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QIAGEN ir tadu inovativu paraugu un analizu tehnologiju vadoSais
piegadatajs, kuras nodrosina jebkadu biologisko paraugu satura izoléSanu un
noteikSanu. MUsu 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

Musu mérkis ir nodroSinat iespéju iegut izcilus rezultatus un sasniegumus.
Lai iegltu vairak informacijas, apmeklgjiet www.qiagen.com.
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Paredzetais lietojums

Insogen BCR-ABL1 mbcr komplekts ir paredzéts BCR-ABL p190 transkriptu
kvantitativai noteikSanai kaulu smadzenés vai periféro asinu paraugos
pacientiem ar Ph pozitivu akatu limfoblastisku leikémiju (ALL), kuriem iepriek$
diagnosticéts BCR-ABL mbcr apvienota géna (fusion gene, FG) notikums.
legutie rezultati ir paredzeti, lai uzraudzitu arstéSanas efektivitati pacientiem
terapijas laika un minimalas atlikusas slimibas (minimal residual disease,
MRD) novéroSanai, lai uzraudzitu slimibas recidivu.

Kopsavilkums un skaidrojums

Filadelfijas (Ph) hromosoma ir visizplatitaka kariotipa novirze pieaugusajiem ar
ALL. Kopuma ta paradas 20-30% pieaugus$o pacientu ar ALL, un pacientiem,
kas vecaki par 50 gadiem, tas izplatiba pieaug lidz vairak neka 50% pacientu.

Saja translokacija ABL proto-onkogéna 3' segments 9. hromosoma ir
pretstatits BCR géna 5' segmentam 22. hromosoma. BCR-ABL FG ir Ph
hromosomas produkts, un tas ir konstitutivi aktivs tirozina kinazes proteins.

ABL géna partraukumi parasti paradas pirmaja introna. Parravumi BCR géna
parasti notiek viena no Siem 3 regioniem: 5,8 kb regions, kas aptver

12.—16. eksonus, ko sauc par galveno partraukuma punktu klastera regionu
(Mbcr), pirma introna 55 kb sekvence, ko sauc par mazo partraukuma punktu
klastera regionu (mbcr) un mikro partraukuma punktu klastera regionu (u-bcr).

Partraukuma punkti, kas rodas mbcr, savieno 1. eksonu (e1) ar ABL géna otro
eksonu (a2), ka rezultata veidojas mazaks sapltSanas transkripts e1a2, kas
kodé 190 kDa (p190) himérisko proteinu (1. attéls). P190 BCR-ABL proteins
tiek novérots tikai Ph+ ALL, savukart p210 BCR-ABL proteins ir izplatits
20—-40% pacientu ar Ph+ ALL un gandriz visiem pacientiem ar Ph+ hronisku
mieloleikozi (HML).

Visam BCR-ABL sapltsanas proteinu formam ir paaugstinata un dereguléta
tirozina kinazes aktivitate, un ir pieradits, ka p190 formai ir lielaks
transformacijas potencials neka p210. Turklat Skiet, ka Sis himériskais proteins
deregulé normalos no citokina atkarigo signalu transdukcijas celus, izraisot
apoptozes vai augSanas faktora neatkarigas augSanas kavésanu.
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1. attéels. BCR-ABL mbcr FG transkripta shematiska diagramma, ko aptver qPCR
praimeri un zondes komplekts: ENF402—-ENP541-ENR561. Skaitlis zem praimeriem un
zondes norada uz to nukleotidu stavokli normala géna transkripta.

Ph+ ALL pacientu terapija ir optimizéta, ievieSot tirozina kinazes inhibitorus,
kas batiski uzlaboja o pacientu izdzivo$anas raditaju (parskatu skatit 1.
atsaucé). Siem pacientiem ir nepiecie§ama MRD uzraudziba. Pasreizéja MRD
lTmena mériSanas metodologija ietver reallaika kvantitativas polimerazes
kédes reakcijas (JQPCR) izmantoSanu, saskana ar kuru BCR-ABL transkripta
numuri ir saistiti ar kontroles géna transkripta numuriem. jpsogen BCR-ABL1
mbcr Kit ir balstits uz So panémienu.

Procediras princips

gPCR lauj precizi noteikt PCR produktu daudzumu PCR amplifikacijas
procesa eksponencialaja faze. Kvantitativos PCR datus var atri iegat bez
apstrades péc PCR, veicot reallaika fluorescéjoso signalu noteikSanu PCR
cikloSanas laika un/vai péc tas, tadéjadi ieverojami samazinot PCR produkta
kontaminacijas risku. Paslaik ir pieejami 3 galvenie gPCR metoZzu veidi: gPCR
analize, izmantojot SYBR® Green | Dye, gPCR analize, izmantojot hidrolizes
zondes, un gPCR analize, izmantojot hibridizacijas zondes.

Saja analizé tiek izmantots gPCR divu krasvielu oligonukleotidu hidrolizes
princips. PCR laika tieSie un atgriezeniskie praimeri hibridiz€jas ar noteiktu
sekvenci. Taja pada maisTjuma 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.
gPCR analize ar hidrolizes zondém izmanto Thermus aquaticus (Taq) DNS
polimerazes 5’23’ eksonukleazes aktivitati. Ja zonde ir neskarta, reportera
krasvielas tuvums dze€sé€ja krasvielai izraisa reportera fluorescences
slapéSanu, galvenokart Forster tipa energijas parneses dél.
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Ja PCR laika ir pieejams interes&joSais mérkis, zonde normalizéjas 1pasi starp
tieSa un atgriezeniska praimera vietam. DNS polimerazes 523’
eksonukleazes aktivitate saskel zondi starp reporteru un dzéséju tikai tad, ja
zonde hibridiz&jas ar mérki. Péc tam zondes fragmenti tiek parvietoti no mérka
un turpinas virknes polimerizacija. Zondes 3’ gals tiek blokeéts, lai novéerstu
zondes pagarinaanos PCR laika (2. 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 dé| nespecifiskd amplifikacija netiek konstatéta. Lidz ar to
fluorescences pieaugums ir tieSi proporcionals mérka amplifikacijai PCR laika.

