¢nost Life Technologies Corporation, a prodava se na zakladé
smlouvy mezi spole¢nostmi Life Technologies Corporation a Ipsogen. Kupni cena tohoto vyrobku obsahuje omezend, nepfevoditelna prava podle
shora uvedenych patentd na vyuZivani tohoto mnoZstvi vyrobku k vyuzivani narokd v uvedenych patentech vyluéné pro aktivity kupujiciho pfi
méfeni transkriptd BCR-ABL p210. Z4adna jina prava se nepievadi, zejména ne pravo na pouzivani tohoto vyrobku v aplikacich pro soudni
|ékarstvi. Dalsi informace o ziskani prava podle patentl viastnénych spole¢nosti Life Technologies Corporation Ize ziskat u Licensing Department,
Life Technologies Corporation, 5791 Van Allen Way, Carlsbad, CA 92008. (760) 603-7200. E-mail: Outlicensing@lifetech.com.

Ochranné znamky: QIAGEN®, ipsogen®, RNeasy®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); ABI PRISM®, Applied Biosystems®, FAM™, ROX™,
SuperScript®, SYBR®, TAMRA™ (Thermo Fisher Scientific Inc.); Agilent®, Bioanalyzer® (Agilent Technologies, Inc.); Excel® (Microsoft Corporation);
LightCycler®, TagMan® (Roche Group); TRIzol® (Molecular Research Center, Inc.).

Omezena licen¢ni smlouva
Pouzitim produktu vyjadfuje kupujici nebo uzivatel sady ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX souhlas s nasledujicimi podminkami:

1. Sadaipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX smi byt pouzivana vyhradné v souladu s Pfiruckou sady ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX a
pouze s komponentami obsazenymi v sadé. QIAGEN neposkytuje Zadnou licenci v ramci kteréhokoliv svého dusevniho vlastnictvi k pouZiti
nebo k zaélenéni pfilozenych komponent sady s komponenty, které nejsou zahrnuty v této soupraveé, s vyjimkou piipadd uvedenych v
Prirucce sady ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX a dodate¢nych protokolech dostupnych na www.giagen.com .

2. QIAGEN neposkytuje zadnou jinou zaruku nez vyslovné stanovené licence v tom smyslu, Ze tato sada a/Nebo jeji pouZiti nenarusuje prava
tetich stran.

3. Tato sada a jeji dily jsou licencovany k jednordzovému pouZiti a nesmi se pouZivat opakované, pfepracovana ani opakované prodavat.
4. QIAGEN specificky odmita jakékoliv dali vyslovné nebo nepfimé licence s vyjimkou téch, které jsou uvedeny vyslovné.

5. Kupujici a uzivatel této sady souhlasi s tim, Ze neposkytne a nepovoli nikomu jinému provadét Zadné kroky, které by mohly vést nebo by
usnadnily jakékoliv shora zakazané ¢innosti. QILAGEN mUze zakazy tohoto Omezeného licenéniho ujednani prosadit u kazdého soudu a
vyzadovat Uhradu v8ech vySetfovacich a soudnich poplatkd, v€. poplatki za advokata, v ramci jakéhokoliv postupu k prosazeni tohoto
Omezeného licen¢niho ujednani nebo jakychkoliv jinych prav dusevniho vlastnictvi vztahujicich se na tuto soupravu a/nebo jeji komponenty.

Pro aktualizovand licenéni ustanoveni viz www.giagen.com .

HB-1393-003 © 2013-2016 QIAGEN, v§echna prava vyhrazena.
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