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Domeniul de utilizare

ipsogen PML-RARA bcr1 Kit este destinat cuantificarii transcriptiilor de fuziune bcr1 de tip
PML-RARA in probe de maduva osoasa sau de sange periferic la un subgrup de pacienti cu
leucemie mieloida acutd (LMA) diagnosticati cu citomorfologie M3 si translocare
t(15;17)(922;921), cu un punct critic In PML intronul 6. Rezultatele obtinute sunt destinate a
fi utilizate ca ajutor pentru monitorizarea eficacitatii tratamentului la pacientii care urmeaza
tratament si pentru urmarirea bolii reziduale minime (minimal residual disease, MRD) pentru

a monitoriza recidivarea bolii.

Rezumatul si explicarea produsului

Transcriptiile genei de fuziune (fusion gene, FG) PML-RARA, care sunt rezultatul molecular
al translocarii t(15;17)(q22;921), sunt asociate cu majoritatea cazurilor de leucemie
progranulocitara acuta (progranulocytic leukemia, APL) (> 90 %), un subset distinct de LMA
cu citomorfologie M3 care reprezinta 10-15 % din toate cazurile de LMA. Translocarea
reciproca echilibrata t(15;17) duce la fuziunea genei leucemiei promielocitare (promyelocytic
leukemia, PML) cu receptorul alfa al acidului retinoic (retinoic acid receptor alpha, RARA)
pentru a genera proteina de fuziune PML-RARA. Proteina himericd PML-RARA este un
represor transcriptional. Expresia sa este asociatda cu diferentierea mieloida afectata,
datorita afinitatii crescute pentru complexul de proteine represoare nucleare (nuclear
repressor protein complex, NcoR), alterarea structurii cromatinei de catre histon deacetilaza
(HDAC) siinhibarea transcriptiei. Tratamentul cu acid all-trans retinoic (all-trans retinoic acid,
ATRA) este foarte eficient in APL si actioneaza ca un agent de diferentiere prin promovarea
eliberérii complexului NCoR/HDAC, restabilind astfel transcriptia normala.

Punctele critice RARA apar intotdeauna in intronul 2. Tn functie de locatia punctelor critice in
zona PML, intronul 6, exonul 6 si intronul 3, se pot forma subtipurile respective de transcriptie
PML-RARA denumite lungi (L sau ber1), varianta (V sau ber2) si scurte (S sau ber3) (Figura 1).

Aceste subtipuri de transcriptie reprezinta 55 %, 5 % si, respectiv, 40 % din cazuri.
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Figura 1. Diagrama schematica a transcriptiei FG PML-RARA, acoperita de setul de solutii de
amorsare si sonde EAC gPCR. Pentru tipul ber1 (L): ENFOO3-ENP942-ENR962. Pentru tipul ber2
(V): ENFO06-ENP942-ENR962. Pentru tipul ber3 (S): ENF905-ENP942—-ENR962.Numarul de sub
solutiile de amorsare si sonde se refera la pozitia nucleotidica a acestora in transcriptia genei
normale. Frecventa relativa se refera la proportia fiecarui tip de transcriptie a genei de fuziune intre
variantele PML-RARA.

Tratamentul combinat cu chimioterapie pe baza de antraciclina si ATRA are un mare succes
in APL, oferind remisiuni de lunga duratd si vindecare probabila la pana la 70% dintre
pacientii nou diagnosticati. Cu toate acestea, la 15-25 % dintre pacienti sunt inca observate
recidiva si rate scazute de supravietuire. Detectia genei unice de fuziune PML-RARA prin
revers-transcriere-reactie de polimerizare in lant (RT-PCR) conventionala a fost utilizata pe
scara larga pentru diagnosticarea rapida si predictia raspunsului la terapii. Cu toate acestea,

aceasta tehnica prezinta dezavantaje si sensibilitatea sa este relativ scazuta.
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Cuantificarea numarului de copii PML-RARA prin PCR cantitativ in timp real (QPCR) prezinta
mai multe avantaje. Este o tehnica foarte sensibila si reproductibila, care permite, de
asemenea, o evaluare a cineticii. Analiza valorii de pronostic a unui protocol gPCR
standardizat bine stabilit (Programul EAC) la pacientii cu APL in timpul diferitelor faze de
tratament a indicat ca aceasta abordare este o alternativa solida pentru evaluarea MRD si
ca stratificarea riscului de recidiva poate fi stabilita pe baza numarului de copii normalizat
PML-RARA. in timpul analizei post-consolidare, testul gPCR pozitiv este un element de
predictie puternic al recidivei hematologice ulterioare. Tn timpul terapiei de intretinere si dupa
sfarsitul tratamentului, un test gPCR pozitiv este asociat cu un risc mai mare de recidiva si
o perioada de supravietuire mai scurta. Stratificarea riscului de recidiva bazata pe
cuantificarea numarului de copii normalizat (normalized copy number, NCN) PML-RARA
imparte pacientii in 3 grupuri: cei cu risc ridicat de recidiva, cei cu risc intermediar si cei cu
risc scazut de recidiva (1). Monitorizarea PML-RARA prin detectia sensibila a transcriptiei
este considerata o parte integranta a strategiei generale de tratament in APL (consultati
referintele 2 si 3 pentru detalii), prin care tipul si intensitatea tratamentului sunt modulate la

pacientii cu riscuri diferite de recidiva in timpul monitorizarii.

Standardizarea si validarea metodei de cuantificare MRD au fost stabilite intr-un proiect
multicentric condus de EAC si publicat in 2003 (4, 5). ipsogen PML-RARA bcr1 Kit se

bazeaza pe aceasta tehnica.
Principiul procedurii

Tehnica qPCR permite cuantificarea cu precizie a produsilor PCR in timpul fazei
exponentiale a procesului de amplificare PCR. In plus, datele gPCR pot fi obtinute rapid,
fara procesare post-PCR, prin detectarea in timp real a semnalelor fluorescente in timpul
si/sau ulterior ciclarii PCR, reducand astfel drastic riscul contaminarii produsilor PCR. Tn
prezent, sunt disponibile 3 tipuri principale de tehnici gPCR: analiza gPCR folosind SYBR®
Green | Dye, analiza qPCR folosind sonde de hidroliza si analiza qPCR folosind sonde de

hibridizare.
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Acest test exploateaza principiul hidrolizei oligonucleotidelor cu colorant dublu gPCR. in
timpul PCR, solutie de amorsare directa si cea inversa hibridizeaza la o secventa specifica.
O oligonucleotida cu dublu colorant se afld in acelasi amestec. Aceasta sonda, care consta
dintr-o oligonucleotida marcata cu un colorant raportor 5' si un colorant substanta extinctoare
de fluorescenta 3' in aval, hibridizeaza la o secventa tintd in produsul PCR. Analiza qPCR
cu sonde de hidroliza exploateaza activitatea exonucleazei 5'>3' a Thermus aquaticus (Taq)
ADN polimeraza. Cand sonda este intacta, proximitatea colorantului raportor de colorantul
substanta extinctoare de fluorescenta are ca rezultat suprimarea fluorescentei raportor in
primul rand prin transferul de energie de tip Forster.

Tn timpul PCR, daca tinta de interes este prezenta, sonda se tempereaza in mod specific
intre locul solutiei de amorsare directe si locul solutiei de amorsare inverse. Activitatea
exonucleazei 5'>3' a ADN polimerazei scindeazd sonda intre raportor si substanta
extinctoare de fluorescenta numai daca sonda hibridizeaza cu tinta. Fragmentele de sonda
sunt apoi indepartate de tinta si polimerizarea catenei continua. Capatul 3' al sondei este
blocat pentru a preveni extinderea sondei in timpul PCR (Figura 2). Acest proces are loc in
fiecare ciclu si nu interfereaza cu acumularea exponentiala a produsului.