— i{ } /—I Renaturesana

| I 1

— Praimeru un
zondes
renaturéSana
—- .)’( ) Polimerizacijas
, I ] virknes aizstasana
(. ——
VAY o
< >
£ V% '.' 8 g : -
——— — — — — — — Q> /—( SkelSanas
: : @ ' Izraisa dzésé&ja krasvielas
un reportera
vAg fluorescences signala
4:>CV><\> s & o o emisiju atbrivo$anu
e a ’ Polimerizacija pabeigta
——— - - - - - > PCR produkts
: ' pabeigts,
<@--------------- — fluorescences signala

uzkrasanas katra cikla

vAg Reportera Tieéje un
ﬁqpvqb molekula §_2 Specifiska zonde atgriezeniskie

Dzéséia praimeri
* molekﬂjla -—-=> PCR produkts @ Taq polimeraze

2. attels. Reakcijas princips. Summarajai RNS tiek veikta atgriezeniska transkriptaze, un
PCR amplificé generéto cDNS, izmantojot specifisku praimeru pari un specifisku iek$&jo divu
krasvielu zondi (FAM™-TAMRA™), Katras PCR normalizacijas darbibas laika zonde saistas
ar amplikonu. Kad Taqg DNS polimeraze pagarinas no praimera, kas ir saistits ar amplikonu,
ta nobida zondes 5’ galu, kuru péc tam noarda Taq DNS polimerazes 5> 3’ eksonukleazes
aktivitate. Skeléanés turpinas, I1dz atlikust zonde izkausé amplikonu. Sis process Skiduma
atbrivo fluoroforu un dzéséju, telpiski tos atdalot un I1dz ar to izraisot FAM fluorescences
pieaugumu un TAMRA fluorescences samazinajumu.
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Komplekta ietvertie materiali

Komplekta saturs

ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kit (24)
Kataloga Nr. 670023
Reakciju skaits 24
ABL Control Gene Standard Dilution C1-ABL 50 ul

(ABL kontrolgéna standarta atSkaidijums)
(103 kopijas/5 ul)

ABL Control Gene Standard Dilution C2-ABL 50 ul
(ABL kontrolgéna standarta atSkaidijums)

(10* kopijas/5 ul)

ABL Control Gene Standard Dilution C3-ABL 50 ul

(ABL kontrolgéna standarta atSkaidijums)
(10° kopijas/5 ul)

BCR-ABL mbcr Fusion Gene Standard Dilution F1-BCR-

1 i ABL e1a2 o0 ul
(10" kopijas/5 ul) ber
BCR-ABL mbcr Fusion Gene Standard Dilution :éLBe%IZ-Z 50 Ui
(102 kopijas/5 ul) Y

mbcr
BCR-ABL mbcr Fusion Gene Standard Dilution F3-BCR-
3 kopijas/5 ul) ABL e1a2 50 ul
(10° kopijas/5 u rber
BCR-ABL mbcr Fusion Gene Standard Dilution F4-BCR-
108 kopijas/5 l) ABL eta2 50y
( Pl H mbcr
BCR-ABL mbcr Fusion Gene Standard Dilution F5-BCR-
108 kopijas/5 ) ABL e1a2 50 ul
( Pl 3 mbcr
Primers and Probe Mix ABL (ABL génam paredzéts PPC-ABL 90 ul
praimeru un zondes maisijums)* 25x
Primers and Probe Mix BCR-ABL mbcr Fusion Genet PPI;—Srchr 110
ipsogen BCR-ABL 1 mbcr Kit rokasgramata (latviesu 1

valoda)

* 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 centrifug€&jiet standarta atSkaidijumus
un praimeru un zondes maisijumus.

Nepieciesamie materiali, kas nav ietverti komplekta

Stradajot ar kimiskam vielam, vienmér valkajiet piemérotu laboratorijas halatu,
vienreizlietojamus cimdus un aizsargbrilles. Lai iegGtu papildinformaciju,
iepazistieties ar attiecigajam droSibas datu lapam (Safety Data Sheet, SDS),
kas ir pieejamas pie produkta piegadataja.

Reagenti

PCR kategorijas Gdens bez nukleazes

Atgriezeniskajai transkriptazei paredzétie reagenti: Apstiprinatais reagents
ir Superscript® Il (vai Superscript) Reverse Transcriptase, tas 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 0,5mlvai 0,2 ml PCR stobrini bez RNazes un DNazes

M Ledus

Aprikojums

M Mikrolitru pipete*, kas paredzéta PCR (1-10 pl; 10-100 pl; 100—-1000 pl)

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

M Real-time PCR instruments: 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 Termiskais ciklotajs* vai Gdens vanna* (atgriezeniskas transkriptazes

darbiba)

* Nodrosiniet, lai instrumenti tiktu parbauditi un kalibréti saskana ar raZotaja ieteikumiem.
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Papildu reagenti

M jpsogen BCR-ABL1 mbcr Controls Kit (kat. Nr. 670091), kas sastav no
Sdnu ITnijam 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 piemérotu laboratorijas halatu,
vienreizlietojamus cimdus un aizsargbrilles. Plasaku informaciju skatiet
attiecigajas droSibas datu lapas (Safety Data Sheet, SDS). Tas érta un
kompakta PDF formata ir pieejamas vietné www.giagen.com/safety, kur ir
pieejamas DDL skatiSanai un izdrukasanai katram QIAGEN komplektam un ta
komponentiem.

|lzmetiet paraugu un analizu atkritumus atbilstoSi vietéjiem droSibas
noteikumiem.

Vispareéjie 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 lieto$anai in vitro diagnostika. Saja komplekta
ieklautie reagenti un instrukcijas ir validétas optimalai veiktspé&jai. Talaka
reagentu atSkaidiSana vai inkubacijas laika un temperatdras maina var radit
klGdainus vai pretrunigus datus. Ja PPC un PPF reagenti tiek paklauti gaismas
iedarbibai, to struktdra var izmaintties. Visi reagenti ir izstradati lietoSanai tieSi
Saja testa. Lai iegutu optimalus testa rezultatus, nedrikst neko aizvietot.

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

levérojiet 1pasu piesardzibu, lai novérstu talak minétas situacijas.

B RNazes/DNazes kontaminacija, kas var izraisit matricas mRNS 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
(piem., pipesSu uzgalus, reakcijas flakonus) un cimdus.

M Laiizvairitos no paraugu un reagentu savstarpéjas kontaminacijas, visas
pipetéSanas darbibas izmantojiet jaunus pipesSu uzgalus, kas ir izturigi
pret aerosolu.
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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).
Pievienojiet matricu atseviSka zona (vélams atseviska telpa) ar specifisku
materialu (pipetém, uzgaliem utt.).

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

Reagentu uzglabasana un lietoSana

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

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
etiketeém, tie var darboties nepareizi un var nelabvéligi ietekmét analizes
rezultatus.

Katra reagenta deriguma termina datums ir noradits uz konkréto komponentu
etiketém. Pareizos glabaSanas apstaklos izstradajums saglabas veiktspéju lidz
deriguma termina beigam, kas uzdrukats uz etiketes.

