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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN ir vadoSais inovativu paraugu un analizu tehnologiju piegadatajs, kas
spéj nodrosinat jebkura biologiska parauga satura izoléSanu un noteikSanu.
Mdsu musdienigie augstas kvalitates izstradajumi un pakalpojumi garanté
sekmigu parauga apstradi un rezultata ieguvi.

QIAGEN nosaka talak noradito procesu standartus.

DNS, RNS un olbaltumvielu izdaliSana
Nukleinskabju un olbaltumvielu analizes
mMikroRNS izpéte un RNSi

Paraugu un analizu tehnologiju automatizacija

Mdsu meérkis ir nodroSinat iespéju ieglt izcilus rezultatus un sasniegumus.
Lai iegltu stkaku informaciju, apmeklgjiet vietni www.qgiagen.com.
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Paredzetais lietojums

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Kit ir paredzéts, lai noteiktu BCR-ABL p210 b2a2 vai
b3a2 transkriptu daudzumu kaulu smadzenu vai periférisko asinu paraugos,
kas nemti no pacientiem ar akdtu limfoblastu leikémiju (ALL) vai hronisku
mieloidu leikémiju (HML), kuri iepriek$ tika diagnosticéti ar BCR-ABL Mbcr
apvienoto génu (Fusion Gene, FG). Tests paredzeéts, lai novertétu molekularas
reakcijas limeni; rezultatus var izmantot minimalas atlikusas slimibas
noverosanai.

Kopsavilkums un skaidrojums

HML pieder pie mieloproliferativo neoplazmu grupas, un > 90 % gadijumu to
raksturo Filadelfijas hromosomas (Philadelphia chromosome, Ph CHRS)
klatbatne.

So hromosomu veido reciproka translokacija starp 9.un 22. hromosomas,
t(9;22), garajiem pleciem, turklat BCR (parravumu klasteru regions) atrodas
22. hromosoma un c-ABL onkogéns atrodas 9. hromosoma. Attiecigais
apvienotais géns, BCR-ABL, tiek transkribéts 8,5 kb mRNS virkné kopa ar
2 krustojuma variantiem b2a2 (40 % gadijumu) un b3a2 (55 % gadijumu). Tas
Sifré hibridu proteinu, p210, ar palielinatu tirozinkinazes aktivitati. b2a3 un
b3a3 transkripts médz bat mazdk nekd 5 % gadijumu. PieauguSiem ALL
pacientiem 35 % gadijumu var tikt novérota art Ph hromosoma.

HML sastopamiba gada ir aptuveni 1-2 gadijumi uz 100 000 cilvéku, un HML
veido 20 % pieaugudo leikemiju. Kliniski ta tiek izteikta ka parmérigs skaits
mielotdu Stnu, kas normali diferencéjas un funkcioné. HML pacienti 90-95 %
gadijumu tiek diagnosticéti hroniska vai stabila slimibas fazé. Ka novérots, vidéji
4 Iidz 6 gadu laika pacienti sasniedza paatrinato fazi, izraisot blastu krizi un akatu
leikémiju, kas vienmeér ir letala. Imatiniba un pédéja laika ari otras paaudzes
tirozinkinazes inhibitoru (Tyrosine Kinase Inhibitors, TKI) izmantoSana ievérojami
mainija slimibas ierasto gaitu: lielakajai dalai pacientu tagad ir remisija un viniem
ir nepiecieSama ilgsto$a novéro$ana un slimibas uzraudziba.

Slimibas uzraudziba

Sobrid HML terapijas mérkis ir panakt 100 % izdzivoSanu un Ph hromosomas
negativu raditaju. Lidz ar to ir badtiska slimibas uzraudziba, lai novértétu
atbildes reakciju uz arstéSanu un noteiktu agrinu recidivu katram pacientam.
Veicot TKI terapiju, parasti pacienti pariet no hematologiskas uz citogenétisko
un tad uz molekularo remisiju, kas atbilst samazinatam leikémisko Sdnu
BCR-ABL transkriptu skaitam, ka noradits talak redzamaja 1. attéla.

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Diagnoze, iepriekS€ja arstéSana
vai hematologiskais recidivs
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1. attels. Pielagots no 1. atsauces.

Standarta metode audzéja masas noteikSanai HML pacientiem ir kaulu
smadzenu (Bone Marrow, BM) metafdzu parastd citogenétiska analize
(G joslas). Citogenétiska reakcija tiek novértéta vismaz 20 kaulu smadzenu
metafazém. Citogenétiskas reakcijas Iimenis tiek noteikts, nemot véra
Ph hromosomas pozitivo metafazu procentualo daudzumu (skatit 1. tabulu,
2. atsauci). Tomeér Sis novéertéjums ir atkarigs no laboratorijas rezultatiem un
tam ir zema jutiba — 5 %, analiz€jot 20 metafazes.

Tagad reéllaika kvantitativa polimerazes kédes reakcija (quantitative Polymerase
Chain Reaction, qPCR), ar kuru periférisko asinu (Peripheral Blood, PB) parauga
materialos nosaka BCR-ABL Mbcr mRNS daudzumu, ir dala no slimibas
uzraudzibas metodém HML arstéSana. ST metode ir ne tik invaziva ka standarta

Nesen tika atjauninati art ieteikumi HML slimibas uzraudzibai, lai ieklautu
jaunus Kklinisko pétijumu kliniskos pieradijumus, ka art ieklautu uzlabotus
slimibas uzraudzibas mérkus un paliglidzeklus. Jaundkos ieteikumus par
reakcijas definéSanu un pacientu, kuri sanem imatiniba terapiju, uzraudzibu
sniedz ELN (European Leukaemia Net — Eiropas Leikozes tikls) eksperti (2).

Tehniskaja zina starptautiskie eksperti ir centuSies saskanot BCR-ABL Mbcr
testéSanu un zinoSanu (3-5). Turklat nesen PVO aizbildniba tika apstiprinats
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atsauces panelis, lai
noteikSanu (6).

varétu vienkarsi

standartizét BCR-ABL daudzuma

1. tabula. Starptautiskie ieteikumi par HML pacientu parvaldibu (pielagots

no 2. atsauces)

Hematologiska

Citogeneétiska

Molekulara
reakcija
(BCR-ABL, lai
kontrolétu génu
attiecibu saskana
ar starptautisko

un péc tam

3 reizes ménesi,
ja vien nav
noteikts citadi

pilniga reakcija,
un péc tam
vismaz ik péc
12 ménesiem

reakcija reakcija skalu)
Pabeigts: Pabeigts:
Trombocitu skaits Ph+ 0 %

o
<450 x 10%/litrs Dalgji:
Balt.o asins sunu Ph+ 1-35 % “Pabeigts” nozimée,
skaits o Nenozimiai ka transkripts ir
Definicijas <10 x 107/litrs gr: nesaskaitims
Diferencialis bez ~ Ph+ 36-65 % un nenosakams
nenoblrie_ot'_uéiem Minimali: levérojami: < 0,1
granulocitiem un
ar mazak neka Ph+66-95 %
5 % bazofilu Nav:
Nepalpéjama liesa Ph+>95 %
Parbaudiet ik péc  Parbaudiet _
= 1 : o Ja rodas klime,
2 nedélam, Iidz vismaz ik péc suboptimala
ir panakta un 6 méenesiem, reakcﬁ'a vai
apstiprinata lldz ir panakta aIieIi|J15ts
Uzraudziba pilniga reakcija, un apstiprinata b

transkriptu lTmenis,
parbaudiet ik péc
3 ménesSiem
mutacijas analizi

Divos nakamajos gadijumos jabat pilnigai hematologiskai, citogenétiskai un molekularai
reakcijai. Citogenétiska reakcija tiek novértéta ar vismaz 20 kaulu smadzenu metafazu
morfologisko citogenétiku. Periférisko asins $dnu fluorescences in situ hibridizacija
(fluorescence in situ hybridization, FISH) jaizmanto tikai tad, ja kaulu smadzenu Sinas
nevar iegit. Molekulara reakcija tiek novértéta perifériskajas asins snas.
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Proceduras princips

gPCR lauj precizi noteikt PCR produktu daudzumu PCR amplifikacijas
procesa eksponencialaja fazé. Kvantitativos PCR datus var atri iegat bez
apstrades péc PCR, veicot reallaika fluorescéjosSo signalu noteikSanu PCR
cikla laikd un/vai péc ta un tadéjadi ievérojami samazinot PCR produkta
kontaminacijas risku. Paslaik ir pieejami 3 galvenie gPCR metozZu veidi: gqPCR
analize, izmantojot SYBR® Green | Dye, gPCR analize, izmantojot hidrolizes
zondes, un gPCR analize, izmantojot hibridizacijas zondes.

Saja analizé tiek izmantots qPCR divu krasvielu oligonukleotidu hidrolizes
princips. PCR laika tieSie un atgriezeniskie praimeri hibridiz€jas noteikta
sekvencé (2. attéls). Taja pasa maisijuma ir divu krasvielu oligonukleotids. St
zonde, kuras sastava ir oligonukleotids, kas ir ieziméts ar 5 reportera
krasvielu un pakartotu, 3’ dzéséja krasvielu, hibridizéjas ar mérka sekvenci
PCR produkta. qPCR analize ar hidrolizes zondém izmanto Thermus
aquaticus (Taq) DNS polimerazes 523’ eksonukledzes aktivitati. Ja zonde ir
neskarta, reportera krasas klatbutné dzeés€ja krédsa samazina reportera
fluorescenci, ko galvenokart izraisa Forster veida energijas parnese.

Bcer (22911)
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2. attels. Shematiska diagramma ar BCR-ABL Mbcr FG transkriptu, ko aptver qPCR
praimeri un zondes komplekts: ENF501-ENP541-ENR561. Skaitlis zem praimeriem un
zondes norada uz to nukleotidu stavokli normala géna transkripta.

