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Paredzétais lietojums

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit ir kvantitativs in vitro diagnostikas tests, lai
méritu BCR-ABL1 apvienoto génu b3a2 (e14a2) un b2a2 (e13a2) transkriptus summaraja
RNS, kas iegata no pilnasinim.

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit ir paredzéts, lai uzraudzitu dzilo molekularo
reakciju pacientiem, kuriem diagnosticéta Filadelfijas hromosomu pozitivas hroniskas fazes
(Ph+) p210 hroniska mieloleikoze (HML).

To kalibré saskana ar Pasaules veselibas organizacijas (PVO) Starptautisko genétisko

atsauces paneli (International Genetic Reference Panel).

Kopsavilkums un skaidrojums

Informacija par hronisko mieloleikozi

HML pieder pie mieloproliferativo neoplazmu grupas, un ir sastopama > 90 % gadijumu, ko
raksturo Filadelfijas hromosomas (Philadelphia chromosome, Ph CHRS) klatbdtne. So
hromosomu veido reciproka translokacija starp 9. un 22. hromosomas, t(9;22), garajiem
pleciem, turklat parravumu klasteru regions (BCR) atrodas 22. hromosoma un c-ABL
onkogéns atrodas 9. hromosoma. Attiecigais apvienotais géns, BCR-ABL1 tiek transkribéts
8,5 kb mRNS kopa ar 2 krustojuma variantiem b2a2 (uzradas 40 % gadijumu) un b3a2
(uzradas 55 % gadijumu). Sis apvienotais géns $ifré hibridu proteinu p210 ar palielinatu
tirozinkindzes aktivitati. b2a3 un b3a3 transkripti uzradas mazak neka 5 % gadijumu.
PieauguSiem akitas limfoblastiskas leikemijas (ALL) pacientiem 35 % gadijumu var tikt
noveérota art Ph hromosoma.
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HML sastopamiba gada ir aptuveni 1-2 gadijumi uz 100 000 cilvéku, un HML veido 20 % no
pieaugudo leikémijam. Klniski ta tiek izteikta ka parmérigs skaits mielotdu $anu, kas normali
diferencéjas un funkcioné. HML pacienti 90-95 % gadijumu tiek diagnosticéti hroniska vai
stabila slimibas fazé. Agrak pacienti sasniedza paatrinato fazi ar blastu krizi un akatu
leikémiju, kas vienmer ir letala, vidéji 4 Ildz 6 gadu laika. Tomér imatiniba un pedgja laika art
otrds paaudzes tirozinkinazes inhibitoru (Tyrosine Kinase Inhibitors, TKI) izmantoSana
ievérojami mainija slimibas ierasto gaitu. Lielakajai dalai pacientu tagad ir remisija, tadél

viniem ir nepiecieSama ilgstoSa novéro$ana un slimibas uzraudziba.

Slimibas uzraudziba

Pasreizéjais HML terapijas mérkis ir panakt 100 % izdzivoSanu un Ph hromosomas negativu
radttaju. L1dz ar to ir btiska slimibas uzraudziba, lai novértétu atbildes reakciju uz arstésanu
un péc iespéjas drizak noteiktu recidivu katram pacientam. Veicot TKI terapiju, pacienti no
hematologiskas remisijas parasti pariet uz citogenétisko un péc tam — uz molekularo
remisiju ar atbilstoSu leikémisko Stnu un BBCR-ABL1 transkriptu skaita samazinajumu, ka

noradits 1. attéla.
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1. Molekularas reakcijas definicija. Pielagots no 1., 2. un 9. atsauces. MR: molekulara reakcija MMR: ievérojama
molekulara reakcija

Atsauces metode audzéja masas noteik8anai HML pacientiem ir kaulu smadzenu (Bone
Marrow, BM) metafazu parasta citogenétiska analize (G joslas). Citogenétiska reakcija tiek
novértéta vismaz 20 kaulu smadzenu metafazém. Citogenétiskas reakcijas ITmenis tiek
noteikts, nemot véra Ph hromosomas pozitivo metafazu procentualo daudzumu (3). Tomér
So novértéjumu ietekmé laboratorijas sniegums un ekspertize, un tam ir zems jutigums —

5 %, analizéjot 20 metafazes.