Cresterea semnalului de fluorescentd este detectatd numai dacad secventa tinta este
complementara sondei si, prin urmare, este amplificata Tn timpul PCR. Din cauza acestor
cerinte, amplificarea nespecifica nu este detectata. Astfel, cresterea fluorescentei este direct
proportionala cu amplificarea tintei in timpul PCR.
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Figura 2. Principiul reactiei. ARN-ul total este transcris invers, iar ADN-ul complementar generat este
amplificat prin PCR utilizdnd o pereche de solutii de amorsare specifice si 0 sonda interna specifica cu
colorant dublu (FAM™-TAMRA™). Sonda se leaga de amplicon Tn timpul fiecarei etape de temperare a
PCR. Cand Taq se extinde de la solutia de amorsare legata de amplicon, aceasta deplaseaza capatul
5' al sondei, care este apoi degradat de activitatea exonucleazei 5'>3' a Taq ADN polimerazei.
Scindarea continua pana cand sonda ramasa se topeste de pe amplicon. Acest proces elibereaza
fluoroforul si substanta extinctoare de fluorescenta in solutie, separandu-le spatial si ducéand la o
crestere a fluorescentei din FAM si o scadere a fluorescentei din TAMRA.
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Materiale furnizate

Continutul kitului

ipsogen PML-RARA bcr1 Kit (24)
Numar de catalog 672123
Numar de reactii 24
Componenta Nume Cantitate

ABL Control Gene Standard Dilution C1-ABL
(Dilutie standard gena de control ABL) 50 pl
(108 copii/5 pl)

ABL Control Gene Standard Dilution C2-ABL
(Dilutie standard gena de control ABL) 50 ul
(10* copii/5 pl)

ABL Control Gene Standard Dilution C3-ABL
(Dilutie standard gena de control ABL) 50 pl
(105 copii/5 pl)

PML-RARA bcr1 Fusion Gene F1-PML-RARA bcr1

Standard Dilution (Dilutie standard

gena de fuziune PML-RARA bcr1) 50 ul
(10" copii/5 ul)

PML-RARA bcr1 Fusion Gene F2-PML-RARA bcr1

Standard Dilution (Dilutie standard

gena de fuziune PML-RARA bcr1) 50 ul
(102 copii/5 pl)

PML-RARA bcr1 Fusion Gene F3-PML-RARA bcr1

Standard Dilution (Dilutie standard

gena de fuziune PML-RARA bcr1) S0 ul
(108 copii/5 pl)

PML-RARA bcr1 Fusion Gene F4-PML-RARA bcr1

Standard Dilution (Dilutie standard

gen de fuziune PML-RARA bcr1) 50 ul
(105 copii/5 pl)
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ipsogen PML-RARA bcr1 Kit (24)

Numar de catalog 672123
Numar de reactii 24
PML-RARA bcr1 Fusion Gene F5-PML-RARA bcr1

Standard Dilution (Dilutie standard

gen de fuziune PML-RARA bcr1) S0 ul

(108 copii/5 ul)
Primers and Probe Mix ABL (Amestec PPC-ABL 25x

de solutii de amorsare si sonde ABL)* 90 ul
Primers and Probe Mix PML-RARA PPF-PML-RARA bcr1

bcr1 Fusion Gene (Amestec de solutii  25x

de amorsare si sonda gena de fuziune 110l
PML-RARA bcr1)f

Manual ipsogen PML-RARA bcr1 Kit (limba engleza) 1

* Amestec de solutii de amorsare inverse si directe specifice pentru gena de control ABL, plus o sonda FAM-
TAMRA specifica.

T Amestec de solutii de amorsare inverse si directe specifice pentru gena de fuziune PML-RARA bcr1, plus o sonda
FAM-TAMRA specifica.

Nota: Centrifugati pentru scurt timp dilutiile standard si amestecurile de solutii de amorsare

si sonde Tnainte de utilizare.
Materiale necesare, dar nefurnizate

Atunci cand lucrati cu substante chimice, utilizati intotdeauna un halat de laborator, manusi
de unica folosinta si ochelari de protectie adecvati. Pentru informatii suplimentare, consultati
fisele cu date de securitate (Safety Data Sheets, SDS) corespunzétoare, disponibile de la

furnizorul produsului.

Asigurati-va ca instrumentele au fost verificate si calibrate in conformitate cu recomandarile

producatorului.
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Reactivi

® Apa de calitate PCR fara nucleaza

e Reactivi pentru revers-transcriere: Reactivul validat este Superscript® Il (sau
Superscript) Reverse Transcriptase, include 5x first-strand buffer, 100 mM DTT (Life
Technologies, nr. cat. 18064-022)

e Inhibitor de RNaza: Reactivul validat este RNaseOUT™ (Life Technologies,
nr. cat. 10777-019)

e Set de dNTPs, calitate PCR
® Hexamer aleatoriu
e MgCl2

® Solutie tampon si Tag ADN-polimeraza: Reactivii validati sunt TagMan® Universal PCR
Master Mix (Master Mix PCR 2x) (Life Technologies, nr. cat. 4304437) si LightCycler
TaqMan Master (Master Mix PCR 5x) (Roche, nr. cat. 04535286001)

Consumabile

e Varfuri de pipeta PCR sterile, fara nucleaza, rezistente la aerosoli, cu filtre hidrofobe
® Tuburi PCR fara RNaza si DNaza de 0,5 sau 0,2 ml

® Gheata

Echipamente

® Micropipete dedicate pentru PCR (1-10 pl; 10-100 pl; 100-1000 pl)
e Centrifuga de banc cu rotor pentru tuburi de reactie de 0,2 ml/0,5 ml (cu o turatie

maxima de 13.000/14.000 rot/min)

e Instrument pentru real-time PCR: Instrumentul Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM sau alt
instrument Rotor Gene Q; LightCycler 1.2, 2.0, or 480; ABI PRISM 7000, 7700 sau
7900HT SDS; Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System sau SmartCycler si

materiale specifice asociate

® Termociclor sau baie de apa (etapa de transcriere inversa)
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Reactivi complementari

® jpsogen PML-RARA bcr1 Controls Kit (nr. cat. 672091) doar pentru utilizare pentru
cercetare, format din linii celulare cu expresie negativa, puternic si slab pozitiva a genei
de fuziune PML-RARA bcr1 pentru validarea calitativa a extractiei ARN si a transcrierii

inverse
Avertizari si precautii
A se utiliza pentru diagnosticarea in vitro

Atunci cand lucrati cu substante chimice, utilizati intotdeauna un halat de laborator, manusi de
unica folosinta si ochelari de protectie adecvati. Pentru informatii suplimentare, va rugam sa
consultati fisele cu date de securitate (Safety Data Sheet, SDS) corespunzatoare. Acestea
sunt disponibile online in format PDF la adresa www.giagen.com/safety, unde puteti gasi,
vizualiza si tipari fisa SDS pentru fiecare kit QIAGEN si pentru componentele kiturilor.

Aruncati deseurile de probe si de test in conformitate cu reglementarile locale de siguranta.

Precautii generale

Utilizarea testarilor qPCR necesitd bune practici de laborator, inclusiv intretinerea
echipamentelor, care sunt dedicate biologiei moleculare si conforme cu reglementarile
aplicabile si standardele relevante.

Acest kit este destinat diagnosticarii in vitro. Reactivii si instructiunile furnizate in acest kit au
fost validate pentru performante optime. Diluarea ulterioara a reactivilor sau modificarea
timpilor si temperaturilor de incubare poate genera date eronate sau discordante. Reactivii
PPC si PPF se pot modifica daca sunt expusi la lumina. Toti reactivii sunt formulati Tn mod
special pentru utilizare cu aceasta testare. Pentru o performanta optima a testarii, nu trebuie

facute nlocuiri.
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Determinarea nivelurilor de transcriptii folosind gPCR necesita atéat transcrierea inversa a

ARNmM, cat si amplificarea ADN-ului complementar generat prin PCR. Prin urmare, intreaga

procedura a testului trebuie efectuata in conditii fara RNaz&/DNaza.

Acordati o atentie extrema, pentru a preveni urmatoarele situatii:

Contaminarea cu RNaza/DNaza, care ar putea provoca degradarea ARNm-ului sablon
si a ADN-ului complementar generat
Contaminarea prin transfer de ARNm sau PCR, care are ca rezultat un semnal fals

pozitiv

Prin urmare, recomandam urmatoarele:

Folositi aparatura de laborator fara nucleaza (de exemplu, pipete, varfuri de pipeta,

flacoane de reactie) si purtati manusi cand efectuati testul.
Utilizati varfuri de pipeta noi, rezistente la aerosoli, pentru toate etapele de pipetare
pentru a evita contaminarea incrucisata a probelor si a reactivilor.

Pregatiti amestecul Master Mix pre-PCR cu material dedicat (pipete, varfuri etc.) intr-o
zona dedicata, in care nu sunt introduse matrice ADN (ADN complementar, ADN,
plasmida). Adaugati sablonul intr-o zona separata (de preferinta, intr-o camera

separata) cu material specific (pipete, varfuri etc.).

Manipulati dilutiile standard (C1-3 si F1-5) intr-o camera separata.

Depozitarea si manipularea reactivilor

Kiturile sunt expediate pe gheata carbonica si trebuie depozitate intre -30 si-15 °C la primire.

Reduceti la minimum expunerea la lumina a amestecurilor de solutii de amorsare si
sonde (tuburi PPC si PPF).

Amestecati usor si centrifugati tuburile Tnainte de deschidere.

Depozitati toate componentele kitului in recipientele originale.
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Aceste conditi de depozitare se aplica atdt componentelor desfacute, cat si celor
nedesfacute. Componentele depozitate in alte conditii decat cele mentionate pe etichete pot
sa nu functioneze corespunzator si pot afecta negativ rezultatele testului.