Ja PCR laika ir pieejams intereséjosais mérkis, zonde normaliz&jas 1pasi starp
tieSd un atgriezeniska praimera vietam. DNS polimerazes 5->3
eksonukledzes aktivitate sasSkel zondi starp reporteru un dzéséju tikai tad, ja
zonde hibridiz&jas ar mérki. Péc tam zondes fragmenti tiek novirziti no mérka,
un turpinas virknes polimerizacija. Zondes 3’ gals tiek blokéts, lai novérstu
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zondes pagarinasanos PCR laika (3. attéls). Sis process notiek katra cikla, un
tas nekavé eksponencialu produkta uzkrasanos.

Fluorescences signala pieaugums tiek noteikts tikai tad, ja mérka sekvence ir
komplementari saistita ar zondi un tadéjadi tiek amplificéta PCR laika. So
prasibu dél nespecifiska amplifikacija netiek noteikta. Lidz ar to fluorescences
pieaugums ir tieSi proporcionals mérka amplifikacijai PCR laika.

— ’{ ) /—I Normalizacija

( T 1

— Praimeru
un zondes
normalizacija
— .>‘I§ ) Polimerizacijas
0 I ] virknes nobide
(. ——
vAg
p gy *
Ve o "® TP
________ @> /—‘ SkelSanas
' : ' Izraisa dzéséja un
<«@---- reportera fluorescences
A signala emisiju
q\qu atbrivoSanu
£7A e @ o e
a @ : Polimerizacija pabeigta
m—— e m— - — - - > Pabeigts PCR produkts
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<@--------------- T— signala uzkrasanas
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vAg TieSieun
*4’Q*b Reporters i& } Specifiska zonde g;‘,g'{:ﬁg?imsme
&  Dzeésgjs - PCR produkts @ Taq polimeraze

3. attels. Reakcijas princips. Kopéja RNS tiek parvérsta ar atgriezenisko transkriptazi, un
PCR veic generéta cDNS amplifikaciju, izmantojot specifisku praimeru pari un specifisku
iekSejo divu krasvielu zondi (FAM™-TAMRA™). Katras PCR normalizacijas darbibas laika
zonde saistas ar amplikonu. Kad Taq DNS polimeraze pagarinas no praimera, kas ir saistits
ar amplikonu, ta nobida zondes 5 galu, kuru péc tam noarda Tag DNS polimerazes 5-2>3
eksonukleazes aktivitate. Slgeléanés turpinas I1dz bridim, kad atlikust zonde izkausé
amplikonu. Sis process $kiduma atbrivo fluoroforu un dzéséju, telpiski tos atdalot un Iidz ar
to izraisot FAM fluorescences pieaugumu un TAMRA fluorescences samazinajumu.
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Nodrosinatie materiali

Komplekta saturs

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Kit (24)

Kataloga Nr. 670123

Reakciju skaits 24

ABL Control Gene Standard Dilution

(ABL kontrolgéna standarta atSkaidijums) C1-ABL 50 pl

(103 kopijas/5 pl)

ABL Control Gene Standard Dilution

(ABL kontrolgéna standarta atSkaidijums) C2-ABL 50 pl

(10* kopijas/5 pl)

ABL Control Gene Standard Dilution

(ABL kontrolgéna standarta atSkaidijums) C3-ABL 50 ul

(10° kopijas/5 pl)

BCR-ABL Mbcr Fusion Gene Standard Dilution F1-BCR

(BCR-ABL Mbcr apvienota géna standarta atSkaidijums) - " 50l
; M

.. ABL Mbcr

(10" kopijas/5 pl)

BCR-ABL Mbcr Fusion Gene Standard Dilution F2-BCR
(BCR-ABL Mbcr apvienota géna standarta atSkaidijums) - 50l
. ’ ABL Mbcr

(102 kopijas/5 pl)

BCR-ABL Mbcr Fusion Gene Standard Dilution F3-BCR

(BCR-ABL Mbcr apvienota géna standarta atSkaidijums) - ~ 50l
, M

.. ABL Mbcr

103 kopijas/5 pl)

BCR-ABL Mbcr Fusion Gene Standard Dilution FA-BCR

(BCR-ABL Mbcr apvienota géna standarta atSkaidijums) ABI-_ Mbc-r 50 ul

(10° kopijas/5 pl)

BCR-ABL Mbcr Fusion Gene Standard Dilution F5-BCR
(BCR-ABL Mbcr apvienota géna standarta atSkaidijums) - 50l
.. ’ ABL Mbcr

(10° kopijas/5 pl)

Primers and Probe Mix ABL PPC-ABL 90 ul
(ABL génam paredzéts praimeru un zondes maisijums)* 25X H
Primers and Probe Mix BCR-ABL Mbcr Fusion Gene’ PPF-Mber
(BCR-ABL Mbcr apvienotajam génam paredzéts 25y 110 pl
praimeru un zondes maisijums?)

ipsogen BCR-ABL Mbcr Kit rokasgramata (anglu valoda) 1

* ABL kontrolgénam paredzéts maisijums no specifiskiem atgriezeniskiem un tieSiem praimeriem

un specifiskas FAM-TAMRA zondes.

T BCR-ABL Mbcr apvienotajam génam paredzéts maisijums no specifiskiem atgriezeniskiem

un tieSiem praimeriem un specifiskas FAM-TAMRA zondes.
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Piezime. Pirms lietoSanas uz Tsu bridi centrifugéjiet standarta atSkaidijumus
un praimeru un zondes maisijumus.

Nepieciesamie materiali, kas netiek nodrosinati

Stradajot ar Kimiskam vielam, vienmér valkajiet piemérotu laboratorijas halatu,
vienreizé&jas lietoSanas cimdus un aizsargbrilles. Lai sanemtu papildinformaciju,
iepazistieties ar attiecigajam droSibas datu lapam (DDL), kas ir pieejamas pie
produkta piegadataja.

Reagenti
M PCR kategorijas Gdens bez nukleazes

B Atgriezeniskajai transkriptazei paredzétie reagenti: apstiprinatais reagents ir
Superscript® Il (vai Superscript) Reverse Transcriptase, ietver 5x pirmas
virknes buferskidumu, 100 mM DTT (Life Technologies, kat. Nr. 18064-022)

RNazes inhibitors: apstiprinatais reagents ir RNaseOUT™ (Life Technologies,
kat. Nr. 10777-019)

dNTP komplekts, PCR kategorijas
NejauSs heksamérs
MgCl.

Buferskidums un Taq DNS polimeraze: apstiprinatie reagenti ir TagMan®
Universal PCR Master Mix (Master Mix PCR 2x) (Life Technologies,
kat. Nr. 4304437) un LightCycler TagMan Master (Master Mix PCR 5x)
(Roche, kat. Nr. 04535286001)

Paligmateriali

B Nukleazi nesaturosi, pret aerosolu izturigi sterili PCR pipeSu uzgali ar
hidrofobiem filtriem

B 0,5 mlvai 0,2 ml PCR stobrini bez RNazes un DNazes
W Ledus

Aprikojums
B Mikrolitru pipete*, kas paredzéta PCR (1-10 ul; 10—100 ul; 100—1000 ul)

W Galda centrifiga® ar rotoru 0,2ml/0,5ml reakcijas stobriniem
(ar centrifugéSanas jaudu 10 000 apgr./min.)

B Realtime PCRinstruments:* Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM vai cits
Rotor-Gene instruments; LightCycler 1.2, 2.0 vai 480; ABI PRISM 7000, 7700
vai 7900HT SDS vai SmartCycler instruments un saistits specifisks materials

B Termalais amplifikators® vai Gdens pelde* (atgriezeniska transkriptaze)

* Parliecinieties, vai instrumenti ir parbauditi un kalibréti saskana ar razotaja ieteikumiem.
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Papildu reagenti

M jpsogen BCR-ABL1 Mbcr Controls Kit (kat. Nr. 670191), kas sastav no
Sunu Iinijam ar BCR-ABL Mbcr apvienota géna negativu, augsti un zemi
pozitivu ekspresiju, lai veiktu RNS ekstrakcijas un atgriezeniskas
transkriptazes kvalitativu validaciju

Bridinajumi un piesardzibas pasakumi
LietoSanai in vitro diagnostika

Stradajot ar kimiskam vielam, vienmér valkajiet piemeérotu laboratorijas halatu,
vienreizé€jas lietoSanas cimdus un aizsargbrilles. Lai iegltu papildinformaciju,
skatiet attiecigas droSibas datu lapas (DDL). Tas érta un kompakta PDF
formata ir pieejamas vietné www.qgiagen.com/safety, kur DDL skati$anai un
izdrukasanai ir pieejamas katram QIAGEN komplektam un ta komponentiem.

|zmetiet paraugu un testu atkritumus atbilstoSi vietéjiem droSibas noteikumiem.

Visparejie piesardzibas pasakumi

gPCR testiem nepiecieSama laba laboratorijas prakse, tostarp aprikojuma
apkope, kas ir veltita molekularajai biologijai un atbilst piemérojamajiem
noteikumiem un attiecigajiem standartiem.

Sis komplekts ir paredzéts lietoSanai in vitro diagnostika. Saja komplekta
ieklautie reagenti un instrukcijas ir apstiprinatas, lai nodroSinatu optimalu
darbibu. Talaka reagentu atSkaidiSana vai inkubacijas laika un temperatiras
maina var radrtt klidainus vai pretrunigus datus. Ja PPC un PPF reagenti tiek
paklauti gaismas iedarbibai, to struktlra var izmaintties. Visi reagenti ir
izstradati lietoSanai tieSi Saja testa. Lai iegutu optimalus testa rezultatus,
nedrikst neko aizvietot.

Lai noteiktu transkriptu [Tmenus, izmantojot qPCR, ir nepiecieSama gan mRNS
atgriezeniska transkriptaze, gan generétas cDNS amplifikacija ar PCR. Lidz ar
to visa analizes procedira javeic bez RNazes/DNazes.

levérojiet ipasu piesardzibu, lai novérstu talak minétas situacijas.