BCR-ABL1 Mbcr mRNS reéllaika kvantitativas polimerazes kédes reakcijas (qQPCR)
kvantitativa noteikSana periféro asinu (peripheral blood, PB) paraugos nosaka molekularo
reakciju, un tagad ta ir dala no izmantotajgm HML slimibas uzraudzibas metodém.
ST metode nav tik invaziva ka standarta kaulu smadzenu metafazu citogenétika, turklat ta ir

jutigaka.
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Nesen tika atjauninati ar ieteikumi par HML slimibas uzraudzibu, lai ieklautu jaunus kliniskos
pieradijumus, kas iegdti no zalu izméginajumiem, otras paaudzes TKI augstakas kliniskas
efektivitates, ka art BCR-ABL1 kvantitativas noteik§anas tehniskos uzlabojumiem, kas kopa
uzlabo slimibas uzraudzibas mérkus. Proti, otrds paaudzes TKI izraisa nozimigaku
molekularo reakciju lielam skaitam HML pacientu, sasniedzot to, ko definé ka dzilo
molekularo reakciju, un tas atbilst BCR-ABL1 slodzei zem 0,01 % (MR4.0) vai 0,0032 %
(MR4.5) Spéja precizi kvantitativi noteikt So loti zemo BCR-ABL1 slodzes lTmeni var bat
kliniski nozimiga, jo novérojumu izmégindjumos ir pieradits, ka TKI var drosi partraukt
pacientiem ar ilgstoSu MR4.5 molekularo atbildes reakciju (4). Tomér tiek veikti papildu
kiTniskie pétijumi, lai apstiprinatu Sos konstatéjumus.

Jaunakos ieteikumus par atbildes reakcijas definéSanu un HML pacientu uzraudzibu
attiecibd uz TKI sniedz ELN (European Leukaemia Net — Eiropas Leikozes tikls)
eksperti (3).

Tehniskaja zina starptautiskie eksperti ir centusies saskanot BCR-ABL1 Mbcr testéSanu un
zinoSanu (5-7). Turklat nesen PVO aizbildniba tika apstiprinats atsauces panelis, lai varétu
vienkarsi standartizét BCR-ABL1 kvantitativo noteik§anu (8).

Proceddras princips

gPCR lauj precizi noteikt PCR produktu daudzumu PCR amplifikacijas procesa
eksponencialaja fazé. qPCR datus var atri iegit bez PCR pécapstrades, veicot reallaika
fluorescéjoso signalu noteikS8anu PCR cikloSanas laika un/vai péc tas, tadéjadi ievérojami
samazinot PCR produkta kontaminacijas risku. PaSlaik ir pieejami tris galvenie gPCR
metoZzu veidi: gPCR analize, izmantojot SYBR® Green | Dye, gPCR analize, izmantojot

hidrolizes zondes, un qPCR analize, izmantojot hibridizacijas zondes.

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit rokasgramata 06/2018 8



Saja analizé tiek izmantots gqPCR divu krasvielu oligonukleotidu hidrolizes princips. PCR
laika tieSie un atgriezeniskie praimeri hibridiz€jas ar noteiktu sekvenci. Taja pasa maistjuma
ir divu krasvielu oligonukleotids. S7 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—3' eksonukledzes aktivitati. Ja zonde ir neskarta, reportera krasvielas
tuvums dzéséja krasvielai izraisa reportera fluorescences slapésanu, galvenokart Forster
tipa energijas parneses dél.