Datele de expirare pentru fiecare reactiv sunt indicate pe etichetele componentelor
individuale. Tn conditii de depozitare corecte, produsul isi va mentine performanta pana la
data de expirare imprimata pe eticheta.

Nu existda semne evidente care sa indice instabilitatea acestui produs. Cu toate acestea,
substantele de control pozitive si cele negative trebuie rulate simultan cu esantioane
necunoscute.
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Procedura

Prepararea ARN-ului pentru proba

Prepararea ARN-ului din probe de la pacienti (sdnge sau maduva osoasa) trebuie sa fi fost
efectuata utilizand o procedura validata. Calitatea testului depinde in mare masura de
calitatea ARN-ului de intrare. Prin urmare, recomandam calificarea ARN-ului purificat prin

electroforeza in gel de* agaroza sau prin utilizarea Agilent® Bioanalyzer® inainte de analiza.
Protocol: Transcriere inversa EAC standardizata recomandata

Operatiuni care trebuie executate Tnainte de incepere

® Preparati dNTPs, cate 10 mM. Depozitati la -20 °C in parti alicote.
® Preparati hexamer aleatoriu, 100 uM. Depozitati la -20 °C in parti alicote.

® Preparati MgClz, 50 mM. Depozitati la -20 °C in parti alicote.

Procedura

1. Decongelati toate componentele necesare si asezati-le pe gheata.

2. Incubati 1 pg de ARN (1-4 pl) timp de 10 minute la 70 °C si raciti imediat pe gheata
timp de 5 minute.

3. Centrifugati pentru scurt timp (aproximativ 10 secunde, 10.000 rot/min) pentru a colecta
lichidul in partea de jos a tubului. Apoi pastrati-le pe gheata.

4. Preparati urmatorul amestec RT in functie de numarul de probe procesate (Tabelul 1).

* Atunci cand lucrati cu substante chimice, utilizati intotdeauna un halat de laborator, ménusi de unica folosint3 si
ochelari de protectie adecvati.
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Tabelul 1. Prepararea amestecului RT

Volum per proba Concentratie

Componenta (ml) finala
First-Strand Buffer (furnizat impreuna cu 40 1x
Superscript || Reverse Transcriptase), 5x ’
MgCI2 (50 mM) 2,0 5 mM
dNTPs (cate 10 mM, de preparat in prealabil 20 1 mM
si de depozitat la -20 °C in parti alicote) ’
DTT (100_ mM, furnizat Tmpreur)é cu 2.0 10 mM
Superscript || Reverse Transcriptase)
Inhibitor de RNaza (40 U/ul) 0,5 1 U/l
Inhibitor de RNaza (40 U/ul) 0,5 1 U/l
Hexamer aleatoriu (100 yM) 50 25 uyM
Superscript Il sau Superscript Reverse
Transcriptase (200 U/ul) e S
Proba ARN incalzita (de adaugat la pasul 5) 1,0-4,0 50 ng/ul
Apa de calitate PCR fara nucleaza (de

N 0,0-3,0 -
adaugat la pasul 5)
Volum final 20,0 -

Pipetati cate 16 pl de amestec RT in fiecare eprubeta PCR. Apoi adaugati 1-4 pl (1 pg)
ARN (de la pasul 3) si ajustati volumul la 20 pl cu apa de calitate PCR fara nucleaza
(consultati Tabelul 2).

Tabelul 2. Prepararea reactiei de transcriere inversa

Componenta Volum (ul)
Amestec RT 16
Proba ARN incalzita (1 ug) 1-4
Apa de calitate PCR fara nucleaza 0-3
Volum final 20
6. Amestecati bine si centrifugati pentru scurt timp (aproximativ 10 secunde,
10.000 rot/min) pentru a colecta lichidul in partea de jos a tubului.
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7. Incubati la 20 °C timp de 10 minute.

8. Incubatila 42 °C pe un termociclator timp de 45 de minute, apoi imediat la 99 °C timp
de 3 minute.

9. Raéciti pe gheata (pentru a opri reactia) timp de 5 minute.

10.Centrifugati pentru scurt timp (aproximativ 10 secunde, 10.000 rot/min) pentru a colecta
lichidul in partea de jos a tubului. Apoi pastrati-le pe gheata.

11.Diluati ADN-ul complementar final cu 30 pl de apa de calitate PCR fara nucleaza, astfel

incat volumul final sa fie de 50 pl.

12.Efectuati PCR in conformitate cu urmatoarele protocoale, conform instrumentului
dumneavoastra qPCR.
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Protocol: gPCR pe instrumentele Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
sau Rotor-Gene Q 5plex HRM cu rotor cu 72 de tuburi

Daca utilizati acest instrument, va recomandam sa efectuati toate masuratorile in duplicat,

asa cum este indicat Tn Tabelul 3.

Tabelul 3. Numar de reactii pentru instrumentele Rotor-Gene Q cu rotor cu 72 de
tuburi

Probele Reactii

Cu amestecul de solutii de amorsare si sonde ABL (PPC-ABL)
n probe de ADN complementar n x 2 reactii

Standard ABL 2 x 3 reactii (3 dilutii, fiecare
testata in duplicat)

Substanta de control apa 2 reactii

Cu amestecul de solutii de amorsare si sonde PML-RARA bcr1 (PPF-PML-
RARA bcr1)

n probe de ADN complementar n x 2 reactii

Standardul PML-RARA 2 x 5 reactii (5 dilutii, fiecare
testata in duplicat)

Substanta de control apa 2 reactii

Procesarea probelor pe instrumente Rotor-Gene Q cu rotor cu 72 de tuburi

Va recomandam sa testati cel putin 8 probe de ADN complementar in acelasi experiment

pentru a optimiza utilizarea standardelor si a amestecurilor de solutii de amorsare si sonde.
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Figura 3. Configurarea sugerata a rotorului pentru fiecare experiment efectuat cu ipsogen

PML-RARA bcr1 Kit.

F1-5: standardele PML-RARA bcr1; C1-3: standardele ABL; S: proba de ADN complementar; H20:

substanta de control apa.

Nota: Aveti grija sa plasati intotdeauna o prob& de testat in pozitia 1 a rotorului. In caz

contrar, in timpul etapei de calibrare, instrumentul nu va efectua calibrarea si vor fi obtinute

date de fluorescenta incorecte.
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Umpleti toate celelalte pozitii cu tuburi goale.

gPCR pe instrumente Rotor-Gene Q cu rotor cu 72 de tuburi

Nota: Toate etapele vor fi efectuate pe gheata.

Procedura

1. Decongelati toate componentele necesare si asezati-le pe gheata.
2. Preparati urmatorul amestec gPCR fin functie de numarul de probe procesate.
Toate concentratiile se refera la volumul final al reactiei.

Tabelul 4 descrie schema de pipetare pentru prepararea unui amestec de reactivi,
calculata pentru a obtine un volum final de reactie de 25 pl. Poate fi preparat un
amestec preliminar, in functie de numarul de reactii, folosind acelasi amestec de solutii
de amorsare si sonde (PPC-ABL sau PPF-PML-RARA bcr1). Sunt incluse volume
suplimentare pentru a compensa eroarea de pipetare.

Tabelul 4. Prepararea amestecului qPCR

PML-RARA
ABL: ber1:
1 reactie 24 +1 28 + 1 reactii  Concentratie
Componenta (ul) reactii (pl) (ul) finala
TagMan Universal
PCR Master Mix, 12,5 312,5 362,5 1x
2x
Amestec de solutii
de amorsare si 1 25 29 1x
sonde, 25x
Apa de calitate
PCR fara nucleaza 6.5 162,5 188,5 -
Proba (de adaugat 5 Cate 5 Cate 5 _
la pasul 4)
Volum total 25 Cate 25 Cate 25 -
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3. Distribuiti 20 pl de amestec gPCR preliminar per tub.

4. Adaugati 5 pl de produs RT (ADN complementar, 100 ng echivalent ARN) obtinut in
transcrierea inversa (consultati ,Protocol: Transcriere inversa EAC standardizata

=0

recomandatad”, pagina 15) in tubul corespunzator (volum total 25 pl).
5. Amestecati usor, prin pipetare pe verticala.
6. Asezati tuburile Tn termociclor, conform recomandarilor producatorului.
7. Programati instrumentul Rotor-Gene Q cu programul de termociclare, asa cum este

indicat in Tabelul 5.