M RNazes/DNazes kontaminacija, kas var izraisit matricas mMRNS un
generétas cDNS noardisanos

B mRNS vai PCR kontaminacijas parnese, izraisot viltus pozitivu signalu
Lidz ar to més iesakam veikt talak minétas darbibas.

B Veicot analizi, izmantojiet laboratorijas aprikojumu bez nukleazes
(pieméram, pipeSu uzgalus, reakcijas flakonus) un cimdus.

* Parliecinieties, vai instrumenti ir parbauditi un kalibréti saskana ar razotaja ieteikumiem.
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M Lai izvairitos no paraugu un reagentu krusteniskas kontaminacijas, visas
pipetéSanas darbibas izmantojiet jaunus piepesSu uzgalus, kas ir izturigi
pret aerosolu.

B Sagatavojiet pirms PCR paredzéto Master maisijumu ar tam
paredzétajiem materialiem (pipetém, uzgaliem u.c.) tam paredzétaja
vieta, kur nav nevienas DNS matricas (cDNS, DNS, plazmida). Atseviska
zona (vélams atseviSka telpa) ar konkrétu materialu (pipetém, uzgaliem
u. c.) pievienojiet matricu.

W Darbu ar standarta atSkaidijumiem (C1-3 un F1-5) veiciet atseviska telpa.

Reagentu glabasana un lietosana

Komplekti tiek piegadati uz sausa ledus, un tie péc sanemsanas ir jaglaba no
-30 °C lidz —15 °C temperatdra.

B Samaziniet gaismas iedarbibu praimeru un zondes maisijumiem (PPC un
PPF stobriniem).

B Pirms atvérSanas stobrinus uzmanigi sajauciet un centrifugéjiet.
B Glabjjiet visus komplekta komponentus originalajos iepakojumos.

Sie glabasanas apstakli attiecas gan uz atvértiem, gan uz neatvértiem
komponentiem. Ja komponenti tiek glabati apstaklos, kas nav noraditi uz
etiketém, tie var darboties nepareizi un var nelabvéligi ietekmét analizes
rezultatus.

Katra reagenta deriguma termin$ ir noradits uz katra komponenta etiketes.
Pareizos glabasanas apstaklos izstradajums saglabas veiktspéju Ilidz
deriguma termina beigam, kas uzdrukats uz etiketes.

Nav acimredzamu pazimju, kas noraditu uz $1 izstradajuma nestabilitati.
Tomér pozitivo un negativo kontroles materialu apstrade javeic vienlaikus ar
nezinamiem parauga materialiem.
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Procedura

RNS paraugu sagatavosana

RNS sagatavoSana no pacienta paraugiem (asins vai kaulu smadzenu) javeic
ar apstiprinatu procediru. Analizes kvalitate ir lielakoties atkariga no
izmantojamas RNS kvalitates. Lidz ar to més iesakdm pirms analizes
veikSanas parbaudit izdalito RNS, izmantojot agarozes™ gela elektroforézi vai
Agilent® Bioanalyzer®.

Protokols: ieteicama standartizeta EAC atgriezeniska
transkriptaze

Pirms darba sakSanas veicamas darbibas

M Sagatavojiet dNTP, katru 10 mM. Glabajiet —20 °C temperatira alikvotas
dalas.

Procedira
1. Atkauseéjiet visus nepiecieSamos komponentus un novietojiet tos uz
ledus.

2. Inkubéjiet 1 ug RNS (1-4 pl) 10 minates 70 °C temperatira un uzreiz
atdzeseéjiet uz ledus 5 minites.

3. Uz isu bridi centrifugéjiet (aptuveni 10 sekundes ar 10 000 apgr./min.,
lai Skidrums nokristu stobrina apaksdala). Péc tam glabajiet uz ledus.

4. Sagatavojiet talak minéto RT maisijumu atkariba no apstradajamo
paraugu skaita (2. tabula).

* Stradajot ar Kimiskam vielam, vienmér valkajiet piemérotu laboratorijas halatu, vienreizéjas
lietoSanas cimdus un aizsargbrilles.

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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2. tabula. RT maisijuma sagatavosSana

Katra
parauga Gala

Komponents tilpums (ul) koncentracija
Pirmas virknes buferskidums (piegadats ar 40 1
Superscript Il Reverse Transcriptase), 5x ’
MgCl2 (50 mM) 2,0 5 mM
dNTP (katrs 10 mM, iepriek$ sagatavots
un glabats —20 °C temperatira alikvotas 2,0 1 mM
dalas)
DTT (100 mM, piegadats ar Superscript I 20 10 mM
Reverse Transcriptase) ’
RNazes inhibitors (40 U/ul) 0,5 1 U/ul
Nejauss heksameérs (100 mM) 5,0 25 uM
Superscript Il vai Superscript Reverse
Transcriptase (200 U/pul) 0.5 5 Ul
Uzsildits RNS paraugs (pievieno$anai
5. darbiba) Ib=40 WG
PCR kategorijas Gdens bez nukleazes

NS - 0,0-3,0 -
(pievieno$anai 5. darbiba)
Gala tilpums 20,0 -

5. Pipetéjiet 16 yl RT maisijumu katra PCR stobrina. Péc tam
pievienojiet 1-4 pl (1 pg) RNS (no 3. darbibas) un pielagojiet tilpumu
lidz 20 pl ar PCR kategorijas tGdeni bez nukleazes (skatiet 3. tabulu).

3. tabula. Atgriezeniskas transkriptazes reakcijas sagatavosana

Komponents Tilpums (pl)
RT maisijums 16
Uzsildits RNS paraugs (1 ug) 1-4

PCR kategorijas tdens

bez nukledzes 0-3

Gala tilpums 20
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6. Kartigi sajauciet un uz isu bridi centrifugéjiet (aptuveni 10 sekundes
ar 10 000 apgr./min., lai Skidrums nokristu stobrina apaksdala).

7. Inkubgjiet 20 °C temperatura 10 minutes.

8. Inkubegjiet termala amplifikatora 42 °C temperatira 45 minutes un péc
tam uzreiz 99 °C temperatira 3 minutes.

Atdzeseéjiet uz ledus (lai apturétu reakciju) 5 minutes.

10. Uz 1su bridi centrifugéjiet (aptuveni 10 sekundes ar 10 000 apgr./min.,
lai Skidrums nokristu stobrina apaksdala). Péc tam glabajiet uz ledus.

11. AtSkaidiet gala cDNS ar 30 pl PCR kategorijas Udens bez nukleazes
ta, lai gala tilpums butu 50 pl.

12. Veiciet PCR saskana ar talak noraditajiem protokoliem un savu qPCR
instrumentu.

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protokols: gPCR instrumentos Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM vai Rotor-Gene Q 5plex HRM ar 72 stobrinu rotoru

|Izmantojot So instrumentu, més iesakam visus mérijumus veikt divreiz,
ka noradits 4. tabula.

4. tabula. Reakciju skaits Rotor-Gene Q instrumentiem ar 72 stobrinu rotoru

Paraugi Reakcijas

Ar ABL praimeru un zondes maisijumu (PPC-ABL)

n cDNS paraugi n x 2 reakcijas

ABL standarts 2x3 reak_cuag (3 gtslgaldeuml,
katrs testéts divreiz)

Udens kontroles materials 2 reakcijas

Ar BCR-ABL Mbcr praimeru un zondes maisijumu (PPF-Mbcr)
n cDNS paraugi n x 2 reakcijas

2 x 5 reakcijas (5 atSkaidijumi,

Mbcr standarts katrs testéts divreiz)

Udens kontroles materials 2 reakcijas

Paraugu apstrade Rotor-Gene Q instrumentos ar 72 stobrinu rotoru

Més iesakam viena eksperimenta testét vismaz 8 cDNS paraugus, lai
optimizétu standartu un praimeru un zondes maisijumu lietojumu. Katra
ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Kit ir pieejams pietieckams daudzums reagentu, lai
3 reizes veiktu 8 paraugu eksperimentu, izmantojot 72 stobrinu rotoru.
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4. attels. leteicamais rotora iestatijums katram eksperimentam ar ipsogen BCR-ABL1
Mbcr Kit. F1-5: BCR-ABL Mbcr standarti; C1-3: ABL standarti; S: cDNS paraugs; H:O:
ddens kontroles materials.

Piezime. Vienmér atcerieties ievietot testéjamo paraugu rotora 1. pozicija.
Pretéja gadijuma kalibracijas laika instruments kalibraciju neveiks un tiks iegati
nepareizi fluorescences dati.

Aizpildiet visas paréjas pozicijas ar tukSiem stobriniem.

gPCR, kas veicams Rotor-Gene Q instrumentos ar 72 stobrinu rotoru
Piezime. Visas darbibas veiciet uz ledus.

Procedura
1. Atkausejiet visus nepiecieSamos komponentus un novietojiet tos
uz ledus.

2. Sagatavojiet talak minéto qPCR maisijumu atkariba no apstradajamo
paraugu skaita.

Visas koncentracijas ir paredzétas reakcijas gala tilpumam.
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5.tabula aprakstita pipetéSanas shéma viena reagenta maisijuma
sagatavosanai, kas aprékinata, lai iegutu 25 pl gala reakcijas tilpumu.
Maisijumu var sagatavot ieprieks atkariba no reakciju skaita, izmantojot to
pasu praimeru un zondes maisijumu (PPC-ABL vai PPF-Mbcr). Lai

kompensétu pipetéSanas kltdu, ir ieklauti papildu tilpumi.