Ja PCR laika ir pieejams intereséjoSais mérkis, zonde normaliz&jas Tpasi starp tie3a un
atgriezeniska praimera vietam. DNS polimerazes 5 —3' eksonukleazes aktivitate saskel
zondi starp reporteru un dzéséju tikai tad, ja zonde hibridizéjas ar mérki. Péc tam zondes
fragmenti tiek parvietoti no mérka un turpinas virknes polimerizacija. Zondes 3’ gals tiek
blokéts, lai novérstu zondes pagarinasanos PCR laika (2. attéls). Sis process notiek katra

cikla, un tas nekave eksponencialu produkta uzkrasanos.

Fluorescences signala pieaugums tiek noteikts tikai tad, ja mérka sekvence ir komplementari
saistita ar zondi un tadgjadi tiek amplificéta PCR laika. So prasibu dél nespecifiska
amplifikacija netiek konstatéta. Lidz ar to fluorescences pieaugums ir tieSi proporcionals
mérka amplifikacijai PCR laika.
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2. Reakcijas princips. Summarajai RNS tiek veikta atgriezeniska transkripcija, un PCR amplificé generéto cDNS,
izmantojot specifisku praimeru pari un specifisku iek$&jo divu krasvielu zondi (FAM™-BHQ®-1). Katras PCR
normalizacijas darbibas laika zonde saistas ar amplikonu. Kad Taq pagarinas no amplikonam piesaistita praimera, 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 [1dz ar to izraisot FAM fluorescences pieaugumu un BHQ-1 fluorescences samazinajumu.
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Komplekta ietvertie materiali

Komplekta saturs

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit (24)
Kataloga Nr. 670923
Reakciju skaits 24
Atgriezeniskai transkripcijai (reverse transcription, RT) 24 pl
paredzétie reagenti

Apgriezta transkriptaze Violeta 100 pl
RT Mix (RT maisijums) Violeta 300 pl
Kalibrésanai paredzéti reagenti

High Positive RNA Control (Augsti pozitiva RNS kontrole) Balta 15plx 3
Low Positive RNA Control (Zemi pozitiva RNS kontrole) Balta 15plx 3
IS-MMR Calibrator (IS-MMR kalibrators) Balta 15l x 3
SP1-BCR-ABL Mbcr un ABL: Dzeltena 35 pl
Mbcr and ABL1 Single Plasmid Standard Dilution (Mbcr un ABL1

vienas plazmidas standarta atskaidijums) (10" kopijas/5 pl)

SP2-BCR-ABL Mbcr un ABL: Dzeltena 35 ul
Mbcr and ABL1 Single Plasmid Standard Dilution (Mbcr un ABL1

vienas plazmidas standarta atskaidijums) 102 kopijas/5 pl)

SP3-BCR-ABL Mbcr un ABL: Dzeltena 70 pl
Mbcr and ABL1 Single Plasmid Standard Dilution (Mbcr un ABL1

vienas plazmidas standarta atskaidijums) (10° kopijas/5 pl)

SP4-BCR-ABL Mbcr un ABL: Dzeltena 35 pl
Mbcr and ABL1 Single Plasmid Standard Dilution (Mbcr un ABL1

vienas plazmidas standarta atskaidijums) (10* kopijas/5 pl)

SP5-BCR-ABL Mbcr un ABL: Dzeltena 70 pl
Mbcr and ABL1 Single Plasmid Standard Dilution (Mbcr un ABL1

vienas plazmidas standarta atskaidijums) (10° kopijas/5 pl)

SP6-BCR-ABL Mbcr un ABL: Dzeltena 70 ul

Mbcr and ABL1 Single Plasmid Standard Dilution (Mbcr un ABL1
vienas plazmidas standarta atskaidijums) (10° kopijas/5 pl)

Tabulas turpinajums nakamaja lappusé

11 ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit rokasgramata

06/2018



Tabulas turpindjums no iepriek$éjas lappuses

qPCR paredzéti reagenti

Taq DNS polimeraze Piparmétru 85 pl
gPCR Mix ABL1* Zala 720 pl x 3
gPCR Mix Mbcr* Sarkana 720 I x 3
ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR rokasgramata 1

* Satur ABL1 kontrolgénam paredzé&tu maisTjumu no specifiskiem atgriezeniskiem un tieSiem praimeriem un
specifisku FAM—BHQ-1 zondi.