Tabelul 5. Profilul de temperatura

Modul de analiza Cuantificare

Retinere Temperatura: 50 deg (50 de grade)
Time (Timp): 2 minute

Hold 2 (Retinere 2) Temperatura: 95 de grade
Time (Timp): 10 minute

Ciclare 50 times (50 de ori)

95 de grade timp de 15 secunde

60 de grade timp de 1 minut cu achizitie de
fluorescenta FAM pe canalul Green: Unic

8. Porniti programul de termociclare, asa cum este indicat in Tabelul 5.

9. Pentru instrumentele Rotor-Gene Q, selectati ,Slope Correct” (Corectie pantd) pentru

analiza. Va recomandam sa setati pragul la 0,03.
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Protocol: gPCR pe instrumentul ABI PRISM 7000, 7700 si 7900HT
SDS, Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System si
LightCycler 480

Daca utilizati echipament gPCR cu placi cu 96 de godeuri, va recomandam sé efectuati toate

masuratorile in duplicat, asa cum este indicat in Tabelul 6.

Tabelul 6. Numar de reactii folosind echipament qPCR cu pléci cu 96 de godeuri

Probele Reactii

Cu amestecul de solutii de amorsare si sonde
ABL (PPC-ABL)

n probe de ADN complementar n x 2 reactii

Standard ABL 2 x 3 reactii (3 dilutii, fiecare
testata in duplicat)

Substanta de control apa 2 reactii

Cu amestecul de solutii de amorsare si sonde PML-RARA bcer1 (PPF-PML-RARA
bcr1)

n probe de ADN complementar n x 2 reactii

Standardul PML-RARA 2 x 5 reactii (5 dilutii, fiecare
testata in duplicat)

Substanta de control apa 2 reactii

Procesarea probelor pe instrumentele ABI PRISM 7000, 7700 and 7900 SDS,
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System si LightCycler 480

Va recomandam sa testati cel putin 8 probe de ADN complementar in acelasi experiment
pentru a optimiza utilizarea standardelor si a amestecurilor de solutii de amorsare si sonde.

Schema placilor din Figura 4 prezinta un astfel de experiment exemplificativ.
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PPF PML-RARA ber <£>

Figura 4. Configurarea sugerata a placilor pentru un experiment. S: proba de ADN complementar;
F1-5: standardele PML-RARA bcr1; C1-3: standardele ABL; H20: substanta de control apa.

gPCR pe instrumentele ABI PRISM 7000, 7700 and 7900 SDS, Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System si LightCycler 480

Nota: Toate etapele vor fi efectuate pe gheata.

Procedura

1. Decongelati toate componentele necesare si asezati-le pe gheata.

2. Preparati urmatorul amestec qPCR in functie de numarul de probe procesate.
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Toate concentratiile se refera la volumul final al reactiei.

Tabelul 7 descrie schema de pipetare pentru prepararea unui amestec de reactivi,
calculata pentru a obtine un volum final de reactie de 25 pl. Poate fi preparat un
amestec preliminar, in functie de numarul de reactii, folosind acelasi amestec de solutii
de amorsare si sonde (PPC-ABL sau PPF-PML-RARA bcr1). Sunt incluse volume
suplimentare pentru a compensa eroarea de pipetare.

Tabelul 7. Prepararea amestecului gPCR

PML-RARA
ABL: ber1:
1 reactie 24 +1 28 + 1 reactii  Concentratie
Componenta (ul) reactii (ul) (ul) finala
TagMan Universal
PCR Master Mix, 12,5 312,5 362,5 1x
2X
Amestec de solutii
de amorsare si 1 25 29 1x
sonde, 25x
Apa de calitate
PCR fara nucleaza 6.5 162,5 188,5 -
Proba (de adaugat 5 Cate 5 Cate 5 _
la pasul 4)
Volum total 25 Cate 25 Cate 25 -

3. Distribuiti 20 pl de amestec gPCR preliminar per godeu.

Adaugati 5 pl de produs RT (ADN complementar, 100 ng echivalent ARN) obtinut in
transcrierea inversa (consultati ,Protocol: Transcriere inversa EAC standardizata

recomandata”, pagina 15) in godeul corespunzator (volum total 25 pl).

Amestecati usor, prin pipetare pe verticala.

6. Inchideti placa si centrifugati pentru scurt timp (300 x g, aproximativ 10 secunde).

Asezati placa in termociclor, conform recomandarilor producatorului.
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Programati termociclorul la programul de termociclare, asa cum este indicat in Tabelul
8 pentru instrumentul ABI PRISM 7000, 7700 si 7900HT SDS si Applied Biosystems
7500 Real-Time PCR System sau Tabelul 9 pentru instrumentul LightCycler 480.

Tabelul 8. Profilul temperaturii pentru ABI PRISM 7000, 7700 and 7900HT SDS si
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System

Modul de analiza Curba standard — Cuantificare absoluta
Retinere Temperatura: 50 °C
Time (Timp): 2 minute
Hold 2 (Retinere 2) Temperatura: 95 °C
Time (Timp): 10 minute
Ciclare 50 times (50 de ori)

95 °C timp de 15 secunde

60 °C timp de 1 minut cu achizitia fluorescentei FAM;
substanta extinctoare de fluorescenta: TAMRA

Tabelul 9. Profilul temperaturii pentru instrumentul LightCycler 480

Modul de analiza Cuantificare absoluta (,Abs Quant”)

Formate de detectie Selectati ,Simple Probe” (Sonda simpla) in fereastra
Detection formats (Formate de detectie)

Retinere Temperatura: 50 °C
Time (Timp): 2 minute

Hold 2 (Retinere 2) Temperatura: 95 °C
Time (Timp): 10 minute

Ciclare 50 times (50 de ori)

95 °C timp de 15 secunde

60 °C timp de 1 minut cu achizitia fluorescentei FAM
corespunzatoare intervalului (483-533 nm) pentru LC
versiunea 01 si (465-510 nm) pentru LC versiunea 02
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8. Pentru ABI PRISM 7000, 7700 si 7900HT SDS, precum si Applied Biosystems 7500
Real-Time PCR System, urmati pasul 8a. Pentru LightCycler 480, parcurgeti etapa 8b.

8a. ABI PRISM 7000, 7700 si 7900HT SDS, precum si Applied Biosystems 7500
Real-Time PCR System: Va recomandam un prag setat la 0,1 asa cum este
descris Tn protocolul EAC Tn etapa de analiza si o linie de baza setata intre
ciclurile 3 si 15. Porniti programul de ciclare, asa cum este indicat in Tabelul 8.

8b. LightCycler 480: Va recomanddm un mod de analiza de tip Fit point cu fundal la
2,0 si prag la 2,0. Porniti programul de termociclare, asa cum este indicat in
Tabelul 9.

Protocol: gPCR pe instrumentele LightCycler 1.2 si 2.0

Daca utilizati instrumente cu capilare, recomandam masurarea probelor in duplicat si a

substantelor de control o singura data, asa cum este indicat in Tabelul 10.

Tabelul 10. Numar de reactii pentru instrumentele LightCycler 1.2 si 2.0

Probele Reactii

Cu amestecul de solutii de amorsare si sonde ABL (PPC-ABL)
n probe de ADN complementar n x 2 reactii

Standard ABL 1 x 3 reactii (3 dilutii standard,
fiecare testata o singura data)

Substanta de control apa 1 reactie

Cu amestecul de solutii de amorsare si sonde PML-RARA bcr1 (PPF-PML-
RARA bcr1)

n probe de ADN complementar n x 2 reactii

Standardul PML-RARA 1 x & reactii (5 dilutii standard,
fiecare testata o singura data)

Substanta de control apa 1 reactie
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Procesarea probelor pe instrumentele LightCycler 1.2 si 2.0

Va recomandam sa testati cel putin 5 probe de ADN complementar in acelasi experiment
pentru a optimiza utilizarea standardelor si a amestecurilor de solutii de amorsare si sonde.

Schema capilarelor din Figura 5 prezinta un experiment exemplificativ.

H,0 S1 s1

Figura 5. Configurarea sugerata a rotorului pentru fiecare experiment efectuat cu ipsogen
PML-RARA bcr1 Kit.

F1-5: standardele PML-RARA bcr1; C1-3: Standarde ABL; S: proba de ADN necunoscuta de analizat;
H20: substanta de control apa.

gPCR pe instrumentele LightCycler 1.2 si 2.0

Nota: Din cauza cerintelor tehnologice speciale, experimentele cu LightCycler trebuie
efectuate folosind reactivi specifici. V& recomandam sa utilizati LightCycler TagMan Master
si sa urmati instructiunile producatorului pentru prepararea amestecului Master Mix 5x.

Nota: Toate etapele vor fi efectuate pe gheata.
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Procedura

1. Decongelati toate componentele necesare si asezati-le pe gheata.
2. Preparati urmatorul amestec qPCR in functie de numarul de probe procesate.
Toate concentratiile se refera la volumul final al reactiei.

Tabelul 11 descrie schema de pipetare pentru prepararea unui amestec de reactivi,
calculata pentru a obtine un volum final de reactie de 20 pl. Poate fi preparat un
amestec preliminar, in functie de numarul de reactii, folosind acelasi amestec de solutii
de amorsare si sonde (PPC-ABL sau PPF-PML-RARA bcr1). Sunt incluse volume

suplimentare pentru a compensa eroarea de pipetare.