Nav acimredzamu pazimju, kas noradttu uz 8T 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 proceduru. Analizes kvalitate ir lielakoties atkariga no
izmantojamas RNS kvalitates. L1dz ar to més iesakam pirms analizes
veikSanas parbaudrt izdalito RNS, izmantojot agarozes™ gela elektroforézi vai
Agilent® Bioanalyzer®.

Protokols: leteicama standartizeta EAC atgriezeniska
transkriptaze

Pirms darba sakSanas veicamas darbibas

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

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

2. Inkubéjiet 1 pg RNS (1—4 pl) 10 minates 70 °C temperatiira un uzreiz
atdzeseéjiet uz ledus 5 minites.

3. Uzisu 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 (1. tabula).

* Stradajot ar kKimiskam vielam, vienmér valkajiet piemérotu laboratorijas halatu,
vienreizlietojamus cimdus un aizsargbrilles.

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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. tabula. RT maisijuma sagatavosSana

Katra
parauga Galiga

Komponents tilpums (ul) koncentracija
Pirmas virknes buferskidums
(piegadats ar Superscript Il Reverse 4,0 1x
Transcriptase), 5x
MgCl2 (50 mM) 2,0 5mM
dNTP (katrs 10 mM, iepriek§ sagatavots
un glabats —20 °C temperatira alikvotas 2,0 1 mM
dalas)
DTT (100 mM, piegadats ar
Superscript Il Reverse Transcriptase) el 10 il
RNazes inhibitors (40 U/ul) 0,5 1 U/l
Nejauss heksameérs (100 mM) 50 25 uM
Superscript Il vai Superscript Reverse
Transcriptase (200 U/ul) 0.5 5 Ulul
Uzsildits RNS paraugs (pievienoSanai .
5. darbiba) 1,0-4,0 50 ng/ul
PCR kategorijas Gdens bez nukleazes

AR = 0,0-3,0 —
(pievienoSanai 5. darbiba)
Gala tilpums 20,0 -

Pipetéjiet 16 pl RT maisijumu katra PCR stobrina. Péc tam
pievienojiet 1-4 pl (1 ug) RNS (no 3. darbibas) un pielagojiet tilpumu
lidz 20 pl ar PCR kategorijas tideni bez nukleazes (skatiet 2. tabulu).

. tabula. Atgriezeniskas transkriptazes reakcijas sagatavosana

Komponents Tilpums (pl)
RT maisijums 16
Uzsildits RNS paraugs (1 ug) 1-4
PCR lfategorijas udens bez 0-3
nukleazes

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. Inkubegjiet 20 °C temperatira 10 minates.

8. Inkubegjiet termala amplifikatora 42 °C temperatira 45 minites 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. AtsSkaidiet gala cDNS ar 30 pyl PCR kategorijas tidens 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 o instrumentu, més iesakam visus mérijumus veikt divos
eksemplaros, ka noradits 3. tabula.

3. 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

233 kcles 0 s,
Udens kontrole 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 kontrole 2 reakcijas

Paraugu apstrade Rotor-Gene Q instrumentos ar 72 stobrinu rotoru

Mes iesakam viena eksperimenta testét vismaz 8 cDNS paraugus, lai
optimizétu standartu un praimeru un zondes maisijumu lietojumu.
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3. attéels. leteicamais rotora iestatijums katram eksperimentam ar ipsogen BCR-ABLA1
mbcr Kit. F1-5: BCR-ABL mbcr standarti; C1-3: ABL standarti; S: cDNS paraugs;
H20: Gdens kontrole.

Piezime. Vienmér atcerieties ievietot testéjamo paraugu rotora 1. pozicija.
Pretéja gadijuma kalibracijas laika instruments kalibraciju neveiks un tiks ieguti
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.

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

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

Visas koncentracijas ir paredzétas reakcijas galigajam tilpumam.
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4. 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
mbcr:
1 ABL: 28+1

reakcija 24+1 reakcija reakcijas Galiga
Komponents (i) (pl) (pl) koncentracija
TagMan
Universal PCR 12,5 312,5 362,5 1x
Master Mix, 2x
Praimeru un
zondes 1 25 29 1x
maistjums, 25x
PCR kategorijas
udens bez 6,5 162,5 188,5 -
nukleazes
Paraugs
(pievieno3anai 5 5 katram 5 katram —
4. solr)
I_(opéjals 25 25 katram 25 katram —
tilpums

w

16

Pievienojiet katra stobrina 20 ul iepriek$ sagatavota qPCR maisijuma.
Pievienojiet 5 yl RT produkta (cDNS, 100 ng RNS ekvivalents), kas tika
ieguts atgriezeniskas transkriptazes laika (skatit "Protokols: leteicama
standartizeta EAC atgriezeniska transkriptaze”, 11) attiecigaja
stobrina (kopé€jais tilpums 25 pl).

Uzmanigi samaisiet, pipetéjot uz augsu un uz leju.

levietojiet stobrinus termalaja amplifikatora saskana ar razotaja
ieteikumiem.

leprogramméjiet Rotor-Gene Q instrumentam termiskas cikloSanas
programmu, ka noradits 5. tabula.
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5. tabula. Temperatiras profils

Analizes rezims Kvantitativa noteikSana

Glabasana Temperatura: 50 gradi
Laiks: 2 min.

Hold 2 Temperatdra: 95 gradi

(2. glabasana) Laiks: 10 min.

CikloSana 50 reizes

95 gradi 15 sekundes

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 robezvertibu 0,03.
Startejiet termiskas cikloSanas programmu, ka noradits 5. tabula.

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protokols: qPCR instrumentos ABI PRISM 7000, 7700 un
7900HT SDS un LightCycler 480

|Izmantojot gPCR iekartu ar 96 iedobju plati, més iesakam visus mérijjumus
veikt divos eksemplaros, ka noradits 6. tabula.

6. 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 kontrole 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 kontrole 2 reakcijas

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

Mes iesakam viena eksperimenta testét vismaz 8 cDNS paraugus, lai
optimizétu standartu un praimeru un zondes maisijumu lietojumu. Plates
shéma 4. attéla paradits Sada eksperimenta paraugs.
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4. attéls. leteicamais plates iestatijums vienam eksperimentam. S: cDNS paraugs;
F1-5: BCR-ABL mbcr standarti; C1-3: ABL standarti; H>,O: Gdens kontrole.

gPCR instrumentos ABI PRISM 7000, 7700 un 7900 SDS un
LightCycler 480

Piezime. Visas darbibas veiciet uz ledus.

Procedura

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

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

Visas koncentracijas ir paredzétas reakcijas galigajam tilpumam.