T Satur BCR-ABL1 Mbcr apvienotajam génam paredzétu maisijumu no specifiskiem atgriezeniskiem un tieSiem
praimeriem un specifisku FAM-BHQ-1 zondi.

NepiecieSamie materiali, kas nav ietverti
komplekta

Stradajot ar kimikalijam, vienmeér valkajiet piemérotu laboratorijas halatu, vienreizéjas
lietoSanas cimdus un aizsargbrilles. Lai iegltu papildinformaciju, iepazistieties ar
attiecigajam droSibas datu lapam (Safety Data Sheet, SDS), kas ir pieejamas pie produkta
piegadataja.

Eritrocitu lizei paredzéti reagenti

e Erythrocyte Lysis (EL) Buffer (Eritrocttu lizes (EL) buferSkidums) (kat. Nr. 79217)
® 14.3 M B-merkaptoetanols™*

o RNeasy® Midi Kit (kat. Nr. 75144)

* leteicamas Kimiskas vielas un aprikojums eritrocttu lizei un RNS izoléSanai var bat potenciali bistams. NodroSiniet,
lai pirms lietoSanas tiktu noteikti attiecigi individualie aizsardzibas lidzekli un aizsardzibas pasakumi.
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Reagenti summaras RNS izolé$anai

o RNeasy Midi Kit (kat. Nr. 75144)
e Etanols (70 %, 80 % un 96-100 %)

o RNS attirisanas un koncentracijas darbiba: RNeasy MinElute® Cleanup Kit
(kat. Nr. 74204)

o PCR kategorijas Gdens bez nukleazes

Izejmateriali

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

® 18-20 kalibra adata* uz Slirces bez RNase
® 0,5 ml vai 0,2 ml nukleazi nesaturosi stobrini
® 1,5 ml vai 2 ml nukleazi nesaturo$i stobrini
® 50 ml centrifigas stobrini

e Teststrémelu stobrini un vacini, 0,1 ml, paredzeti Rotor-Gene Q (kat. Nr. 981103
vai 981106)

® Ledus

Aprikojums

e Pipetes*, kas paredzétas PCR (1-10 pl; 10-100 pl; 100~1000 pl)

e Galda centrifuga® ar rotoru 0,2 ml un 2 ml reakcijas stobriniem (ar centrifugéSanas
jaudu 8000 x g vai 10 000 apgr./min)

® Spektrofotometrs*

* Nodrosiniet, lai instrumenti tiktu parbaudtti un kalibréti saskana ar raZotaja ieteikumiem.
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® Laboratorijas centrifiiga* ar rotoru, kas paredzéta 15 un 50 ml stobriniem
(pieméroti 3000-5000 x g), kas lauj veikt atdzesétu centrifugéSanu (4 °C)

® lerice Thermomixer, sildams orbitals inkubators, sildiSanas bloks vai Gdens pelde

(atgriezeniskas transkripcijas darbibai)*

® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* (kat. Nr. 9002032) un saistttais specifiskais materials
Piezime. Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM nevar izmantot atgriezeniskas transkripcijas
darbibai.

Aprikojums, paredzéts qPCR ar manualu analizi
Rotor-Gene Q programmatiras versija 2.1.0 vai jaunaks aprikojums, kas

paredzéts qPCR ar automatizétu analizi

e Rotor-Gene AssayManager® programmatiras versija 2.1.x (x20)
® Rotor-Gene AssayManager Gamma Plug-in v1.0.x (x=0)

® Analizes profils ipsogen_BCR-ABL1Mbcr(ABL)_blood_CE_V1_0_x.iap (x=1)

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit rokasgramata 06/2018
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Bridinajumi un piesardzibas pasakumi
LietoSanai in vitro diagnostika

DroSibas informacija

Stradajot ar kimikalijam, vienmeér valkajiet piemérotu laboratorijas halatu, vienreizéjas
lietoSanas cimdus un aizsargbrilles. Plasaku informaciju skatiet attiecigajas droSibas datu
lapas (Safety Data Sheet, SDS). Tas érta un kompakta PDF formata ir pieejamas vietné
www.qiagen.com/safety, kur ir pieejamas SDS skati$anai un izdrukasanai katram
QIAGEN® komplektam un ta komponentiem.