Tabelul 11. Prepararea amestecului qPCR

PML-RARA
ABL: ber1:
1 reactie 14 +1 16 + 1 reactii  Concentratie
Componenta (ul) reactii (pl) (ul) finala
LightCycler
TagMan Master 4,0 60,0 68,0 1x
Mix, 5x proaspat
preparat
Amestec de solutii
de amorsare si 0,8 12,0 13,6 1x
sonde, 25x
Apa de calitate
PCR f&ra nucleaza 10,2 153,0 173.4 -
Proba (de adaugat 5 Cate 5 Cate 5 _
la pasul 4)
Volum total 20 Cate 20 Cate 20 -

3. Distribuiti 15 pl de amestec gPCR preliminar per capilar.

4. Adaugati 5 pl de produs RT (ADN complementar, 100 ng echivalent ARN) obtinut in
transcrierea inversa (consultati ,Protocol: Transcriere inversa EAC standardizata

recomandata”, pagina 15) in tubul corespunzator (volum total 20 pl).
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5. Amestecati usor, prin pipetare pe verticala.

6. Asezati capilarele in adaptoarele furnizate impreuna cu aparatul si centrifugati pentru
scurt timp (700 x g, aproximativ 10 secunde).

7. Incarcati capilarele Tn termociclor, conform recomandérilor producétorului.
8. Programati instrumentele LightCycler 1.2 sau 2.0 la programul de termociclare, asa

cum este indicat in Tabelul 12.

Tabelul 12. Profilul de temperatura

Modul de analiza Cuantificare

Retinere Temperatura: 95 °C
Time (Timp): 10 minute
Rampa: 20

Ciclare 50 times (50 de ori)

95 °C timp de 10 secunde; rampa: 20
60 °C timp de 1 minut; rampa: 20; cu achizitia
fluorescentei FAM: Unic

Hold 2 (Retinere 2) 45 °C timp de 1 minut; rampa: 20

9. Pentru LightCycler 1.2, parcurgeti etapa 9a. Pentru LightCycler 2.0, parcurgeti etapa
9b.

9a. LightCycler 1.2: Se recomanda F1/F2 si modul ,2nd derivative analysis” (analiza

cu derivata secundara). Porniti programul de termociclare, asa cum este indicat Tn

Tabelul 12.

9b. LightCycler 2.0: Va recomandam sa utilizati analiza automata (F”max) pe
LightCycler 2.0 Software versiunea 4.0 pentru a obtine rezultate reproductibile.
Porniti programul de termociclare, asa cum este indicat in Tabelul 12.
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Protocol: gPCR pe instrumentul SmartCycler

Daca utilizati acest instrument, recomandam masurarea probelor in duplicat si a substantelor

de control o singuréa data, asa cum este indicat in Tabelul 13.

Tabelul 13. Numar de reactii pentru instrumentul SmartCycler

Probele Reactii

Cu amestecul de solutii de amorsare si sonde ABL (PPC-ABL)
n probe de ADN complementar n x 2 reactii

Standard ABL 1 x 3 reactii (3 dilutii standard,
fiecare testata o singura data)

Substanta de control apa 1 reactie

Cu amestecul de solutii de amorsare si sonde PML-RARA bcr1 (PPF-PML-
RARA bcr1)

n probe de ADN complementar n x 2 reactii

Standardul PML-RARA 1 x 5 reactii (5 dilutii standard,
fiecare testata o singura data)

Substanta de control apa 1 reactie

Procesarea probelor pe instrumentul SmartCycler

Va recomandam sa testati cel putin 5 probe de ADN complementar in acelasi experiment
pentru a optimiza utilizarea standardelor si a amestecurilor de solutii de amorsare si sonde.

Schema celor doua blocuri din Figura 6 prezinta un exemplu.
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Toate testele din acest prim bloc
sunt efectuate cu PPC-ABL

Toate testele din acest al doilea
bloc sunt efectuate cu
PPF-PML-RARA ber1

Figura 6. Configurarea sugerata a placilor pentru un experiment. S: proba de ADN complementar;
F1-5: standardele PML-RARA bcr1; C1-3: standardele ABL; H20: substanta de control apa.

gPCR pe instrumentul SmartCycler

Nota: Toate etapele vor fi efectuate pe gheata.

Procedura

1. Decongelati toate componentele necesare si asezati-le pe gheata.

2. Preparati urmatorul amestec qPCR in functie de numarul de probe procesate.

Toate concentratiile se refera la volumul final al reactiei.

Tabelul 14 descrie schema de pipetare pentru prepararea unui amestec de reactivi,
calculata pentru a obtine un volum final de reactie de 25 pl. Poate fi preparat un

amestec preliminar, in functie de numarul de reactii, folosind acelasi amestec de solutii
de amorsare si sonde (PPC-ABL sau PPF-PML-RARA bcr1). Sunt incluse volume

suplimentare pentru a compensa eroarea de pipetare.
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Tabelul 14. Prepararea amestecului qPCR

PML-RARA
ABL: ber1:
1 reactie 14 +1 16 + 1 reactii  Concentratie
Componenta (pl) reactii (ul) (pl) finala
TagMan Universal
PCR Master Mix, 12,5 187,5 212,5 1x
2x
Amestec de solutii
de amorsare si 1 15 17 1x
sonde, 25x
Apa de calitate
PCR fara nucleaza 6.5 a5 110,5 -
Proba (de adaugat 5 Cate 5 Cate 5 _
la pasul 4)
Volum total 25 Cate 25 Cate 25 -

3. Distribuiti 20 pl de amestec gPCR preliminar per godeu.

4. Adaugati 5 pl de produs RT (ADN complementar, 100 ng echivalent ARN) obtinut in

transcrierea inversa (consultati ,Protocol: Transcriere inversa EAC standardizata

20

recomandata”, pagina 15) in tubul corespunzator (volum total 25 pl).

5. Amestecati usor, prin pipetare pe verticala.

6. Incarcati probele in termociclor, conform recomandarilor producatorului.

7. Programati instrumentul SmartCycler cu programul de termociclare indicat in

Tabelul 15.
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Tabelul 15. Profilul de temperatura

Retinere Temperatura 50 °C
Time (Timp): 2 minute
Hold 2 (Retinere 2) Temperatura: 95 °C
Time (Timp): 10 minute
Ciclare 50 times (50 de ori)
95 °C timp de 15 secunde
60 °C timp de 1 minut cu achizitie: Unic

8. Varecomandam un prag setat la 30. Porniti programul de termociclare, asa cum este
indicat in Tabelul 15.
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Interpretarea rezultatelor

Principiul analizei datelor

Daca utilizati tehnologia TagMan, numarul de cicluri PCR necesare pentru a detecta un
semnal peste prag se numeste ciclu de prag (Cr) si este direct proportional cu cantitatea de

tinta prezenta la inceputul reactiei.

Folosind standarde cu un numéar cunoscut de molecule, se poate stabili o curba standard si se
poate determina cantitatea precisa de tinta prezenta in proba de testare. Curbele standard
ipsogen sunt bazate pe plasmide; folosim 3 dilutii standard de plasmide pentru gena de control
(control gene, CG) ABL si 5 dilutii standard pentru gena de fuziune (fusion gene, FG) (PML-
RARA bcr1), pentru a asigura curbe standard de precizie. Figurile 7 si 8 prezinta un exemplu

de curbe de amplificare TagMan, obtinute cu jpsogen PML-RARA bcr1 Kit.

Amelitication Curves -
. ABL 103 — ._,—f-;iﬂ
I ABL 104
m ABL105
T / /
'a‘
i |
B ~;’:‘-r—' e e .
R, S
Ve r o
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Figura 7. Detectia standardelor ABL (C1, C2, C3). 10%, 10* si 10° copii/5 pl.
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PML-RARA berl 107 Amplification Curves @

PML-RARA berl 102
PML-RARA berl 103
PML-RARA berl 10° 14€1
PML-RARA ber1 104
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Flusrescence (483533)
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Cycles

Figura 8. Detectarea standardelor PML-RARA bcr1 (F1-F5). 107, 10%, 103, 10° si 10° copii/5 pl.

Rezultatele

Curba standard si criterii de control al calitatii

Datele brute pot fi lipite intr-un fisier Excel® pentru analiza.