7. 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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7. tabula. gPCR maisijuma sagatavosSana

BCR-ABL
1 ABL: mbcr: 28+1
reakcija 24+1 reakcija reakcijas Galiga
Komponents (u) () () koncentracija
TagMan
Universal PCR 12,5 312,5 362,5 1Xx
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 5 katram 5 katram —
4. sol)
I_(opéjals 25 25 katram 25 katram —
tilpums
3. Pievienojiet katra iedobeé 20 pl ieprieks sagatavota qPCR maisijuma.

4. Pievienojiet 5 pl RT produkta (cDNS, 100 ng RNS ekvivalents), kas
tika ieguts atgriezeniskas transkriptazes laika (skatit "Protokols:
leteicama standartizéta EAC atgriezeniska transkriptaze”, 11)
attiecigaja iedobé (kopeéjais tilpums 25 pl).

5. Uzmanigi samaisiet, pipetéjot uz augsu un uz leju.

6. Aizveriet plati un uz isu 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 8. tabula attieciba uz ABI PRISM 7000,
7700 un 7900HT SDS vai 9. tabula instrumentam LightCycler 480.
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8. tabula. Temperatiras profils instrumentiem ABI PRISM 7000, 7700 un
7900HT SDS

Analizes rezims Standarta [Tkne — absolita daudzuma noteikSana
Glabasana Temperatdra: 50 °C
Laiks: 2 minutes
2. glabasana Temperatira: 95 °C
Laiks: 10 minates
Ciklosana 50 reizes

95 °C 15 sek.

60 °C 1 min., iegustot FAM fluorescenci; dzeségjs:
TAMRA

9. tabula. Temperaturas profils instrumentam LightCycler 480

Analizes rezims AbsolGta daudzuma noteik§ana (“Abs Quant”)
NoteikSanas Loga Detection formats (NoteikSanas formati)
formati atlasiet “Simple Probe” (Vienkars§a zonde)
Glabasana Temperatdra: 50 °C

Laiks: 2 minates

2. glabasana Temperatira: 95 °C
Laiks: 10 minates

Ciklosana 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: més iesakam iestatit
robezvértibu uz 0,1, ka noradits EAC protokola analizes darbiba ar
ABI PRISM SDS, un sakumstavokli iestatiet starp 3. un 15. ciklu.
Palaidiet cikloSanas programmu, ka noradits 8. tabula.
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8b. LightCycler 480 instruments: més iesakam izmantot analizes rezimu
Fit point (Atbilstibas punkts) ar fona veértibu 2,0 un robezvértibu 2,0.
Startejiet termiskas cikloSanas programmu, ka noradits 9. tabula.
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Protokols: gPCR instrumentos LightCycler 1.2 un 2.0

|lzmantojot kapilaru instrumentus, més iesakam izmérit paraugus divreiz un
kontroles materialus izmérit vienreiz, ka noradits 10. tabula.

10. 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 kontrole 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 atSkaidijumi, katrs testéts vienreiz)

Udens kontrole 1 reakcija

Paraugu apstrade instrumentos LightCycler 1.2 un 2.0

Mes iesakam viena eksperimenta laika testét vismaz 5 cDNS paraugus, lai
optimizétu standartu un praimeru un zondes maisijumu lietojumu. Kapilaru
shéma 5. attéla paradits Sada eksperimenta piemérs.
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5. attéls. leteicamais rotora iestatijjums katram eksperimentam ar ipsogen BCR-ABL1
mbcr Kit. F1-5: BCR-ABL mbcr standarti; C1-3: ABL standarti; S: nezinams analiz€jamais
DNS paraugs; H20: tdens kontrole.

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 minéto qPCR maisijumu atkariba no apstradajamo
paraugu skaita.

Visas koncentracijas ir paredzétas reakcijas galigajam tilpumam.

11. tabula aprakstita pipetéSanas shéma viena reagenta maisijuma
sagatavosanai, kas aprékinata, lai iegutu 20 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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11. tabula. gPCR maisijuma sagatavosana

BCR-ABL
mbcr:
ABL: 14+1 16+1
1 reakcija reakcijas reakcijas Galiga
Komponents (m) (u) (p) koncentracija
Tikko
sagatavots
LightCycler 40 60 68,0 1x
TagMan Master
Mix, 5x
Praimeru un
zondes 0,8 12 13,6 1x
maistjums, 25x
PCR kategorijas
dudens bez 10,2 153 173,4 -
nukleazes
Paraugs
(pievieno3anai 5,0 5 katram 5,0 katrs —
4. solr)
Kopgjais 20,0 20 katrs 20,0 katrs -
tilpums

3. Pievienojiet katra kapilara 15 pl ieprieks sagatavota gPCR maisijuma.
4. Pievienojiet 5 yl RT produkta (cDNS, 100 ng RNS ekvivalents), kas

tika ieguts atgriezeniskas transkriptazes laika (skatit "Protokols:
leteicama standartizeta EAC atgriezeniska transkriptaze”, 11)

attiecigaja stobrina (kopéjais tilpums 20 pl).

5. Uzmanigi samaisiet, 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 termiskaja ciklotaja saskana ar razotaja

ieteikumiem.

8. leprogrammeéjiet instrumentiem LightCycler 1.2 vai 2.0 termala cikla
programmu, ka noradits 12. tabula.
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12. tabula. Temperaturas profils

Analizes rezims Daudzuma noteikSana

Glabasana Temperatira: 95 °C
Laiks: 10 minates
Paatrinajums: 20
Ciklosana 50 reizes
95 °C 10 sek.; paatrinajums: 20
60 °C 1 min.; paatrinajums: 20; iegustot FAM
fluorescenci: Single (Viens)

2. glabasana 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: leteicams izmantot F1/F2 un rezimu “2nd derivative
analysis” (Otra derivata analize). Startéjiet termiskas cikloSanas
programmu, ka noradits 12. tabula.

9b. LightCycler 2.0: Lai iegutu reproducéjamus rezultatus, meés iesakam
LightCycler 2.0 programmatiras versija 4.0 izmantot Automated
(Automatizets) (F”’maks.) analizi. Startejiet termiskas cikloSanas
programmu, ka noradits 12. tabula.

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protokols: gPCR instrumenta SmartCycler

|lzmantojot So instrumentu, més iesakam mérit paraugus divreiz un kontroles
materialus vienreiz, ka noradits 13. tabula.

13. 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
atSkaidijumi, katrs testéts vienreiz)

ABL standarts
Udens kontrole 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 atSkaidijumi, katrs testéts vienreiz)

Udens kontrole 1 reakcija

Paraugu apstrade instrumenta SmartCycler

Mes iesakam viena eksperimenta laika testét vismaz 5 cDNS paraugus, lai
optimizétu standartu un praimeru un zondes maisijumu lietojumu. Divu bloku
shéma 6. attéla paradits piemérs.