Visas kimiskas vielas un biologiskie materiali ir potenciali bistami. Paraugi ir potenciali
infekciozi, un ar tiem ir jarikojas ka ar biologiski bistamiem materialiem. Asinis tiek uzskatitas
par potenciali infekciozam. Stradajot ar pilnasinim, javeic visi nepiecieSamie piesardzibas

pasakumi, ko ieteikusi atbilstoSa regulativa iestade lietoSanas valstr.

leteicamas kimiskas vielas un aprikojums eritrocTtu [izei un RNS izoléSanai var bat potenciali
bistams. NodroSiniet, lai pirms lietoSanas tiktu noteikti attiecigi individualie aizsardzibas

[Tdzekli un aizsardzibas pasakumi.
Vispareéjie piesardzibas pasakumi

Lai izmantotu qPCR testus, ir nepiecieSama laba laboratorijas prakse, tostarp tada
aprikojuma apkope, kas ir paredzéts molekularajai biologijai un atbilst piemérojamajiem
noteikumiem un attiecigajiem standartiem. $a produkta komponenti ir pietiekami, lai katra
analize veiktu 24 reakcijas.
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Utilizgjiet paraugus un analizes atkritumus atbilstosi vietéjam droSibas proceddram.
Reagenti, kas ieklauti ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit, ir optimali atSkaidTti.
NeatSkaidiet reagentus papildus, jo tas var izraisit veiktspéjas zudumu.

Visus jpsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit komplekta ieklautos reagentus ir
paredzéts lietot tikai ar citiem ta pasa komplekta reagentiem. Neaizstajiet nevienu
reagentu ar reagentu no cita jpsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit komplekta, jo

tas var ietekmét veiktspéju.

Papildu bridinajumus, piesardzibas pasdkumus un procediras skatiet Rotor-Gene Q
MDx 5plex HRM instrumenta, Rotor-Gene AssayManager v2.1 un Gamma spraudna

lietotaja rokasgramatas.
Inkub3cijas laika un/vai temperattras maina var radtt klidainus vai pretrunigus datus.
Neizmantojiet nederigus vai nepareizi uzglabatus komponentus.

levérojiet 1pasu piesardzibu, lai novérstu savstarp&ju kontaminaciju, izmantojot
pozitivas kontroles.

levérojiet Tpasu piesardzibu, lai nepielautu cDNS vai PCR produkta parneses
kontaminaciju, kuras dé| var rasties aplami pozitivs signals.

levérojiet 1pasu piesardzibu, lai novérstu RNase vai DNase kontaminaciju, kas var
izraistt matricas RNS vai cDNA noardisanos.

Atveriet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM instrumentu tikai tad, kad ir pabeigta izpilde.
Jaievéro piesardziba, lai nodroSinatu pareizu paraugu testéSanu, 1pasi piesargoties no
nepareizas paraugu ievadisanas, ielades kladam un pipetéSanas kladam.

NodroSiniet, lai darbs ar paraugiem notiktu sistematiski, lai tos vienmér varétu pareizi
identificét un uzturétu izsekojamibu.
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Tade| ieteicams ievérot talak sniegtos noradijumus.

® [zmantojiet laboratorijas aprikojumu bez nukleazes (piem., pipeSu uzgalus, reakcijas
flakonus)

e Laiizvairttos no paraugu un reagentu savstarpéjas kontaminacijas, visas pipetéSanas
darbibas izmantojiet jaunus pipesu uzgalus, kas ir izturigi pret aerosolu.