. tabula. qPCR maisijuma sagatavosana
BCR-ABL
ABL: Mbcr:
1 reakcija 24+1 reakcija 28+1 reakcija Gala
Komponents (pl) (i) (pl) koncentracija
TagMan
Universal PCR 12,5 312,5 362,5 1x
Master Mix, 2x
Praimeru un
zondes 1 25 29 1x
maisijums, 25x
PCR kategorijas
udens bez 6,5 162,5 188,5 -
nukleazes
Paraugs
(pievienoSanai 5 Katra 5 Katra 5 -
4. darbiba)
Kopeéjais 25 Katra 25 Katra 25 -
tilpums

g

Pievienojiet katra stobrina 20 ul iepriekS sagatavota qPCR maisijuma.
Pievienojiet attiecigaja stobrina 5 pl RT produkta (cDNS, 100 ng RNS
ekvivalents), kas tika ieguts atgriezeniskas transkriptazes laika
(skatit “Protokols: ieteicama  standartizéta EAC  atgriezeniska
transkriptaze” 13. Ipp.) (kopé€jais tilpums 25 pl).

5. Nedaudz sajauciet, pipetéjot uz augsu un uz leju.

6. levietojiet stobrinus termalaja amplifikatora saskana ar razotaja
ieteikumiem.

7. leprogrammeéjiet Rotor-Gene Q instrumentam termala cikla programmu,
ka noradits 6. tabula.
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6. tabula. Temperatiras profils

Mode of analysis Kvantitativa noteikSana

(Analizes rezims)

Hold (Aizture) Temperattra: 50 gradi
Laiks: 2 min.

Hold 2 (2. aizture) Temperatdra: 95 gradi
Laiks: 10 min.

Cycling (Cikla izpilde) 50 reizes
95 gradi 15 sek.

60 gradi 1 min., iegustot FAM fluorescenci
kanala Green: Single (Viens)

8. Izmantojot Rotor-Gene Q instrumentus, analizei atlasiet “Slope
Correct” (Slipums pareizs). Més iesakam iestatit robezveéertibu 0,03.
Palaidiet termala cikla programmu, ka noradits 6. tabula.
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Protokols: qPCR instrumentos ABI PRISM 7000, 7700 un
7900HT SDS un LightCycler 480

Izmantojot qPCR iekartu ar 96 iedobiu plati, més iesakam veikt visus mérijumus
divreiz, ka noradits 7. tabula.

7. tabula. Reakciju skaits, izmantojot qPCR iekartu ar 96 iedobisu plati

Paraugi Reakcijas

Ar ABL praimeru un zondes maisijumu (PPC-ABL)

n cDNS paraugi n x 2 reakcijas

ABL standarts 2x3 reak_cuag (3 gtslgaldeuml,
katrs testéts divreiz)

Udens kontroles materials 2 reakcijas

Ar BCR-ABL Mbcr praimeru un zondes maisijumu (PPF-Mbcr)
n cDNS paraugi n x 2 reakcijas

2 x 5 reakcijas (5 atSkaidijumi,

Mbcr standarts katrs testéts divreiz)

Udens kontroles materials 2 reakcijas

Paraugu apstrade instrumentos ABI PRISM 7000, 7700 un 7900 SDS un
LightCycler 480

Meés iesakam viena eksperimenta testét vismaz 8 cDNS paraugus, lai
optimizétu standartu un praimeru un zondes maisijumu lietojumu. Plates
shéma 5. attéla paradits Sada eksperimenta paraugs.
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5. attéels. leteicamais plates iestatljums vienam eksperimentam. S:cDNS paraugs;
F1-5: BCR-ABL Mbcr standarti; C1-3: ABL standarti; H2O: Gdens kontroles materials.

gPCR instrumentos ABI PRISM 7000, 7700 un 7900 SDS un LightCycler 480
Piezime. Visas darbibas veiciet uz ledus.

Procedura

1. Atkauseéjiet visus nepiecieSamos komponentus un novietojiet tos
uz ledus.

2. Sagatavojiet talak minéto qPCR maisijumu atkariba no apstradajamo
paraugu skaita. Ja tiek izmantota qPCR iekarta ar 96 iedobisSu plati,
meés iesakam visus meérijumus veikt divreiz.

Visas koncentracijas ir paredzétas reakcijas gala tilpumam.

8. tabula aprakstita pipetéSanas shéma viena reagenta maisijuma
sagatavoSanai, kas aprékinata, lai iegutu 25 pl gala reakcijas tilpumu.
Maisijumu var sagatavot iepriekS atkariba no reakciju skaita, izmantojot to
pasu praimeru un zondes maisijumu (PPC-ABL vai PPF-Mbcr).
Lai kompensétu pipetéSanas kludu, ir ieklauti papildu tilpumi.
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8. tabula. gPCR maisijuma sagatavosana

BCR-ABL
ABL.: Mbcr:
1 reakcija 24+1 reakcija 28+1 reakcija Gala
Komponents (pl) (i) (pl) koncentracija
TagMan
Universal PCR 12,5 312,5 362,5 1X
Master Mix, 2x
Praimeru
un zondes 1 25 29 1X
maisijums, 25x
PCR kategorijas
udens bez 6,5 162,5 188,5 -
nukleazes
Paraugs
(pievienoSanai 5 Katra 5 Katra 5 —
4. darbiba)
Kopgjais 25 Katra 25 Katra 25 -
tilpums

g

Pievienojiet katra iedobé 20 pl iepriekS sagatavota qPCR maisijuma.

4. Pievienojiet attiecigaja iedobé 5 ul RT produkta (cDNS, 100 ng RNS
ekvivalents), kas tika ieguts atgriezeniskas transkriptazes laika
(skatit “Protokols: ieteicama  standartizéta EAC  atgriezeniska
transkriptaze” 13. Ipp.) (kopéjais tilpums 25 pl).

5. Nedaudz sajauciet, pipetéjot uz augsu un uz leju.

6. Aizveriet plati un uz iTsu bridi centrifugéjiet (300 x g, aptuveni
10 sekundes).

7. levietojiet plati termalaja amplifikatora saskana ar razotaja
ieteikumiem. leprogrammeéjiet termalajam amplifikatoram termala
cikla programmu, ka noradits 9. tabula attieciba uz ABI PRISM 7000,
7700 un 7900HT SDS vai 10. tabula instrumentam LightCycler 480.
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9. tabula. Temperaturas profils instrumentiem ABI PRISM 7000, 7700 un
7900HT SDS

Mode of analysis Standarta Ilkne — absolita daudzuma
(Analizes rezims) noteikSana
Hold (Aizture) Temperatira: 50 °C
Laiks: 2 minates
Hold 2 (2. aizture) Temperatira: 95 °C

Laiks: 10 minates
Cycling (Cikla izpilde) 50 reizes
95 °C 15 sek.

60 °C 1 min., iegustot FAM fluorescenci; dz€séjs:
TAMRA

10. tabula. Temperatiras profils instrumentam LightCycler 480

Mode of analysis Absolita daudzuma noteikSana (“Abs Quant”)
(Analizes rezims)
Detection formats Loga Detection formats (NoteikSanas formati)
(NoteikSanas formati) atlasiet “Simple Probe” (Vienkarsa zonde)
Hold (Aizture) Temperatira: 50 °C

Laiks: 2 minttes
Hold 2 (2. aizture) Temperatira: 95 °C

Laiks: 10 minates
Cycling (Cikla izpilde) 50 reizes
95 °C 15 sek.

60 °C 1 min., iegustot FAM fluorescenci,
kas atbilst (483-533 nm) LC versijai 01
un (465-510 nm) LC versijai 02

8. Instrumentiem ABI PRISM 7000, 7700 un 7900HT SDS veiciet
8a. darbibu. Instrumentam LightCycler 480 veiciet 8b. darbibu.

8a. ABI PRISM 7000, 7700 un 7900HT SDS: mes iesakam iestatit
robezvertibu uz 0,1, ka noradits EAC protokola analizes darbiba ar
ABI PRISM SDS, un sakumstavokli iestatiet starp 3.un 15. ciklu.
Palaidiet cikla programmu, ka noradits 9. tabula.
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8b. LightCycler 480 instruments: més iesakam izmantot analizes rezimu
Fit point (Atbilstibas punkts) ar fona véertibu 2,0 un robezveértibu 2,0.
Palaidiet termala cikla programmu, ka noradits 10. tabula.
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Protokols: gPCR instrumentos LightCycler 1.2 un 2.0

|lzmantojot kapilaru instrumentus, més iesakam izmeérit paraugus divreiz un
kontroles materialus izmérit vienreiz, ka noradits 11. tabula.

11. tabula. Reakciju skaits instrumentiem LightCycler 1.2 un 2.0

Paraugi Reakcijas

Ar ABL praimeru un zondes maisijumu (PPC-ABL)
n cDNS paraugi n x 2 reakcijas

1 x 3 reakcijas (3 standarta
ABL standarts atSkaidijumi, katrs testéts vienreiz)

Udens kontroles materials 1 reakcija

Ar BCR-ABL Mbcr praimeru un zondes maisijumu (PPF-Mbcr)

n cDNS paraugi n x 2 reakcijas

1 x 5 reakcijas (5 standarta
Mbcr standarts atsSkaidijumi, katrs testéts vienreiz)
Udens kontroles materials 1 reakcija

Paraugu apstrade instrumentos LightCycler 1.2 un 2.0

Meés iesakam viena eksperimenta laika testét vismaz 5 cDNS paraugus, lai
optimizétu standartu un praimeru un zondes maisijumu lietojumu. Kapilaru
shéma 6. attéla paradits Sada eksperimenta piemérs.
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6. attels. leteicamais rotora iestatijjums katram eksperimentam ar ipsogen BCR-ABL1
Mbcr Kit. F1-5: BCR-ABL Mbcr standarti; C1-3: ABL standarti; S: analizéjamais nezinamais
DNS paraugs; H20: tGdens kontroles materials.

gPCR instrumentos LightCycler 1.2 un 2.0

Piezime. Ipasu tehnologisko prasibu dé| LightCycler eksperimenti javeic,
izmantojot specifiskus reagentus. Lai sagatavotu Master Mix 5x, més iesakam
izmantot LightCycler TagMan Master un ievérot razotaja noradijumus.

Piezime. Visas darbibas veiciet uz ledus.

Procedura

1. Atkauseéjiet visus nepiecieSamos komponentus un novietojiet tos
uz ledus.

2. Sagatavojiet talak mineto qPCR maisijumu atkariba no apstradajamo
paraugu skaita.

Visas koncentracijas ir paredzétas reakcijas gala tilpumam.