Pentru fiecare gena (ABL si PML-RARA), valorile brute Cr obtinute din dilutiile standard de
plasmide sunt reprezentate grafic in functie de numarul de copii logaritmice (3, 4 si 5 pentru
C1,C2si C3; 1, 2, 3, 55i 6 pentru F1, F2, F3, F4 si F5). Figura 9 prezintd un exemplu de
curba teoretica calculata pe 5 dilutii standard.
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Figura 9. Curba teoretica calculata din cele 5 dilutii standard. Se calculeaza o curba de regresie
liniara (y = ax + b) pentru fiecare gena (ABL si PML-RARA), unde a este panta dreptei si b este
intersectia in y, care este coordonata y a punctului in care linia intersecteaza axa y. Ecuatia si
coeficientul de determinare (R?) sunt imprimate pe grafic.

Deoarece standardele sunt dilutii 10x, panta teoretica a curbei este -3,3. O panta intre -3,0
si -3,9 este acceptabila atat timp cat R? este >0,95 (6). Cu toate acestea, pentru rezultate de
precizie se recomanda o valoare pentru R? >0,98 (7).

Numarul de copii normalizat (Normalized Copy Number, NCN)

Ecuatia curbei standard ABL trebuie utilizata pentru a transforma valorile brute Cr (obtinute
cu PPC-ABL) pentru probele necunoscute in numere de copii ABL (ABLcn).

Ecuatia curbei standard PML-RARA ar trebui utilizata pentru a transforma valorile brute Cr
(obtinute cu PPF-PML-RARA) pentru probele necunoscute, in numere de copii PML-RARA
(PML-RARACN).

Raportul dintre aceste valori CN ofera numarul de copii normalizate (Normalized Copy
Number, NCN):

PML-

RARAcN
NCN = _—

ABLcn
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Valoare MRD

Valoarea bolii reziduale minime (Minimal Residual Disease, MRD) este raportul dintre
expresia normalizatd CG a FG in probele de monitorizare (FGon/CGen)rup si probele de
diagnosticare (FGcen/CGen)ox.

(FGen/CGen)rup

(FGen/CGen)ox

Valoare MRD (MRDv) =

Sensibilitate

Sensibilitatea (SENSv) este calculata in conformitate cu expresia relativa a FG in proba de
diagnosticare (FGen/CGen)ox si expresia CG (CGen,rur) In proba de monitorizare.

CGcn,bx

Sensibilitate (SENSv) =
CGcn,Fup x FGen,bx

Controlul calitatii pentru valorile ABL

Calitatea slaba a ARN-ului sau problemele in timpul etapelor gPCR au ca rezultat o valoare
ABLcn scazuta. Va recomandam sa eliminati rezultatele de la probele care au ABLcn <1318

(valoarea mai mic& a I 95 % din probele de la pacienti in studiul EAC, referinta 5).

Reproductibilitatea intre replicate

Variatia valorilor Cr intre replicate trebuie sa fie <2, corespunzatoare unei modificari 4x a

valorilor numarului de copii.

Variatia valorilor Crintre replicate este in general <1,5, daca valoarea medie Cra replicatelor
este <36 (6).

Nota: Fiecare utilizator trebuie sa masoare propria reproductibilitate in laboratorul sau.
Substante de control cu apa

Substantele de control negative trebuie sa genereze un CN zero.
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O substanté de control cu apa pozitiva este cauzaté de o contaminare incrucisata. Consultati

,Ghid de depanare” de mai jos pentru a gasi o solutie.

Ghid de depanare

Acest ghid de depanare poate fi util in rezolvarea oricaror probleme care pot aparea. Pentru

mai multe informatii, consultati coordonatorul clinic sau vizitati www.qiagen.com.

Comentarii si sugestii

Rezultat negativ pentru gena de control (ABL) si PML-RARA bcr1 in toate probele —

standard ok
a) Calitate slaba a ARN-ului

b) Esecin etapa de
transcriere inversa

Verificati intotdeauna calitatea si concentratia ARN-ului
inainte de a incepe.

Rulati in paralel o substanta de control pozitiva la ARN
din linie celulara (jpsogen PML-RARA bcr1 Controls Kit,
nr. cat. 672091%).

Verificati intotdeauna calitatea si concentratia ARN-ului
fnainte de a incepe.

Rulati in paralel o substanta de control pozitiva la ARN
din linie celulara (ipsogen PML-RARA bcr1 Controls Kit,
nr. cat. 672091%).

Rezultat negativ pentru gena de control (ABL) in probe — standard ok

a) Calitate slaba a ARN-ului

b) Esec in etapa de
transcriere inversa

Verificati intotdeauna calitatea si concentratia ARN-ului
inainte de a incepe.

Rulati in paralel o substantéd de control pozitiva la ARN
din linie celulara (ipsogen PML-RARA bcr1 Controls Kit,
nr. cat. 672091%).

Verificati intotdeauna calitatea si concentratia ARN-ului
fnainte de a incepe.

Rulati in paralel o substanta de control pozitiva la ARN
din linie celulara (ipsogen PML-RARA bcr1 Controls Kit,
nr. cat. 672091%).
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Comentarii si sugestii

Semnal standard negativ

a) Eroare la pipetare

b) Depozitarea
necorespunzatoare a
componentelor kitului

Verificati schema de pipetare si configurarea reactiei.
Repetati testarea PCR.

Depozitati ipsogen PML-RARA becr1 Kit la o
temperatura cuprinsa intre -15 Si
-30 °C si feriti de lumind amestecurile de solutii de
amorsare si sonde (PPC si PPF). Consultati
,Depozitarea si manipularea reactivilor”, pagina 13.
Evitati ciclurile repetate de congelare si decongelare.

Divizati reactivii in parti alicote pentru depozitare.

Substantele de control negative sunt pozitive

Contaminare incrucisata

Tnlocuiti toti reactivii critici.

Repetati experimentul cu noi parti alicote din toti
reactivii.

Manipulati intotdeauna probele, componentele kitului si
consumabilele Tn conformitate cu practicile acceptate in
mod obisnuit pentru a preveni contaminarea prin
transfer.

Lipsa semnalului, chiar si in substantele de control standard

a) Eroare la pipetare sau
reactivi omisi

b) Efecte inhibitoare ale
materialului de proba,
cauzate de o purificare
insuficienta

c) LightCycler: Canal de
detectie ales gresit

d) LightCycler: Achizitia de
date nu a fost programata

Verificati schema de pipetare si configurarea reactiei.
Repetati testarea PCR.
Repetati prepararea ARN-ului.

Setati Channel Setting (Setare canal) la F1/F2 sau la
530 nm/640 nm.

Verificati programele de ciclare.

Selectati modul de achizitie ,single” (unic) la sfarsitul
fiecarui segment de temperare al programului PCR.
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Comentarii si sugestii

Semnal absent sau slab in probe, dar substantele de control standard sunt in regula

a) Calitate slaba sau Verificati intotdeauna calitatea si concentratia ARN-ului
concentratie scazuta a nainte de a incepe.
ARN-ului

Rulati in paralel o substanta de control pozitiva la ARN
din linie celulara (ipsogen PML-RARA bcr1 Controls Kit,
nr. cat. 672091%).

b) Esecin etapa de Verificati intotdeauna calitatea si concentratia ARN-ului
transcriere inversa fnainte de a incepe.

Rulati in paralel o substanta de control pozitiva la ARN
din linie celulara (ipsogen PML-RARA bcr1 Controls Kit,
nr. cat. 672091%).

Intensitatea fluorescentei este prea mica

a) Depozitarea Depozitati ipsogen PML-RARA bcr1 Kit la o
necorespunzatoare a temperatura cuprinsa intre -15 Si
componentelor kitului -30 °C si feriti de lumind amestecurile de solutii de

amorsare si sonde (PPC si PPF). Consultati
,Depozitarea si manipularea reactivilor”, pagina 13.
Evitati ciclurile repetate de congelare si decongelare.
Divizati reactivii in parti alicote pentru depozitare.
b) Cantitate initiala foarte Mariti cantitatea de ARN din proba.
mica de ARN tinta Nota: in functie de metoda aleasa de preparare a ARN-
ului, pot aparea efecte inhibitorii.