@eeee Visas analizes pirmaja bloka
tiek veiktas ar PPC-ABL.
D0 L 0CCO0] etz

tiek veiktas ar PPF-mbcr.

6. attéls. leteicamais plates iestatijums vienam eksperimentam. S: cDNS paraugs;
F1-5: BCR-ABL mbcr standarti; C1-3: ABL standarti; H.O: Gdens kontrole.

gPCR instrumenta SmartCycler
Piezime. Visas darbibas veiciet uz ledus.

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Procedura

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

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

Visas koncentracijas ir paredzétas reakcijas galigajam tilpumam.

14. 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
kompenseétu pipetéSanas kladu, ir ieklauti papildu tilpumi.

14. tabula. qPCR maisijuma sagatavosana

BCR-ABL
ABL: mbcr:
14+1 16+1
1 reakcija reakcijas reakcijas Galiga

Komponents (pl) (p) (p) koncentracija
TagMan
Universal PCR 12,5 187,5 212,5 1Xx
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 5 katram 5 katram -
4. sol)
Kopéjals 25 25 katram 25 katram -
tilpums

3. Pievienojiet katra iedobeé 20 pl ieprieks sagatavota qPCR maisijuma.

4. Pievienojiet 5 yl RT produkta (cDNS, 100 ng RNS ekvivalents), kas
tika ieguts atgriezeniskas transkriptazes laika (skatit "Protokols:
leteicama standartizéta EAC atgriezeniska transkriptaze™”, 11)
attiecigaja stobrina (kopéjais tilpums 25 pl).

5. Uzmanigi samaisiet, pipetéjot uz augsu un uz leju.
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6. levietojiet paraugus termalaja amplifikatora saskana ar razotaja
ieteikumiem.

7. leprogrammeéjiet instrumentam SmartCycler termala cikla
programmu, ka noradits 15. tabula.

15. tabula. Temperatiras profils

Glabasana Temperatira: 50 °C
Laiks: 2 minates

2. glabasana Temperatara: 95 °C
Laiks: 10 minates

Ciklosana 50 reizes
95 °C 15 sek.

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

8. Meés iesakam iestatit robezvertibu uz 30. Startéjiet termiskas
cikloSanas programmu, ka noradits 15. tabula.
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Rezultatu interpretésana

Datu analizes princips

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

|lzmantojot standartus ar zinamu molekulu skaitu, var izveidot standarta Iikni
un noteikt precizu mérka daudzumu testa parauga. jpsogen 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 iegito TagMan amplifikacijas
Itkknu piemérs paradits 7. un 8. attéla.

Amelification Curves - eaed
B ABL 103 B o
o ABL 104 =
m ABL10°
; -"r.‘I
A = ‘/\‘ . - G N
“-\--r.’vy _.-ai S
1 1] X ‘cm ] . - &

7. attéls. ABL standartu noteikSana (C1, C2, C3). 10%, 10* un 10° kopijas/5 pl.

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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8. att. BCR-ABL mbcr standartu noteiksana (F1-F5). 10", 102, 103, 105, 108 kopijas/5 pl.

Results (Rezultati)

Standarta likne un kvalitates kriteriji
Neapstradatos 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 vertibas, kas iegltas no plazmidu standarta
atskaidijumiem. 9. attéla paradits teorétiskas liknes piemérs, kas aprékinata ar
5 standarta atSkaidijumiem.
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9. attéls. Teorétiska likne, kas aprékinata ar 5 standarta atSkaidijumiem. Katram génam
(ABL un BCR-ABL) tiek aprékinata lineara regresijas ltkne (y = ax + b), kur a ir linijas slipums
un b ir y krustojums, kas ir y koordinata punktam, kur linija Skérso y asi. Tas vienadojums un
noteikSanas koeficients (R?) tiek uzdrukats diagramma.

Ta ka standarti ir desmitkartigi atSkaidijumi, [Tknes teorétiskais slipums ir —3,3.
Slipums no —3,0 lidz —-3,9 ir pienemams, ja R?ir > 0,95 (2). Tomeér, lai iegltu
precizus rezultatus, ieteicama vértiba ir R > 0,98 (3).

Normalizéto kopiju skaits (Normalized Copy Number, NCN)

ABL standarta Iiknes vienadojums jaizmanto, lai nezinamo paraugu iegutas Cr
vértibas (iegutas ar PPC-ABL) parveidotu par ABL kopiju skaitu (ABLcn).

BCR-ABL standarta ltknes vienadojums ir jaizmanto, lai nezinamiem

paraugiem iegutas neapstradatas Cr vértibas (iegttas 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

Minimala atlikusas slimibas (MRD) vértiba ir attieciba starp CG normalizéto
FG ekspresiju pécparbaudé (FGen/CGen)rup un diagnostikas paraugos
(FGcn/CGen)px.

(FGcen/CGen)rup
(FGen/CGen)px

MRD vértiba (MRDv) =
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Jutiba

Jutiba (SENSv) tiek aprékinata, nemot véra FG relativo ekspresiju diagnozes
noteikSanas laika (FGen/CGen)ox un CG ekspresiju (CGen,rup) NoveéroSanas
parauga.

CGecn,px

Jutiba (SENSv) =
CGen,rup X FGenpx

Kvalitates kontrole ABL véertibam

Zemas kvalitates RNS vai gPCR darbibu laika radusos problému dé| ABLcn
var but zems. Més iesakam atmest rezultatus no paraugiem, kuru ABLcn
<1318 (zemaka 95 % TI vértiba no pacienta paraugiem EAC pétijuma,

4. atsauce).

Reproducéjamiba starp atkartojumiem

Cr vertibu variacijas starp atkartojumiem jabat < 2, kas atbilst Eetrkartigam
kopiju skaita vértibu izmainam.

Cr vertibu variacijas starp atkartojumiem parasti ir < 1,5, ja videja atkartojumu
Cr vertiba ir < 36 (2).

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

Udens kontroles
Negativas kontroles materialiem jabut nulle CN.

Pozitivs Gdens kontroles materials rodas krusteniskas kontaminacijas
rezultata. Risindjumu skatiet talak sniegtaja sadala “Problému novérSanas
celvedis”

Problému novérsanas celvedis

Sie noradijumi par problému novérdanu var palidzét novérst iespéjamas
problémas. Stkaku informaciju skatiet art lapa "Biezak uzdotie jautajumi”, kas
pieejama musu tehniska atbalsta centra vietné:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN tehniska atbalsta darbinieki
vienmeér labprat atbildés uz jasu jautajumiem par informaciju un protokolu Saja
rokasgramata, ka arT paraugu un analizu metodem (kontaktinformaciju skatiet
sadala “Kontaktinformacija”, 45).
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Komentari un ieteikumi

Negativs rezultats kontroles génam (ABL) un BCR-ABL mbcr visos
paraugos — standarta kartiba

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

Paraléli palaidiet Stnu linijas RNS pozitivu
kontroles materialu (Augsti pozitiva kontrole
ipsogen BCR-ABL1 mbcr Controls Kit,

kat. Nr. 670091).