12. tabula aprakstita pipetéSanas shéma viena reagenta maisijuma
sagatavosanai, kas aprékinata, lai iegutu 20 pl gala reakcijas tilpumu.
MaisTjumu var sagatavot iepriek$ atkariba no reakciju skaita, izmantojot to
pasu praimeru un zondes maisijumu (PPC-ABL vai PPF-Mbcr).
Lai kompensétu pipetéSanas kltdu, ir ieklauti papildu tilpumi.
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12. tabula. qPCR maisijuma sagatavosana

BCR-ABL
ABL: Mbcr:
1 reakcija 14+1 reakcija 16+1 reakcija Gala
Komponents (pl) (i) (pl) koncentracija
Tikko sagatavots
LightCycler 4,0 60 68,0 1x
TagMan
Master Mix, 5x
Praimeru
un zondes 0,8 12 13,6 1x
maisijums, 25x
PCR kategorijas
udens bez 10,2 153 173,4 -
nukleazes
Paraugs
(pievienoSanai 5,0 Katra 5 Katra 5,0 -
4. darbiba)
Kopéjais 20,0 Katrda 20  Katra 20,0 _
tilpums

g

Pievienojiet katra kapilara 15 pl ieprieks sagatavota qPCR maisijuma.

4. Pievienojiet attiecigaja stobrina 5 pl RT produkta (cDNS, 100 ng RNS
ekvivalents), kas tika ieguts atgriezeniskas transkriptazes laika
(skatit “Protokols: ieteicama  standartizéta EAC  atgriezeniska
transkriptaze” 13. Ipp.) (kopé€jais tilpums 20 pl).

5. Nedaudz sajauciet, pipetéjot uz augsu un uz leju.

6. levietojiet kapilarus adapteros, kas ieklauti komplektacija ar iekartu,
un uz isu bridi centrifugéjiet (700 x g, aptuveni 10 sekundes).

7. levietojiet kapilarus termalaja amplifikatora saskana ar razotaja
ieteikumiem.

8. leprogrammejiet instrumentiem LightCycler 1.2 vai 2.0 termala cikla
programmu, ka noradits 13. tabula.
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13. tabula. Temperaturas profils

Mode of analysis Daudzuma noteik§ana
(Analizes rezims)
Hold (Aizture) Temperatura: 95 °C

Laiks: 10 minates
Paatringjums: 20
Cycling (Cikla izpilde) 50 reizes
95 °C 10 sek.; paatrinajums: 20
60 °C 1 min.; paatrinajums: 20; ieglstot FAM
fluorescenci: Single (Viens)

Hold 2 (2. aizture) 45 °C 1 min.; paatrinajums: 20

9. Instrumentam LightCycler 1.2 veiciet 9a. darbibu. Instrumentam
LightCycler 2.0 veiciet 9b. darbibu.

9a. LightCycler 1.2: ieteicams izmantot F1/F2 un rezZimu “2"¥ derivative
analysis” (Otra derivata analize). Palaidiet termala cikla programmu,
ka noradits 13. tabula.

9b. LightCycler 2.0: lai iegutu reproducéjamus rezultatus, més iesakam
LightCycler 2.0 programmaturas versija 4.0 izmantot Automated
(Automatizets) (F”’maks.) analizi. Palaidiet termala cikla programmu,
ka noradits 13. tabula.

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protokols: gPCR instrumenta SmartCycler

|lzmantojot So instrumentu, més iesakam mérit paraugus divreiz un kontroles
materialus vienreiz, ka noradits 14. tabula.

14. tabula. Reakciju skaits instrumentam SmartCycler

Paraugi Reakcijas

Ar ABL praimeru un zondes maisijumu (PPC-ABL)

n cDNS paraugi n x 2 reakcijas

1 x 3 reakcijas (3 standarta
NEL SIEIREITE atSkaidijumi, katrs testéts vienreiz)
Udens kontroles materials 1 reakcija

Ar BCR-ABL Mbcr praimeru un zondes maisijumu (PPF-Mbcr)

n cDNS paraugi n x 2 reakcijas

1 x 5 reakcijas (5 standarta
Mbcr standarts atsSkaidijumi, katrs testéts vienreiz)
Udens kontroles materials 1 reakcija

Paraugu apstrade instrumenta SmartCycler

Meés iesakam viena eksperimenta laika testét vismaz 5 cDNS paraugus, lai
optimizétu standartu un praimeru un zondes maisijumu lietojumu. Divu bloku
shéma 7. attéla paradits piemérs.

@oeee Visas analizes pirmaja
bloka tiek veiktas ar
00000000 i
°°°°e®°o Visas analizes otraja
bloka tiek veiktas ar
6000000

7. attels. leteicamais plates iestatijums vienam eksperimentam. S: cDNS paraugs;
F1-5: BCR-ABL Mbcr standarti; C1-3: ABL standarti; H.O: Gdens kontroles materials.

gPCR instrumenta SmartCycler
Piezime. Visas darbibas veiciet uz ledus.
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Procedura

1.

2.

15. tabula. qPCR maisijuma sagatavosana

Atkauseéjiet visus nepiecieSamos komponentus un novietojiet tos

uz ledus.

Sagatavojiet talak minéto qPCR maisijumu atkariba no apstradajamo

paraugu skaita.

Visas koncentracijas ir paredzétas reakcijas gala tilpumam.

15. tabula aprakstita pipetéSanas shéma viena reagenta maisijuma
sagatavosSanai, kas aprékinata, lai iegutu 25 pl gala reakcijas tilpumu.
Maisijumu var sagatavot iepriekS atkariba no reakciju skaita, izmantojot to
paSu praimeru un zondes maisijumu (PPC-ABL vai PPF-Mbcr). Lai
kompensétu pipetéSanas kladu, ir ieklauti papildu tilpumi.

BCR-ABL
ABL.: Mbcr:
1 reakcija 14+1 reakcija 16+1 reakcija Gala
Komponents (pl) (i) () koncentracija
TagMan
Universal PCR 12,5 187,5 212,5 1X
Master Mix, 2x
Praimeru
un zondes 1 15 17 1X
maisijums, 25x
PCR kategorijas
udens bez 6,5 97,5 110,5 —
nukleazes
Paraugs
(pievienoSanai 5 Katra 5 Katra 5 —
4. darbiba)
Kopejais 25 Katra 25 Katra 25 -
tilpums

30

Pievienojiet katra iedobé 20 pl ieprieks sagatavota qPCR maisijuma.
Pievienojiet attiecigaja iedobé 5 pl RT produkta (cDNS, 100 ng RNS
ekvivalents), kas tika ieguts atgriezeniskas transkriptazes laika
standartizéta EAC  atgriezeniska
transkriptaze” 13. Ipp.) (kopéjais tilpums 25 pl).

Nedaudz sajauciet, pipetéjot uz augsu un uz leju.

(skatit “Protokols: ieteicama
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6. levietojiet paraugus termalaja amplifikatora saskana ar razotaja
ieteikumiem.

7. leprogrammeéjiet instrumentam SmartCycler termala cikla programmu,
ka noradits 16. tabula.

16. tabula. Temperatiras profils

Hold (Aizture) Temperatura: 50 °C
Laiks: 2 minates
Hold 2 (2. aizture) Temperatura: 95 °C

Laiks: 10 minQtes
Cycling (Cikla izpilde) 50 reizes
95 °C 15 sek.

60 °C 1 min. ar fluorescences iegtsanu:
Single (Viens)

8. Meées iesakam iestatit robezvertibu uz 30. Palaidiet termala cikla
programmu, ka noradits 16. tabula.
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Rezultatu interpretacija

Datu analizes princips

Izmantojot TagMan tehnologiju, PCR ciklu skaitu, kas nepiecieSams signala
noteik8anai virs robezvertibas, sauc par robezveértibas ciklu (Ct), un tas ir tiesi
proporcionals mérka daudzumam reakcijas sdkuma.

Izmantojot standartus ar zinamu molekulu skaitu, var izveidot standarta Iikni
un noteikt precizu mérka daudzumu testa parauga. ipsogen standarta liknes ir
atkarigas no plazmidam; més izmantojam 3 plazmidu standarta atSkaidijumus
CG génam un 5 standarta atSkaidijumus FG génam, lai nodroSinatu precizas
standarta Iiknes. Ar jpsogen BCR-ABL Mbcr Kit iegtto TagMan amplifikacijas
Itkknu piemérs paradits 8. un 9. attéla.

Amplification Curves Sated 700)
__.-'—_;.q.-i'-':'f
®  M-ber 10 —
B M-ber 10? /’/ /
®  M-becr 10% Lt :
B M-ber 10° /
m M-becr 108

Fluotescence (483-513)

=
=]

$ L] ] b4 5 x B & L] %

8. attels. BCR-ABL Mbcr standartu noteikSana (F1-F5). 10!, 102, 103, 105 108
kopijas/5 pl.

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Amplification Curves Selet Zoonm)

m ABL 10°
@ ABL 104
m ABL 105

X1

Fluorescence (483-53))

9. attéls. ABL standartu noteikSana (C1, C2, C3). 103, 10* un 105 kopijas/5 pl.
Rezultati

Standarta likne un kvalitates kritériji
legatos datus var iekopét Excel® faila analizei.

Diagramma atkariba no ieraksta kopijas numura (3, 4 un 5 cikliem C1, C2
un C3; 1, 2, 3, 5un 6 cikliem F1, F2, F3, F4 un F5) katram génam (ABL un
BCR-ABL) tiek attélotas Cr veértibas, kas iegltas no plazmidu standarta
atSkaidijumiem. 10. attéla pieméra paradita teorétiska likne, kas aprékinata ar
5 standarta atSkaidijumiem.
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10. attéls. Teorétiska likne, kas aprékinata ar 5 standarta atSkaidijumiem. Katram
génam (ABL un BCR-ABL) tiek aprékinata lineara regresijas Ilikne (y = ax + b), kur a ir linijas
slipums un bir ykrustojums, kas ir ykoordinata punktam, kur [mnija Skérso vy asi.
Tas vienadojums un noteikSanas koeficients (R?) tiek uzdrukats diagramma.