LightCycler: Intensitatea fluorescentei variaza

a) Eroare la pipetare Variabilitatea cauzata de asa-numita ,eroare la
pipetare” poate fi redusa prin analiza datelor in modul
F1/F2 sau
modul 530 nm/640 nm.
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Comentarii si sugestii

b) Centrifugare insuficientaa  Amestecul PCR preparat se poate afla inca in vasul
capilarelor superior al capilarului sau o buld de aer ar putea fi
prinsa in varful capilarului.

intotdeauna centrifugati capilarele fincarcate cu
amestecul de reactie asa cum este descris Th manualul
de utilizare specific al aparatului.

c) Suprafata exterioara a Purtati intotdeauna manusi la manipularea capilarelor.
varfului capilarului este
murdara

LightCycler: Eroare curba standard
Eroare la pipetare Variabilitatea cauzata de asa-numita ,eroare la
pipetare” poate fi redusa prin analiza datelor in modul
F1/F2 sau modul 530 nm/640 nm.
*Nota: ipsogen PML-RARA bcr1 Controls Kit, nr. cat. 672091, este destinat exclusiv
cercetarii. A nu se utiliza in proceduri de diagnosticare. Nicio afirmatie sau declaratie nu are

scopul de a furniza informatii pentru diagnosticarea, preventia sau tratarea unei boli.
Controlul calitatii

Controlul calitatii kitului complet a fost efectuat pe un instrument LightCycler 480. Acest kit
este fabricat conform standardului ISO 13485:2003. Buletinele de analiza sunt disponibile la

cerere, la adresa www.qiagen.com/support/.
Limitari

Utilizatorii trebuie sa fie instruiti si familiarizati cu aceasta tehnologie inainte de a utiliza acest
dispozitiv. Acest kit trebuie utilizat cu respectarea instructiunilor din acest manual, impreuna

cu un instrument validat, mentionat in ,Materiale necesare, dar nefurnizate”, pagina 10.
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Orice rezultate de diagnostic generate trebuie interpretate in coroborare cu alte rezultate
clinice sau de laborator. Validarea performantei sistemului pentru orice proceduri utilizate n
laborator care nu fac obiectul studiilor de performanta efectuate de QIAGEN constituie

raspunderea utilizatorului.

Trebuie acordata atentie datelor de expirare tiparite pe cutia si pe etichetele tuturor
componentelor. Nu utilizati componente expirate.

Nota: Kitul a fost conceput conform studiilor ,,Europe Against Cancer” (EAC) (4, 5). Acesta
trebuie utilizat cu respectarea instructiunilor din acest manual, in combinatie cu reactivi si
instrumente validate. Orice utilizare care nu este conforma cu eticheta acestui produs si/sau

modificarea componentelor vor anula raspunderea QIAGEN.

Caracteristici de performanta

Studii nonclinice

Materiale si metode

Evaluarea performantei a fost efectuata pe un ABI PRISM 7700 SDS, in combinatie cu
reactivii enumerati in ,Materiale necesare, dar nefurnizate”, pagina 10. Studiile de
echivalenta au validat utilizarea pe urmatoarele instrumente: ABlI PRISM 7000 si 7900HT
SDS, LightCycler 1.2 si 480, Rotor-Gene 3000 si SmartCycler.

Au fost efectuate studii nonclinice pentru a stabili performanta analiticda a ipsogen
PML-RARA bcr1 Kit. Aceste studii nonclinice de laborator au fost efectuate pe ARN total din
linia celulara NB4, diluat intr-o cantitate finald constantd de ARN total din linia celularda MV4-
11.

Pentru a determina repetabilitatea testului, 5 concentratii diferite de ARN total NB4 (5 ng,
500 pg, 50 pg, 5 pg si 0,5 pg) diluate in ARN total MV4-11, intr-o cantitate totala finala

constanta de 200 ng, au fost analizate in 5 replicate per rulare si n 4 rulari diferite. Probele
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cu 5 pg si 0,5 pg de ARN NB4 in ARN MV4-11 au fost prea scazute pentru

a da rezultate

(Figura 10).
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Figura 10. Reprezentéri grafice ale amplificarii pentru dilutiile 2,5 x 1072 (5 ng), 2,5 x 107 (0,5 ng)
si 2,5 x 10™ (0,05 ng) ale ARN-ului total NB4 in ARN total negativ la MV4-11.

Date analitice

Tabelele 16-19 prezinta analizele inter-teste cu ciclul de prag mediu (Cr), abaterea standard

(Standard Deviation, SD), numarul de probe (n), coeficientul de variatie (Coefficient of

Variation, CV), numarul mediu de copii (Copy Number, CN) si numarul mediu de copii

normalizat (Normalized Copy Number, NCN).

Tabelul 16. Analiza inter si intra-teste — PML-RARA si ABL pe linii celulare

Analiza inter-teste Anali2s intras
teste
Linie — .
celulars  Dilutie Crmediu Sb n CV (%) CVmediu CVmax
5ng 29,86 0,29 20 0,98 0,32 1,42
PML-
RARA 0,5 ng 33,70 0,48 20 1,42 0,56 2,16
0,05 ng 37,03 0,37 18 1,01 1,07 2,03
ABL - 24,06 0,22 100 0,92 0,15 2,31
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Tabelul 17. Analiza inter-teste — plasmide

Gena Plasmida Crmediu SD n CV (%)
F1 (10" copii) 35,95 0,29 8 0,79
F2 (102 copii) 32,25 0,59 8 1,84

P F3 (10° copii) 28,71 0,55 8 1,90
F4 (10° copii) 22,14 0,49 7 2,23
F5 (10° copii) 18,64 0,72 8 3,84
C1 (10° copii) 28,85 0,76 7 2,62

ABL C2 (10* copii) 25,25 0,71 8 2,82
C3 (10° copii) 21,74 0,81 8 3,74

Tabelul 18. Analiza inter-teste — PML-RARA bcr1 si ABL pe linii celulare (CN mediu)

Linie
celulara Dilutie CN mediu SD n CV (%)
2,5x 1072
583,95 149,19 20 25,55
(5 ng/200 pg)
PML- 2,5x 107
RARA 44,98 12,25 20 27,23
ber (0,5 ng/200 ng)
2,5x10™*
4,91 1,55 19 31,52
(0,05 ng/200 ng)
ABL — 35.171,47 22.448,3 99 63,83
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Tabelul 19. Analiza inter-teste — PML-RARA bcr1 pe linii celulare (NCN mediu)

Linie
celulara Dilutie NCN mediu* SD n CV (%)
2,5x1072
271,4 150,00 20 55,56
(5 ng/200 pg)
RARA 25x 107 15,35 8,12 20 52,87
ber (0,5 ng/200 ng) ’ ’ ’
25x10% 1,66 0,91 18 55,14
(0,05 ng/200 ng) ‘ ’ '

* Exclusiv pentru aceste rezultate ale studiului, NCN PML-RARA bcricn

10.000
este exprimat ca ABLcn X

Studii clinice

Evaluarea performantei a fost efectuatéa pe un ABI PRISM 7700 SDS, in combinatie cu
reactivii enumerati in ,Materiale necesare, dar nefurnizate”, pagina 10. Studiile de
echivalenta au validat utilizarea pe urmatoarele instrumente: ABI PRISM 7000 si 7900HT
SDS, LightCycler 1.2 si 480, Rotor-Gene 3000 si SmartCycler.

Un grup de 26 de laboratoare, din 10 tari europene, organizate intr-o actiune concertata a
EAC, a folosit plasmide furnizate de ipsogen pentru a stabili un protocol standardizat pentru
analiza gPCR a genelor de fuziune majore asociate cu leucemia in mediul clinic. Transcriptia
PML-RARA bcr1 a fost una dintre genele de fuziune (fusion gene, FG) incluse in studiu.
Prezentam aici un rezumat al acestui studiu de validare; rezultatele complete au fost
publicate in 2003 (4, 5).

Reproductibilitatea inter-laboratoare pentru standardele de plasmide CG si FG

in total, 11 laboratoare au efectuat un experiment de reproductibilitate inter-laboratoare
pentru a evalua variabilitatea in masurarea dilutiilor standard de plasmide CG si FG. Dilutiile
au fost efectuate in duplicat la fiecare unitate. Tabelul 20 raporteaza media, abaterea
standard si CV (%) pentru fiecare dilutie.
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Tabelul 20. Reproductibilitatea inter-laboratoare pentru standardele de plasmide CG

si FG

Gena ABATERE
Dilutie Mediu MEDIE C+ CV (%)
C1 29,26 0,69 2,31

Gena de control

ABL Cc2 25,79 0,65 2,53
C3 22,40 0,61 2,70
F1 35,84 0,79 2,21
F2 32,47 0,49 1,50

Gena de fuziune

PML-RARA ber F3 28,91 0,34 1,17
F4 21,82 0,30 1,40
F5 18,47 0,29 1,55

Valorile expresiilor transcriptiei FG PML-RARA bcr1

Tabelele 21 si 22 arata valorile expresiei transcriptiei FG PML-RARA bcr1 si CG ABL pentru

linia celulara NB4, pacientii cu APL la diagnosticare si pentru pacientii cu substanta de

control negativa.

Tabelul 21. Valorile expresiilor transcriptiei FG PML-RARA bcr1 si valorile CG - CT

ABL

Valori Cr (interval 95 %)

PML-RARA bcr1

ABL

Linie celulara NB4

Probe de la pacienti APL
Maduva osoasa (n = 14)
Sange periferic (n = 9)

Probe de la pacienti negative
Maduva osoasa (n = 26)

Sange periferic (n = 74)

24,7

25,6 (23,1-27,5)
25,7 (23,7-29,4)

23,7

24,5 (21,7-28,5)
24,6 (22,0-27,4)

25,35 (24,68-26,02)
25,15 (24,83-25,48)
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Valorile ABL Ct nu au diferit semnificativ intre probele normale si cele leucemice, nici intre

tipurile de probe (SP sau MO) sau probele cu leucemie de la pacienti diagnosticati cu APL.