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

darbibas laika Paraléli palaidiet §anu Iinijas RNS pozitivu

kontroles materialu (ipsogen BCR-ABL1 mbcr
Controls Kit, kat. Nr. 670091).

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 ITnijas RNS pozitivu
kontroles materialu (ipsogen BCR-ABL1 mbcr
Controls Kit, kat. Nr. 670091).

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

darbibas laika Paraléli palaidiet $tnu IlTnijas RNS pozitivu

kontroles materialu (ijpsogen BCR-ABL1 mbcr
Controls Kit, kat. Nr. 670091).

Negativs standarta signals

a) PipetéSanas kluda Parbaudiet pipetéSanas shému un reakcijas
iestatijumu.
Atkartojiet PCR izpildi.
b) NeatbilstoSa Glabajiet ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kit
komplekta temperatira no —15 °C lidz
komponentu —30 °C un sargajiet praimeru un zondes
glabasana maistjumus (PPC un PPF) no gaismas. Skatit

“Reagentu uzglabasana un lietosana", 10.
Nesasaldéjiet un neatkauséjiet atkartoti.

Glabasanas noliika sadaliet reagentus alikvotas
dalas.

34 ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kit rokasgramata 03/2015



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, vienmer
lietojiet paraugus, komplekta komponentus un
paligmaterialus saskana ar visparpienemto
praksi.

Nav signala, pat standarta kontrolés
a) Pipetésanas klida vai  Parbaudiet pipetéSanas shému un reakcijas
izlaisti reagenti iestatjumu.
Atkartojiet PCR izpildi.
b) Parauga materialam ir  Atkartojiet RNS sagatavoSanu.
inhib&josa iedarbiba
nepietiekamas
izdaliSanas dél

c) LightCycler: izvéléts lestatiet Channel Setting (Kanala iestatijums) uz
nepareizs noteikS8anas F1/F2 vai 530 nm/640 nm.
kanals

d) LightCycler: nav Parbaudiet cikla programmas.
ieprogrammeéta datu

PCR programmas katra normalizacijas
segmenta beigas atlasiet datu iegliSanas reZimu
“single” (viens).

iegusSana

Paraugos trikstoss 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 Stnu ITnijas RNS pozitivu
kontroles materialu (ipsogen BCR-ABL1 mbcr
Controls Kit, kat. Nr. 670091).

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

darbibas laika Paraléli palaidiet $tnu Iinijas RNS pozitivu

kontroles materialu (ipsogen BCR-ABL1 mbcr
Controls Kit, kat. Nr. 670091).
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Komentari un ieteikumi

Fluorescences intensitate ir parak zema

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

lietoSana",10.

Nesasaldéjiet un neatkauséjiet atkartoti.

Glabasanas noliika sadaliet reagentus alikvotas
dalas.

b) Loti zems mérka RNS  Palieliniet parauga RNS daudzumu.

sakotnéjais daudzums  pjezime. Atkariba no izvélatas RNS

sagatavo$anas metodes var rasties inhibéjosa
iedarbiba.

LightCycler: Fluorescences intensitate mainas

a) PipetéSanas kluda PipetéSanas kludas izraisito mainigumu var
mazinat, analizéjot datus rezima 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 konkrétas
iekartas lietoSanas rokasgramata.
c) Kapilara gala aréja Rikojoties ar kapilariem, vienmér izmantojiet
virsma ir netira cimdus.

LightCycler: standarta liknes klida

PipetéSanas klida PipetéSanas kludas izraisito mainigumu var
mazinat, analizejot 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 ISO 13485:2003. Analizes
sertifikati ir pieejami péc pieprasijuma vietn€ www.giagen.com/support/.
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lerobezojumi

Pirms Sis ierices izmantoSanas lietotajiem jabut apmacitiem un japarzina St
tehnologija.

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

Pievérsiet uzmanibu deriguma termina datumiem, kas noraditi uz kastites un
visu komponentu etiketem. Nedrikst izmantot komponentus, kam beidzies
deriguma termins.

Piezime. Komplekts ir izstradats saskana ar “Eiropa pret vézi” (Europe Against
Cancer, EAC) péetijumiem (4), un tas atbilst atjauninatajiem starptautiskajiem
ieteikumiem (3, 5). Tas jaizmanto, ievérojot Saja rokasgramata sniegtos
noradijumus, kombinacija ar apstiprinatiem reagentiem un instrumentiem
(skatit “NepiecieSamie materiali, kas nav ietverti komplekta”, 8). Jebkura 81
produkta izmantoSana un/vai sastavdalu modificéSana arpus etiketé

shiegtajiem noradijumiem anulés QIAGEN atbildibu.
Veiktspejas raksturojums
Nekliniskie pétijumi

Materiali un metodes
lekarta ABI PRISM 7700 SDS kopa ar sadala “NepiecieSamie materiali, kas

nav ietverti komplekta”, 8 uzskaititajiem reagentiem tika veikts veiktspéjas
novértéjums. Ekvivalences pétijumos tika apstiprinats tas lietojums Sados
instrumentos: ABI PRISM 7000 un 7900HT SDS, LightCycler 1.2 un

480 instrumenta, Rotor-Gene 3000 un SmartCycler instrumenta (6).

Tika veikti nekliniski pétijumi, lai noteiktu ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kit
analitisko veiktspéju. Sie nekliniskie laboratorijas pétijumi tika veikti ar kopé&jo
RNS no TOM1 Sinu linijas, kas atSkaidita ar MV4-11 Stnu Iinijas 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 TOM1 kopéjas RNS
koncentracijas (5 ng, 500 pg, 50 pg, 5 pg un 5 pg), kas atSkaiditas MV4-11
kopéja RNS, ar nemainigu galigo kopéjo daudzumu 1000 ng (10. attéls).
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10. attéls. 5 x 103 (5 ng), 5 x 10~* (0,5 ng) un 5 x 10~° (0,05 ng) TOM1 kopéjas RNS
atSkaidijumu amplifikacijas diagrammas MV4-11 negativaja kopéja RNS.