Ta ka standarti ir desmitkartigi atSkaidijumi, liknes teorétiskais slipums ir —3,3.
Slipums no —3,0 lidz 3,9 ir pienemams, ja R? ir > 0,95 (7). Tomeér, lai iegltu
precizus rezultatus, ieteicama vértiba ir R > 0,98 (3).

Normalizéto kopiju skaits (Normalized Copy Number, NCN)

ABL standarta ltiknes vienadojums jaizmanto, lai nezinamo paraugu iegatas
Cr vertibas (iegUtas ar PPC-ABL) parveidotu par ABL kopiju skaitu (ABLcn).

BCR-ABL standarta Iiknes vienadojums jaizmanto, lai nezinamo paraugu

iegttas Cr veértibas (iegltas ar PPF-Mbcr) parveidotu par BCR-ABL kopiju
skaitu (BCR-ABL Mbcr cn).

So CN vértibu attieciba sniedz normalizéto kopiju skaitu (NCN):

BCR-ABL Mbcr cn
NCN = x 100
ABLcn

MRD vertiba

Minimalas atlikusas slimibas (minimal residual disease, MRD) vértiba ir attieciba
starp CG normalizéto FG ekspresiju novéroSanas paraugu (FGen/CGen)rup un
diagnostikas paraugu (FGcn/CGen)ox.
MRD vértiba (FGen/CGen)rup
(MRDv) = (FGcen/CGen)ox
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Jutiba

Jutiba (SENSv) tiek aprékinata, nemot véra FG relativo ekspresiju diagnozes
noteikSanas laikd (FGcn/CGen)px un CG ekspresiju (CGen,rup) NoveéroSanas
parauga.

CGecn,px

Jutiba (SENSv) =
CGen,rup X FGenpx

Kvalitates kontrole ABL véertibam

RNS zemas kvalitates vai QPCR darbibu laikd radusSos problému dé| ABLcn
var bat zems. Més iesakam atmest rezultatus no paraugiem, kuru ABLcn
< 4246,2 (zemaka 95 % TI vertiba no CML pacienta paraugiem EAC pétijuma,
8. atsauce).

Reproducéjamiba starp atkartojumiem

CT vértibu variacijas starp atkartojumiem jabat < 2, kas atbilst Cetrkartigam
kopiju skaita vértibu izmainam.

Cr vertibu variacijas starp atkartojumiem parasti ir < 1,5, ja vidéja atkartojumu
Cr vertiba ir < 36 (7).

Piezime. Katram lietotajam ir jaizméra reproducé&jamiba sava laboratorija.

Udens kontroles materiali
Negativas kontroles materialiem jabut nulle CN.

Pozitivs ddens kontroles materials rodas krusteniskas kontaminacijas
rezultata. Risingjumu skatiet talak sniegtaja sadala “Problému novérSanas
ieteikumi”.

Problemu noversanas ieteikumi

Sie probléemu novérSanas ieteikumi var bit noderigi, risinot radusas
problémas. Vairak informacijas skatiet arT biezi uzdotu jautajumu lapa masu
Tehniska atbalsta centra: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN
Tehniska atbalsta darbinieki vienmeér labprat atbildés uz jlsu jautajumiem par
informaciju un protokolu Saja rokasgramata, vai art paraugu un testu metodem
(kontaktinformaciju skatiet “Kontaktinformacija” 46. Ipp.).
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Komentari un ieteikumi

Kontrolgenam (ABL) un BCR-ABL Mbcr visos paraugos negativs
rezultats — ar standartu viss ir kartiba

a) Zema RNS kvalitate Pirms analizes sakuma vienmér parbaudiet
RNS kvalitati un koncentraciju.

Paraléli palaidiet Sunu Ilinijjas RNS pozitivu
kontroles materialu (ijpsogen BCR-ABL1 Mbcr
Controls Kit, kat. Nr. 670191).

b) Kluda atgriezeniskas Pirms analizes sakuma vienmér parbaudiet
transkriptazes RNS kvalitati un koncentraciju.

darbibas laika Paraléli palaidiet &Gnu Inijas RNS pozitivu

kontroles materialu (ijpsogen BCR-ABL1 Mbcr
Controls Kit, kat. Nr. 670191).

Kontrolgénam (ABL) paraugos negativs rezultats — ar standartu viss ir

kartiba

a) Zema RNS kvalitate Pirms analizes sakuma vienmér parbaudiet
RNS kvalitati un koncentraciju.

Paraléli palaidiet Stnu Inijjas RNS pozitivu
kontroles materialu (ijpsogen BCR-ABL1 Mbcr
Controls Kit, kat. Nr. 670191).

b) Kluda atgriezeniskas Pirms analizes sakuma vienmér parbaudiet
transkriptazes RNS kvalitati un koncentraciju.

darbibas laika Paraléli palaidiet StGnu Imijas RNS pozitivu

kontroles materialu (ijpsogen BCR-ABL1 Mbcr
Controls Kit, kat. Nr. 670191).

Negativs standarta signals

a) PipetéSanas kluda Parbaudiet pipetéSanas shému un reakcijas
iestatijumu.
Veélreiz palaidiet PCR.

b) NeatbilstoSa Glabajiet ijpsogen BCR-ABL1 Mbcr Kit
komplekta temperatira no -15°C |Iidz -30°C wun
komponentu aizsargajiet praimeru un zondes maisijumus
glabasana (PPC un PPF) no gaismas. Skatit “Reagentu

glabasana un lietosana” 12. lpp.
Nesasaldgjiet un neatkausgjiet atkartoti.

Glabasanas noliika sadaliet reagentus alikvotas
dalas.
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Komentari un ieteikumi

Negativie kontroles materiali ir pozitivi

Krusteniska Nomainiet visus kritiskos reagentus.
kontaminacija Atkartojiet eksperimentu ar jaunajam visu
reagentu alikvotajam dalam.

Lai novérstu parneses kontaminaciju, vienmér
lietojiet paraugus, komplekta komponentus un
paligmateridlus saskana ar visparpienemto

praksi.
Nav signala, ari standarta kontroles materialos
a) Pipetésanas kluda Parbaudiet pipetéSanas shému un reakcijas
vai izlaisti reagenti iestatjumu.

Veélreiz palaidiet PCR.

b) Parauga materialam Atkartojiet RNS sagatavoSanu.
ir inhib&josa iedarbiba
nepietiekamas
izdaliSanas dél

c) LightCycler: izvéléts lestatiet Channel Setting (Kanala iestatijums)
nepareizs noteikSanas uz F1/F2 vai 530 nm/640 nm.
kanals

d) LightCycler: nav Parbaudiet cikla programmas.
leprogrammata PCR  programmas  katra  normalizacijas

datu iegusana segmenta beigas atlasiet datu iegi$anas reZimu

“single” (viens).

Paraugos triukstoSs vai zems signals, bet ar standarta kontroles
materialiem viss ir kartiba

a) Zema RNS kvalitate Pirms analizes sakuma vienmér parbaudiet
vai zema koncentracija RNS kvalitati un koncentraciju.

Paraléli palaidiet SGnu Inijas RNS pozitivu
kontroles materialu (ijpsogen BCR-ABL1 Mbcr
Controls Kit, kat. Nr. 670191).

b) Kluda atgriezeniskas Pirms analizes sakuma vienmér parbaudiet
transkriptazes RNS kvalitati un koncentraciju.

darbibas laika Paraléli palaidiet $0nu [inijjas RNS pozitivu

kontroles materialu (ipsogen BCR-ABL1 Mbcr
Controls Kit, kat. Nr. 670191).
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Komentari un ieteikumi

Fluorescences intensitate ir parak zema

a) NeatbilstoSa Glabajiet ipsogen BCR-ABL1  Mbcr  Kit
komplekta temperatdra no —15 °C Iidz —30 °C un aizsargajiet
komponentu praimeru un zondes maisijumus (PPC un PPF)
glabasana no gaismas. Skatit “Reagentu glabasana un

lietoSana” 12. Ipp.
Nesasaldéjiet un neatkauséjiet atkartoti.

Glabasanas nolika sadaliet reagentus alikvotas
dalas.

b) Loti zems mérka RNS  Palieliniet parauga RNS daudzumu.

sakotnéjais daudzums  pjezime.  Atkarbda no  izvélétas RNS

sagatavoSanas metodes var rasties inhib&joSa
iedarbiba.

LightCycler: fluorescences intensitate mainas

a) Pipetésanas kluda PipetéSanas kludas izraisito mainigumu var
mazinat, analizéjot datus reZzima F1/F2 vai
530 nm/640 nm.

b) Nepietiekama kapilaru Sagatavotais PCR maisijums joprojam var
centrifugéSana atrasties kapilara aug$éja vada, vai art kapilara
gala varétu bat gaisa burbulis.
Vienmeér centrifugéjiet ar reakcijas maisijumu
piepilditos kapilarus, ka aprakstits konkréetas
iekartas lietoSanas rokasgramata.
c) Kapilara gala aré€ja Rikojoties ar kapilariem, vienmér izmantojiet
virsma ir netira cimdus.

LightCycler: standarta liknes klida

PipetéSanas klida PipetéSanas kltdas izraisito mainigumu var
mazinat, analizéjot datus rezima F1/F2 vai
530 nm/640 nm.

Kvalitates kontrole

Visa komplekta kvalitates kontrole tika veikta instrumenta LightCycler 480. Sis
komplekts ir razots saskana ar standartu 1ISO 13485:2003. Analizes sertifikati
ir pieejami péc pieprasijuma vietné€ www.giagen.com/support/.
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lerobezojumi

Pirms Sis ierices izmantoSanas lietotajiem jabat apmacitiem un japarzina 1
tehnologija.