Tabelul 22. Valorile expresiilor transcriptiei FG PML-RARA bcr1 si CG ABL — valori
CN si NCN

Valori NCN
Valori CN (interval 95 %) (interval 95 %)
PML-RARA CN bcer1/
bcr1 ABL CN ABL
Probe de la pacienti
Maduva osoasa (n = 14) 5129 1838,7 0,30
(1480-25.704) (133,2-46.781,28) (0,09-1,82)
san dferic (n = 9) 3891 1400,76 0,36
ange periteric (n = (475-14.454) (50,27-11.274) (0,11-0,78)
Probe de la pacienti
negative
Maduva osoas (n = 26) - - 912%_220; o, -
21.136

Sange periferic (n = 74) - (17.834-24.437) -

Rate fals pozitive si fals negative

Ratele fals negative si fals pozitive au fost calculate utilizand urmatoarele substante de

control.

e Substante de control pozitive: Celule NB4, o linie celulara bine cunoscuta pentru
pozitivitatea sa pentru gena de fuziune PML-RARA bcr1; probe de la pacienti deja
evaluate pentru pozitivitatea PML-RARA bcr1

e Substante de control negative: Probe de ARN negative, substante de control fara
amplificare (No Amplification Control, NAC) compuse din ARN de E. coli in loc de ARN
uman pentru verificarea contaminarii PCR si substante de control fara sablon (No

Template Control, NTC), care au continut apa in loc de ARN uman

Amplificarea pe probele de ARN ale FG a fost efectuata in triplicat si in duplicat pentru CG.
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O proba fals negativa a fost definitd ca o proba de ARN pozitiva cu mai putin de 50 % din

godeuri pozitive (0/2, 0/3 sau 1/3).

O proba fals pozitiva a fost definita ca o proba negativa cu cel putin 50 % din godeuri pozitive
(1/2, 2/3 sau 3/3).

Tabelul 23 arata numarul si procentul de probe fals negative si fals pozitive.

Tabelul 23. Probe fals negative si fals pozitive

Falsa negativitate Falsa pozitivitate

Substanta de
control negativa la
10-3 104 FG NAC/NTC

0 % (0/29) 0 % (0/28) 11 % (5/45) 5 % (5/100)
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Simboluri

Pe ambalaj si pe etichete pot aparea urmatoarele simboluri:

Contine reactivi suficienti pentru <N> reactii

<N>
Data de expirare
IVD Dispozitiv medical pentru diagnostic in vitro
REF Numér de catalog
LOT Numér de lot
MAT Numar de material (adica eticheta componentei)
GTIN Numarul global de articol comercial (GTIN)
X Limita de temperatura

Producator

Ui] Consultati instructiunile de utilizare

Istoricul revizuirilor documentului

R5, noiembrie 2017 Note adaugate cu privire la faptul ca jpsogen
PML-RARA bcr1 Controls Kit, nr. cat. 672091, este
destinat exclusiv cercetarii; erori minore de
ortografie corectate.
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Informatii pentru comanda

Produs Cuprins Nr. cat.
ipsogen PML-RARA ber1 Kit  Pentru 24 de reactii: Standarde 672123
(24) pentru gena de control ABL,

standarde pentru gena de fuziune
PML-RARA bcr1, amestec de
solutie de amorsare si sonda ABL,
amestec de solutie de amorsare si
sonda gena de fuziune PML-RARA
ber1

Rotor-Gene Q MDx — pentru analiza real-time PCR validata de
IVD in aplicatii clinice

Rotor-Gene Q MDx 5plex Ciclator pentru real-time PCR si 9002032
HRM Platform analizor de topire la Tnalta rezolutie

cu 5 canale (verde, galben,

portocaliu, rosu, rosu aprins) plus

canal HRM, laptop, software,

accesorii: garantie de 1 an pentru

componente si manopera,

instalarea si instruirea nu sunt

incluse
Rotor-Gene Q MDx 5plex Ciclator pentru real-time PCR si 9002033
HRM System analizor de topire la Tnalta rezolutie

cu 5 canale (verde, galben,
portocaliu, rosu, rosu aprins) plus
canal HRM, laptop, software,
accesorii: garantie de 1 an pentru
componente si manopera, instalare
si instruire
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ipsogen PML-RARA bcr1 Controls Kit — pentru validarea
calitativa a extractiei ARN si transcriptia inversa a genei de
fuziune PML-RARA bcr1

ipsogen PML-RARA bcr1 Linii celulare cu expresie negativa, 672091*
Controls Kit puternic si slab pozitiva a genei de
fuziune PML-RARA bcr1

* jpsogen PML-RARA bcr1 Controls Kit, nr. cat. 672091, este destinat exclusiv cercetarii. A nu se utiliza in
proceduri de diagnosticare. Nicio afirmatie sau declaratie nu are scopul de a furniza informatii pentru

diagnosticarea, preventia sau tratarea unei boli.

Pentru informatii actualizate privind licentele si clauzele de declinare a raspunderii specifice

produselor, consultati ghidul sau manualul de utilizare al kitului QIAGEN respectiv. Ghidurile

si manualele de utilizare pentru kiturile QIAGEN sunt disponibile pe www.qiagen.com sau

pot fi solicitate de la Serviciile tehnice QIAGEN sau distribuitorul dumneavoastra local.
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Acest produs este destinat utilizarii pentru di: icarea in vitro. Pr nu pot fi a modificate pentru revanzare sau utilizate
pentru fabricarea de produse comerciale fara aprobarea scrisa a companiei QIAGEN.

Informatiile din acest document fac obiectul modificérii fara preaviz. QIAGEN nu isi asuma nicio resp bili pentru erori care pot
aparea in acest document. Se considera ca acest este si exact in icarii. In niciun caz, compania QIAGEN nu va fi
raspunzatoare pentru niciun fel de daune inci i iple sau inta in Iegatura cu sau care decurg din utilizarea acestui document.
Se g acapr i intrunesc specific: Sing igatie a QIAGEN si a iva a cli i se
imi dlaf i gratuita a p in cazul in care tea nu ti a conform

Marci comerciale: QIAGEN®, ipsogen®, Rotor Gene® (QIAGEN Group); ABI PRISM®, Applied Biosystems®, FAM™, RNaseOUT™, SuperScript®, SYBR®,
TAMRA™ (Life T Cor ion); Agilent®, Bi (Agilent T ies, Inc); Excel® (Microsoft Corporation); nghtCycIer” TaqMan®

(Roche Group); SmartCycler® (Cepheld)

Acord de licenta limitata pentru ipsogen PML-RARA bcr1 Kit
Utilizarea acestui produs inseamna acceptarea urmétorilor termeni de cétre orice cumparator sau utilizator al produsului:

1. Produsul poate fi utilizat doar in conformitate cu protocoalele furnizate impreuna cu produsul si prezentul manual si doar impreuna cu componentele incluse
in kit. QIAGEN nu acorda nicio licenta pentru niciuna dintre proprietatile sale intelectuale in vederea utilizarii sau incorporarii componentelor incluse in
aceastd trusa cu orice componenta care nu este inclusa in aceasta trusd, daca nu este precizat astfel in protocoalele furnizate impreunéa cu produsul, in
prezentul manual si in protocoalele suplimentare disponibile la adresa www.giagen.com. Unele dintre aceste protocoale suplimentare au fost furnizate de
utilizatorii QIAGEN pentru utilizatorii QIAGEN. Aceste protocoale nu au fost testate riguros sau optimizate de QIAGEN. QIAGEN nu le garanteaza si nici nu
asigura faptul c& acestea nu incalca drepturile tertilor.

2. in afara de licentele acordate in mod explicit, QIAGEN nu garanteaza sub nicio forméa c& aceasta trusa si/sau utilizarea (utilizarile) acesteia nu incalca
drepturile tertilor.

3. Acest kit si componentele sale sunt licentiate pentru o singura utilizare si nu pot fi reutilizate, reconditionate sau revandute.
4. QIAGEN decli

5. Cumparatorul si utilizatorul kitului accepta sa nu ia masuri si sa nu permité niciunei persoane sa ia masuri care ar putea conduce la sau facilita oricare dintre
faptele interzise prezentate mai sus. QIAGEN poate pune in aplicare interdictiile din acest Acord de licenta limitata in orice instanta si va recupera toate
costurile anchetelor si cheltuielile de judecata, inclusiv onorariile avocatilor, in orice actiune pentru aplicarea acestui Acord de licenta limitata sau a oricaruia
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