Analitiskie dati

16.—19.. tabula paraditas startestu analizes ar vidéjo robezveértibas ciklu (Ct),
standartnovirzi (standard deviation, SD), paraugu skaitu (n), variacijas
koeficientu (coefficient of variation, CV), vidéjo kopiju skaitu (copy number,
CN) un vidéjo normalizéto kopiju skaitu (normalized copy number, NCN).

16. tabula. Starptestu analize — Sunu linijas nbcr un ABL

Sanu
linija Atskaidijums Vidéjais Cr SN n VK (%)
5x 1073 (5 ng/1 ug) 29,19 0,26 20 0,88
mbcr 5x 10 (0,5 ng/1 ug) 33,70 0,48 20 1,47
5 x 107° (0,05 ng/1 pg) 37,03 1,16 20 3,15
ABL - 25,01 0,87 100 3,46
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17. tabula. Starptestu analize — plazmidas

Geéens Plazmida Videéjais Cr SN n VK (%)
F1 (10" kopija) 35,19 0,90 11 2,57
F2 (102 kopijas) 31,87 0,64 12 1,99

mbcr F3 (102 kopijas) 28,41 0,71 12 2,50
F4 (10° kopijas) 21,48 0,59 12 2,76
F5 (108 kopijas) 18,37 0,71 12 3,89
C1 (103 kopijas) 29,68 0,85 12 2,86

ABL C2 (10* kopijas) 26,01 0,51 12 1,96
C3 (10° kopijas) 22,53 042 12 1,86

18. tabula. Starptestu analize — Sinu linijas BCR-ABL mbcr un ABL
(videjais CN)

Sunulinja  AtSkaidijums  VidgjaisCN SN n o VK (%)
( 55n’; /1 10:9) 587,30 19410 20 33,05
SORABL : 0,2 ’;91 ﬁ:g) 57,84 20,38 20 3523
o ;5"”;?1_5“9) 4,39 273 20 62,35
ABL _ 2203822 945917 100 42,92

19. tabula. Starptestu analize — Sunu linija BCR-ABL mbcr (vidéjais NCN)

Sinu Vidgjais
linija Atskaidijums NCN* SN n VK (%)
BCR 5x 1073 (5 ng/1 ug) 267,46 9322 20 34,85
ABL 5x 10 (0,5 ng/1 pg) 23,54 736 20 31,28
mber 5x 10-5 (0,05 ng/1 pg) 2,60 280 20 107,66
* Tikai Siem pétijuma rezultatiem NCN tiek BCR-ABL mbcr cn « 10 000.
shiegts ka ABLcn
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Kliniskie pétijjumi

lekarta ABI PRISM 7700 SDS kopa ar sadala “NepiecieSamie materiali, kas
nav ietverti komplekta”, 8 uzskaititajiem reagentiem tika veikts veiktspéjas
noveértéjums. Ekvivalences pétijumos tika apstiprinats tas lietojums $ados
instrumentos: ABI PRISM 7000 un 7900HT SDS, LightCycler 1.2 un 480

instrumenta, Rotor-Gene 3000 un SmartCycler instrumenta (6).

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 genu gPCR
analizei kliniskaja vidé. BCR-ABL p190 transkripts bija viens no pétijuma
ieklautajiem kodolsintézes géniem (FG). Seit ir pieejams $T apstiprinajuma
pétijuma kopsavilkums; visi rezultati ir publicéti 2003 (4, 7).

Starplaboratoriju reproducéjamiba CG un FG plazmidu standartiem

Vienpadsmit laboratorijas veica starplaboratoriju reproducéjamibas
eksperimentu, lai novértetu mainigumu CG un FG plazmidu standarta
atSkaidijumos. AtSkaidijumi tika veikti divreiz katra iestadé. 20. tabula noradits
vidgjais raditajs, standartnovirze un CV (%) katram atSkaidijumam.

20. tabula. Starplaboratoriju reproducéjamiba CG un FG plazmidu
standartiem

Gens Atskaidijums  Videéji CrSD VK (%)
C1 29,04 0,53 1,82

ABL kontrolgéns C2 25,64 0,47 1,84
C3 22,10 0,34 1,55
F1 35,99 1,18 3,28
F2 32,05 0,74 2,32

BCR-ABL mbcr

: o F3 28,43 0,65 2,29
apvienotais géns

F4 21,60 0,59 2,72

F5 18,24 0,46 2,57

BCR-ABL mbcr FG transkripta ekspresijas véertibas

21. un 22. tabula paraditas BCR-ABL mbcr FG transkripta un ABL CG
ekspresijas vértibas TOM1 Sanu Iinijai, ALL pacientiem diagnozes noteikSanas
laikd un normaliem pacientiem.
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21. tabula. BCR-ABL mbcr FG transkripta un ABL CG ekspresijas
vértibas — Cr vertibas

Cr veértibas (95 % diapazons)

BCR-ABL mbcr ABL
TOM1 sSianu linija 22.8 21,8
ALL pacientu paraugi
BM (n =17) 24,7 (21,3-27,1) 24,5 (21,7-27,1)
PB (n=7) 23,3 (21,7-29,1) 22,5 (21,0-27,0)
Negativie pacientu paraugi
BM (n = 26) - 25,35 (24,68-26,02)
PB (n = 74) - 25,15 (24,83-25,48)

22. tabula. BCR-ABL mbcr FG transkripta un ABL CG ekspresijas
vértibas — CC un NCN veértibas

NCN vertibas
(95 %
CN vertibas (95 % diapazons) diapazons)
CN BCR-ABL
BCR-ABL mbcr ABL mbcr/CN ABL
ALL pacientu paraugi
_ 9550 11 912 0,8
BM(n=17)  (1738-97724) (501270 795) (0,35-1,38)
PB (n=7) 91 201 134 896 0,68
(1905-208 930) (4786-114 815) (0,4-1,82)

Negativie pacientu paraugi

~ 19 201
BM (n = 26) - (12 922-25 480)

) 21136
A= i) - (17 834-24 437)

ABL Cr vertibas neatskiras ne starp parastiem un leikémiskiem paraugiem,
ne starp paraugu veidiem (PB vai BM) vai leikémijas paraugiem (ALL,
AML, CML).
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Viltus pozitivas un viltus negativas vertibas

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

B Pozitivas kontroles materiali: TOM1 Slnas — $0nu linijas, kas BCR-ABL
p190 apvienotajam génam parasti rada pozitivus raditajus; pacienta
paraugi ir jau novértéti attiectba uz p190 pozitivajiem raditajiem

B Negativas kontroles materiali: Negativi RNS paraugi, nav neviena
amplifikacijas kontroles materiala (no amplification controls, NAC), kas
tiktu izgatavots no E. coli RNS, nevis cilveka RNS, lai parbauditu PCR

kontaminaciju, ka art nav neviena veidnes kontroles materiala
(no template controls, NTC), kas cilvEéka RNS vieta saturétu tdeni

FG RNS paraugu amplifikacija tika veikta tris reizes un CG - 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).