Visi iegutie diagnostikas rezultati jainterpreté kopa ar citiem kliniskiem vai
laboratoriskiem konstatéjumiem. Lietotaja pienakums ir parbaudit sist€émas
veiktsp€ju attieciba uz visam vinu laboratorija izmantotajam proceddram, kas
nav ietvertas QIAGEN veiktspéjas pétijumos.

Pievérsiet uzmanibu deriguma terminiem, kas noraditi uz kastites un visu
komponentu etikettm. Komponentus, kam beidzies deriguma termins,
izmantot nedrikst.

Piezime. Komplekts ir izstradats saskana ar “Eiropa pret vézi” (Europe Against
Cancer, EAC) pétijumiem (8), un tas atbilst atjauninatajiem starptautiskajiem
ieteikumiem (3, 5). Tas jaizmanto, ievérojot Saja rokasgramata sniegtos
noradijumus, kombinacija ar apstiprinatiem reagentiem un instrumentiem
(skatit “NepiecieS8amie materiali, kas netiek nodroSinati” 10. Ipp.). Jebkura 81
izstradajuma izmantoSana un/vai sastdvdalu modifikacija arpus etiketé
shiegtajiem noradijumiem anulés QIAGEN atbildibu.

Veiktspejas raksturojums
Nekliniskie pétijumi

Materiali un metodes

lekarta ABI PRISM 7700 SDS kopa ar sadalad “NepiecieSamie materiali, kas
netiek nodrosinati” 10. Ipp. uzskaititajiem reagentiem tika veikts veiktspéjas
novértejums. Ekvivalences pétijumos tika apstiprinats tas lietojums
8ados instrumentos: ABI PRISM 7000 un 7900HT SDS, LightCycler 1.2
un 480 instrumenta, Rotor-Gene 3000 un SmartCycler instrumenta (9).

Tika veikti nekliniski pétijumi, lai noteiktu ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Kit
analitisko veiktspéju. Sie nekliniskie laboratorijas pétijumi tika veikti ar kopéjo
RNS no K562 Sinu linijas, kas atSkaidita ar MV4-11 Sinu linijas kopé&jas RNS
nemainigu galigo daudzumu.

Lai noteiktu analizes atkartojamibu, viena izpildes reizé veicot 5 atkartojumus
un veicot 4 dazadas izpildes, tika analizétas 5 dazadas K562 kopé&jas RNS
koncentracijas (5 ng, 500 pg, 50 pg, 5 pg un 0,5 pg), kas atSkaiditas MV4-11
kopéja RNS, ar nemainigu galigo kopé&jo daudzumu 200 ng (11. attéls).
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11. attéls. Amplifikacijas diagrammas K562 kopéjas RNS atSkaidijumiem 2,5 x 1072
(5 ng), 2,5x10™ (0,05 ng), 2,5x10° (0,005 ng) un 2,5x 10" (0,0005 ng), kas iegiti
MV4-11 negativa kopéja RNS.

Analitiskie dati

17.-20.. tabula paraditas startestu analizes ar vidéjo robezvértibas ciklu (Cr),
standartnovirzi (Standard Deviation, SD), paraugu skaitu (n), variacijas
koeficientu (Coefficient of Variation, CV), vidéjo kopiju skaitu (Copy Number,
CN) un videjo normalizéto kopiju skaitu (Normalized Copy Number, NCN).

17. tabula. Starptestu analize — sunu linijas BCR-ABL Mbcr un ABL

Sinu Vidgji cv
linija Atskaidijums Cr SD n (%)
2,5x102(5ng/200ng) 26,18 0,40 20 1,54

I\BA%CRr'ABL 25x10°(0,5ng/200 ng) 2932 053 19 182
2,5x 10 (0,05 ng/200 ng) 32,62 0,62 20 1,91
ABL _ 2359 020 95 083

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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18. tabula. Starptestu analize — plazmidas

Geéens Plazmida VideéjiCr+ SD n CV (%)
F1 (10" kopijas) 34,47 1,25 8 3,64
F2 (102 kopijas) 31,48 0,54 8 1,71
BCR-ABL 3
Mbcr F3 (10° kopijas) 28,17 1,11 7 3,95
F4 (10° kopijas) 21,20 0,65 8 3,06
F5 (108 kopijas) 18,22 0,09 6 0,49
C1 (102 kopijas) 28,47 0,34 8 1,18
ABL C2 (10* kopijas) 25,25 0,31 8 1,22
C3 (10° kopijas) 21,92 0,70 8 3,19
19. tabula. Starptestu analize — Sianu linijas BCR-ABL Mbcr un ABL
(videjais CN)
Sinu Vidéjais
linija Atskaidijums CN SD n CV (%)
2,5x 1072
(5 ng/200 ng) 4134,27 2512,40 20 60,77
BCR-ABL 2,5x10°%
Mber (0,5 ng/200 ng) 512,8 479,51 19 93,51
2,5x10*
(0,05 ng/200 ng) 42,94 22,05 20 51,36
ABL - 33831,51 13637,7 94 40,31

20. tabula. Starptestu analize — sunu linija BCR-ABL Mbcr (vidéjais NCN)

Sanu Vidéjais cv
linija AtSkaidijums NCN* SD n (%)
25x 102 (5ng/200 ng) 12,6338 532,79 20 42,17
BCR-ABL 25x102(0,5ng/200ng) 1,605 94,69 19 81,61
Mbcr
2,5x10%
(0,05 ng/200 ng) 0,1782 10,73 20 60,23
I _ i, , , - Mbcr cn
* Tikai Siem pétijuma rezultatiem NCN tiek sniegts ka x 100.
ABLcn
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Kliniskie pétijjumi

lekarta ABI PRISM 7700 SDS kopa ar sadala “NepiecieSamie materiali, kas
netiek nodrosinati” 10. Ipp. uzskaititajiem reagentiem tika veikts veiktspéjas
novértéjums. Ekvivalences pétijumos tika apstiprinats tas lietojums

8ados instrumentos: ABI PRISM 7000 un 7900HT SDS, LightCycler 1.2
un 480 instrumenta, Rotor-Gene 3000 un SmartCycler instrumenta (9).

Programmas “Eiropa pret vézi” (Europe Against Cancer, EAC) saskanotas
ricibas ietvaros organizéta 26 laboratoriju grupa no 10 Eiropas valstim
izmantoja IPSOGEN piedavatas plazmidas, lai izveidotu standartizétu
protokolu, kas paredzéts galveno, ar leikémiju saistito apvienoto génu gPCR
analizei kliniskaja vidé. BCR-ABL p210 transkripts bija viens no apvienotajiem
géniem (Fusion Gene, FG), kas tika ieklauts pétjuma. Seit ir pieejams 3T
apstiprinajuma pétijuma kopsavilkums; visi rezultati ir publicéti (8, 10).

Starplaboratoriju reproducéjamiba CG un FG plazmidu standartiem

Vienpadsmit  laboratorijas  veica  starplaboratoriju  reproducéjamibas
eksperimentu, lai novertétu mainigumu CGun FG plazmidu standarta
atSkaidijumos. AtsSkaidijumi tika veikti divreiz katra iestadé. 21. tabula noradits
vidéjais raditajs, standartnovirze un CV (%) katram atskaidijumam.

21. tabula. Starplaboratoriju reproducéjamiba CGun FG plazmidu
standartiem

Geéens AtSkaidijums Vidéjais CrSD CV (%)
C1 29,59 1,34 4,54

ABL kontrolgéns C2 26,33 1,02 3,90
C3 22,75 1,59 6,97
F1 41,11 2,26 5,50
F2 37,43 1,51 4,04

BCR-ABL p210

. L F3 33,76 1,28 3,81
apvienotais géns

F4 26,50 1,03 3,90

F5 22,98 0,97 4,21

BCR-ABL Mbcr FG transkripta ekspresijas vértibas

22.un 23.tabula paraditas BCR-ABL Mbcr FG transkripta un ABL CG
ekspresijas vértibas K562 Sunu Inijai, CML un ALL pacientiem diagnozes
noteikSanas laikd un normaliem pacientiem.
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22. tabula. BCR-ABL Mbcr FG transkripta un ABL CG ekspresijas

vertibas — Ct vertibas

Cr veértibas (95 % diapazons)

BCR-ABL Mbcr ABL
K562 siunu linija 20,5 20,7
CML pacientu paraugi
BM (n = 15) 25,1 (21,5-27,0) 25,2 (20,7-26,8)
PB (n = 14) 23,1 (21,9-25,8) 23,7 (22,6-26,7)
ALL pacientu paraugi
BM un PB (n = 17) 24,1 (21,5-29,9) 24,0 (21,6-26,4)
Negativie pacientu paraugi
BM (n = 26) - 25,35 (24,68-26,02)
PB (n = 74) - 25,15 (24,83-25,48)

23. tabula. BCR-ABL Mbcr FG transkripta un
vértibas — CN un attiecibas veértibas

ABL CG ekspresijas

CN vertibas (95 % diapazons)

Attiecibas
vértibas (95 %
diapazons)*

CN BCR-ABL

Negativie pacientu paraugi

BCR-ABL Mbcr ABL Mbcr/CN ABL
CML pacientu paraugi
8710 10 115,8 0,86
BM (n = 15)
(2089-112 202) (4786,3-37 153,52) (0,44-3,02)
17 783 15 237 1,17
PB (n=14)

(2042-112 202)  (4246,2-25568,3)  (0,48-4,41)

BM (n = 26) 19 201
n = —
(12 922-25 480)
21 136
PB (n = 74) -

(17 834—24 437)

* Rezultati izteikti ka vienkarSas BCR-ABL/ABL attiecibas.
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ABL Cr vértibas neatskiras ne starp parastiem un leikémijas paraugiem, ne starp
paraugu veidiem (PB vai BM) vai leikémijas paraugiem (ALL, AML, CML).

Viltus pozitivas un viltus negativas vértibas

Viltus negativas un viltus pozitivas vértibas tika aprékinatas, izmantojot talak
noraditos kontroles materialus.

M Pozitivas kontroles materiali; K562 Stnas — S0nu linijas, kas BCR-ABL
p210 apvienotajam génam parasti rada pozitivus raditajus; pacienta
paraugi ir jau novértéti attieciba uz p210 pozitivajiem raditajiem

B Negativas kontroles materidli: negativi RNS paraugi, nav neviena
amplifikacijas kontroles materiala (no amplification controls, NAC), kas
tiktu izgatavots no E. coli RNS, nevis cilvéka RNS, lai parbauditu PCR
kontaminaciju, ka ari nav neviena veidnes kontroles materiala (no
template controls, NTC), kas cilveka RNS vieta saturétu tdeni

FG RNS paraugu amplifikacija tika veikta tris reizes un CG génam divas reizes.

Viltus negativs paraugs tika definéts ka pozitivs RNS paraugs ar mazak neka
50 % pozitivo iedobju (0/2, 0/3 vai 1/3).

Viltus pozitivs paraugs tika definéts ka negativs paraugs ar vismaz 50 %
pozitivu iedobju (1/2, 2/3 vai 3/3).

24.tabula paradits viltus negativu un viltus pozitivu paraugu skaits un
procentualais daudzums.

24. tabula. Viltus negativi un viltus pozitivi paraugi

Viltus negativi raditaji Viltus pozitivi raditaji
FG negativas
103 104 kontroles materials NAC/NTC
0 % (0/33) 6,1 % (2/33) 10,9 % (6/55) 4,1 % (14/340)
Atsauces

QIAGEN uztur plasu atjauninatu tieSsaistes zinatnisku publikaciju par QIAGEN
produktiem datu bazi. Vispusigas mekléSanas iespéjas lauj meklét
nepiecieSamos rakstus, vai nu vienkarsSi noradot atslégas vardu, vai noradot
procedulru, izpétes jomu, nosaukumu utt.

Lai iegltu pilnigu atsauc€u sarakstu, apmekléjiet QIAGEN atsaucu datu bazi
vietné www.qgiagen.com/RefDB/search.asp vai sazinieties ar QIAGEN tehniska
atbalsta dienestu vai vietéjo izplatitaju.
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Simboli

Uz iepakojuma un mark&juma var bat S&di simboli:

<N> Satur reagentus, kuru daudzums ir pietiekams <N> reakcijam

|zlietot IT1dz

SN

IVD In vitro diagnostikas medicinas ierice

Kataloga numurs

Partijas numurs

MAT Materiala numurs

GTIN Globalais tirdzniecibas identifikacijas numurs (GTIN)
Temperatlras ierobezojums

Razotajs

Skattt lietoSanas noradijumus

=Bz [ H

Kontaktinformacija

Lai sanemtu tehnisku palidzibu un papildu informaciju, lidzu apskatiet muasu
tehniska atbalsta centra vietni www.giagen.com/Support, zvaniet pa talruna
numuru 00800-22-44-6000 vai sazinieties ar kadu no QIAGEN tehnisko
pakalpojumu dienesta nodalam (skatiet aizmuguréjo vaku vai apmekléjiet
vietni www.giagen.com).
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Informacija par pasutisanu

Produkts Saturs Kat. nr.
ipsogen BCR-ABL1 24 reakcijam: ABL kontrolgéna standarti, 670123
Mbcr Kit (24) BCR-ABL Mbcr apvienota géna standarti,

praimera un zondes maisijums ABL,
praimera un zondes maisijums BCR-ABL
Mbcr apvienotajam génam

Rotor-Gene Q MDx — IVD apstiprinatajai real-time PCR
analizei kliniskajos pielietojumos

Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR amplifikators un augstas 9002032
Splex HRM Platform  izSkirtspéjas kuSanas analizators ar

5 kanaliem (zalS, dzeltens, oranzs,

sarkans, sarts) un HRM kanalu,

klepjdators, programmatura, piederumi,

1 gada garantija dalam un darbam, bet

instalacija un apmaciba nav ieklauta

Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR amplifikators un augstas 9002033
5plex HRM System izSkirtspéjas kuSanas analizators ar

5 kanaliem (zal$, dzeltens, oranzs,

sarkans, sarts) un HRM kanalu,

klépjdators, programmattra, piederumi,

1 gada garantija dalam un darbam,

instalacija un apmaciba

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Controls Kit — RNS ekstrakcijas
un BCR-ABL Mbcr apvienota géna atgriezeniskas
transkriptazes kvalitativai validacijai

ipsogen BCR-ABL1 Sidnu linijas ar negativo, augsti un zemi 670191
Mbcr Controls Kit pozitivo BCR-ABL Mbcr apvienota géna
ekspresiju

Jaunako informaciju par licencéSanu un preCu juridiskas atrunas skatit
attiecigd QIAGEN komplekta rokasgramatd vai lietotaja rokasgramata.
QIAGEN komplektu lietotaja rokasgramatas un lietotaja instrukcijas ir
pieejamas vietné www.qgiagen.com, ka art tas var pieprasit QIAGEN tehniska
atbalsta centros vai pie vietéjiem izplatitajiem.

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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ST lappuse atstata tuka ar noliku
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Sis izstradajums ir paredzéts lietoSanai in vitro diagnostika. jpsogen izstradajumus nedrikst pardot talak, izmaint tlakpardo$anai vai izmantot, lai
razotu komercialus izstradajumus, bez QIAGEN rakstiskas atlaujas.

Saja dokumenta pieejama informacija var tikt mainita bez iepriek$&ja pazinojuma. QIAGEN neuznemas atbildibu par jebkadam kladam, kas var
bat $aja dokumenta. Tiek uzskatits, ka publicé$anas bridi Sis dokuments ir pilnigs un precizs. QIAGEN nekada gadijuma nav atbildigs par
nejausiem, tiSiem, daudzkartigiem vai izrietoSiem zaud&jumiem, kas ir saistiti ar ST dokumenta izmantoSanu vai rodas no ta izmantoSanas.

ipsogen izstradajumiem tiek garantéta atbilstiba noteiktajam specifikacijam. QIAGEN vienigais piendkums un klienta vienigais tiesiskas
aizsardzibas I1dzeklis ir izstraddjuma nomaina bez maksas, ja izstradajumi nedarbojas, ka noradtts.

Preu zimes: QIAGEN®, jpsogen® Rotor-Gene® (QIAGEN Group); ABI PRISM®, FAM™, RNaseOUT™, SuperScript®, SYBR®, TAMRA™
(Life Technologies Corporation); Agilent®, Bioanalyzer® (Agilent Technologies, Inc.); Excel® (Microsoft Corporation); LightCycler®, TagMan® (Roche Group);
SmartCycler® (Cepheid).

lerobezotas licences ligums
ST izstradajuma izmanto$ana apliecina katra ijpsogen BCR-ABL1 Mbcr Kit pircéja vai lietotaja piekri$anu talak minétajiem nosacijumiem.

1. BCR-ABL1 Mbcr Kit drikst izmantot tikai saskana ar noradijumiem ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Kit rokasgramata un tikai ar komplekta
ieklautajiem komponentiem. Uznémums QIAGEN nepieskir nekada veida licenci uz nevienu no ta intelektualajiem TpaSumiem, lai $aja
komplekta ieklautos komponentus izmantotu kopa ar jebkadiem komponentiem, kas nav ieklauti $aja komplekta, vai ar tdm apvienotu,
iznemot gadijumus, kas aprakstiti BCR-ABL1 Mbcr Kit rokasgramata un papildu protokolos, kas pieejami vietné www.qgiagen.com.

Uznémums QIAGEN nesniedz citas garantijas, iznemot skaidri noraditas licences, ka Sis komplekts un/vai ta lietoSana parkapj treSo pusu tiesibas.
Sis komplekts un ta komponenti ir licencéti vienreizéjai lieto$anai, un tos nedrikst izmantot atkartoti, atjaunot vai pardot talak.

Uznémums QIAGEN T1pasi atsakas no jebkadam citam tieSam vai netieSam licencém, kas nav skaidri noraditas.

o N

Komplekta pircéjs un lietotajs piekrit neveikt un neatlaut citiem veikt nekadas darbibas, kas varétu izraisit vai veicinat jebkuras no iepriek$
aizliegtajam darbibam. Uznémums QIAGEN var pieprasit 1 ierobeZota licences liguma aizliegumu TstenoSanu jebkura tiesd un apnemas
atglt visus savus izmekléSanas un tiesas izdevumus, ieskaitot advokatu honorarus, kas radusies, Tstenojot ST ierobezZota licences liguma
nosacijumus vai jebkuru no uznémuma intelektuala TpaSuma tiesibam saistiba ar komplektu un/vai td komponentiem.

Jaunakos licences nosacijumus skatiet vietné www.giagen.com.

HB-1360-002 © 2013-2015 QIAGEN, visas tiesibas aizsargatas.
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Australia = techservice-au@giagen.com

Austria = techservice-at@giagen.com

Belgium = techservice-bnl@giagen.com

Brazil = suportetecnico.brasil@giagen.com

Canada = techservice-ca@qiagen.com

China = techservice-cn@giagen.com

Denmark = techservice-nordic@giagen.com

Finland = techservice-nordic@qiagen.com

France = techservice-fr@giagen.com

Germany = techservice-de@gqiagen.com

Hong Kong = techservice-hk@giagen.com

India = techservice-india@qiagen.com

Ireland = techservice-uk@giagen.com

Italy = techservice-it@giagen.com

Japan = techservice-jp@giagen.com

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

Luxembourg = techservice-bnl@giagen.com

Mexico = techservice-mx@giagen.com

The Netherlands = techservice-bni@giagen.com

Norway = techservice-nordic@giagen.com

Singapore = techservice-sg@qiagen.com

Sweden = techservice-nordic@qgiagen.com

Switzerland = techservice-ch@giagen.com

USA = techservice-us@giagen.com QIAGEN

UK = techservice-uk@giagen.com
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