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

23. tabula. Viltus negativi un viltus pozitivi paraugi

Viltus negativi raditaji Viltus pozitivi raditaji
FG negativas
103 104 kontroles materials NAC/NTC
0 % (0/54) 4 % (3/75) 4,8 % (6/126) 5,8 % (7/120)
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Atsauces

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

Lai iegGtu pilnigu atsaucu sarakstu, apmeklgjiet QIAGEN atsaucu datu bazi
vietné www.giagen.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 talak noraditie simboli.

Satur reagentus, kuru daudzums ir pietiekams <N>

;; <N> reakcijam
g Izlietot lidz
IVD In vitro diagnostikas mediciniska ierice

Kataloga numurs

Partijas numurs

MAT Materiala numurs

GTIN Globalais tirdzniecibas identifikacijas numurs
Temperatlras ierobezojums

Razotajs

Skattt lietoSanas instrukcijas

=Bz [ H

Kontaktinformacija

Lai sanemtu tehnisko palidzibu un papildu informaciju, apmekl&jiet masu
tehniska atbalsta centra vietni www.qgiagen.com/Support, zvaniet pa talruna
numuru 00800-22-44-6000 vai sazinieties ar kddu no QIAGEN tehnisko
pakalpojumu dienesta nodalam vai vietéjiem izplatitajiem (skatiet aizmuguréjo
vaku vai apmeklgjiet vietni www.giagen.com).
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Informacija par pasutisanu

Produkts Saturs Kat. Nr.
ipsogen BCR-ABLA1 24 reakcijam: ABL kontrolgéna 670023
mbcr Kit (24) standarti, 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 lietojumos

Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR cikleris un augstas 9002032
5plex HRM Platform izSkirtspéjas kuSanas analizators ar

5 kanaliem (zalS, dzeltens, oranzs,

sarkans, tum$sarkans) un HRM

kanalu, klépjdators, programmatura,

piederumi, 1 gada garantija dalam un

darbam, bet instaléSana un apmaciba

nav ieklauta
Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR cikleris un augstas 9002033
5plex HRM System izSkirtsp&jas kuSanas analizators ar

5 kanaliem (zalS, dzeltens, oranzs,
sarkans, tum$sarkans) un HRM
kanalu, klépjdators, programmatira,
piederumi, 1 gada garantija dalam un
darbam, instaléSana un apmaciba

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

ipsogen BCR-ABL1 Sanu ITnijas ar negativo, augsti un 670091
mbcr Controls Kit zemi pozitivo BCR-ABL mbcr
apvienota géna ekspresiju

Jaunako informaciju par licencéSanu un produktiem specifiskas atrunas skatiet
attiecigaja QIAGEN komplekta rokasgramata vai lietotaja rokasgramata.
QIAGEN komplektu rokasgramatas un lietotaja rokasgramatas ir pieejamas
vietné www.giagen.com, un tas var pieprasit art no QIAGEN tehniska atbalsta
dienesta vai vietéjiem precu izplatitajiem.
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Sis produkts ir paredzéts lietoganai in vitro diagnostika. Bez QIAGEN rakstiskas atlaujas ipsogen produktus nedrikst pardot talak, izmainit
talakpardos$anai vai izmantot, lai razotu komercialus izstradajumus.

Saja dokumenta pieejama informacija var tikt mainita bez iepriek3&ja pazinojuma. QIAGEN neuznemas atbildibu par jebkadam kladam, kas var
bat $aja dokumenta. Tiek uzskatits, ka publicé$anas bridT 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 produktiem tiek garantéta atbilstiba noteiktajam specifikacijam. QIAGEN vienigais pienakums un klienta vienigais tiesiskas aizsardzibas
lidzeklis ir produkta nomaina bez maksas, ja produkti nedarbojas, ka noradits.

Pre¢u 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).

lerobezots licences ligums
ST izstradajuma izmanto$ana apliecina katra ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kit pircja vai lietotaja piekri$anu talak minétajiem nosacijumiem.

1. ipsogen BCR-ABL1 mbor 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 Saja komplekta, vai ar tam apvienotu,
iznemot gadijumus, kas aprakstiti ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kit rokasgramata un papildu protokolos, kas pieejami vietné www.giagen.com.

2. Uznemums QIAGEN nesniedz citas garantijas, iznemot skaidri noraditas licences, ka Sis komplekts un/vai ta lietoSana parkapj treSo pusu
tiesibas.

3. Sis komplekts un ta sastavdalas ir licencétas vienreizéjai lietoSanai, un tas nedrikst izmantot atkartoti, atjaunot vai pardot talak.
4. QIAGEN 1pasi atsakas no jebkadam citam tieSam vai netie$am licencém, kas nav skaidri noraditas.

5. 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 pieprastt $T ierobeZota licences liguma aizliegumu TstenoSanu jebkura tiesa un apnemas
atgat visus savus izmekléSanas un tiesas izdevumus, ieskaitot advokatu honorarus, kas radusies, Tstenojot o ierobezoto licences ligumu vai
jebkuru no uznémuma intelektuala ipasSuma tiestbam saistiba ar komplektu un/vai ta komponentiem.

Atjauninatos licences nosacijumus skatiet vietné www.giagen.com.

HB-1357-002-LV © 2013-2015 QIAGEN, visas tiesibas paturétas.
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Australija = techservice-au@giagen.com
Austrija = techservice-at@giagen.com
Belgija = techservice-bnl@giagen.com
Brazilija = suportetecnico.brasil@giagen.com
Kanada = techservice-ca@giagen.com

Kina = techservice-cn@qiagen.com

Danija = techservice-nordic@giagen.com
Somija = techservice-nordic@giagen.com
Francija = techservice-fr@giagen.com
Vacija = techservice-de@qgiagen.com
Honkonga = techservice-hk@giagen.com
Indija = techservice-india@qgiagen.com

Trija = techservice-uk@gqiagen.com

Italija = techservice-it@giagen.com

Japana = techservice-jp@qgiagen.com
Koreja (dienvidi) = techservice-kr@giagen.com
Luksemburga = techservice-bni@giagen.com
Meksika = techservice-mx@giagen.com
Niderlande = techservice-bnl@giagen.com
Norvégija = techservice-nordic@giagen.com
Singapira = techservice-sg@giagen.com
Zviedrija = techservice-nordic@giagen.com

Sveice = techservice-ch@giagen.com

ASV = techservice-us@giagen.com QI AGEN

Apvienota Karaliste = techservice-uk@qiagen.com
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