® Sagatavojiet pirms-PCR pamatmaisijumus ar tiem paredzétajiem materialiem (pipetém,
uzgaliem utt.) tam paredzétaja vieta, kur nav nevienas DNS matricas (cDNS, plazmidas
vai PCR produktu).

® Pievienojiet matricu atsevisSka zona (vélams atseviska telpa) ar specifisku materialu
(pipetém, uzgaliem utt.).

Drosibas informaciju, kas raksturiga reagentiem un komplektiem, kurus izmanto paraugu

sagatavoSanai, skatiet attiecigajas rokasgramatas. DroSibas informacija par RNeasy Midi

Kit (kat. Nr. 75144) apvienojuma ar Buffer EL (kat. Nr. 79217) ir sniegta RNeasy Midi/Maxi

rokasgramata, savukart RNeasy MinElute Cleanup Kit (kat. Nr. 74204) droSibas informacija

ir sniegta RNeasy MinElute Cleanup rokasgramata.

Reagentu uzglabasana un lietoSana

TransportéSanas apstakli

Komplekts ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit tiek piegadats uz sausa ledus. Ja
kads no jpsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit komplekta komponentiem piegades
bridi nav sasaldéts, ja aréjais iepakojums transportéSanas laika ir atvérts vai satljuma nav
ietverta piezime par iepakosSanu vai reagenti, sazinieties ar QIAGEN tehniska atbalsta
dienestu vai vietéjiem izplatitdjiem (skatiet aizmuguréjo vaku vai apmeklgjiet

vietni www.giagen.com).
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Uzglabasanas apstakli

Komplekts ijpsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit talit péc sanemsSanas jauzglaba no
—30 °C Iidz —15 °C temperatira saldétava, kas uztur nemainigu temperatdru. Jauzmanas,

lai gPCR maisijumus pasargatu no gaismas.

Uzglabasanas informacijai attieciba uz reagentiem un komplektiem, ko izmanto paraugu
sagatavoSanai: RNeasy Midi Kit (kat. Nr. 75144), Buffer EL (kat. Nr. 79217), RNeasy
MinElute Cleanup Kit (kat. Nr. 74204), skatiet atbilsto$as rokasgramatas.

Stabilitate

Uzglabajot noraditajos uzglabasanas apstaklos, ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit

komplekts ir stabils [1dz deriguma termina datumam.

Péc atvérSanas reagentus var uzglabat to originalaja iepakojuma no -30 Ilidz —15 °C
temperatira I1dz deriguma termina datumam, kas noradits uz iepakojuma. SasaldéSanas un

atkauséSanas ciklu nedrikst veikt vairak neka piecas reizes.

Stabilitates informacija attieciba uz reagentiem un komplektiem, ko izmanto paraugu
sagatavosSanai: RNeasy Midi Kit (kat. Nr. 75144), Buffer EL (kat. Nr. 79217), RNeasy
MinElute Cleanup Kit (kat. Nr. 74204), skatiet atbilstoSas rokasgramatas.

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit rokasgramata 06/2018 18



Paraugu lietoSana un uzglabasana

Komplekts ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit ir paredzéts lietoSanai ar RNS

paraugiem, kas iegiti no pilnasinim. Visi paraugi jauzskata par potenciali bistamiem.
Pilnasinu paraugi

® Pilnasinu paraugus pirms RNS ekstrah&Sanas nepiecieSams antikoagulét ar kaliju
EDTA (K2-EDTA) un glabat 2—8 °C temperattra ne ilgak ka 4 dienas.

® Nelietojiet sasaldétas asinis.

e Markejiet, parvietojiet un uzglabajiet asins paraugus kontroléta veida saskana ar
vietéjam procediram.
Piezime. Pilnasinu paraugu satiSanai ir janotiek tados paSos apstaklos ka glabasanai,

lai izvairitos no temperatdras izmainam.
RNS paraugi

® Péc izoléSanas attiritu RNS var uzglabat no —30 °C lidz —15 °C temperatira vai
zemaka temperatdra (no —90 °C Iidz —65 °C), ja nepiecieS8ama ilgstoSa uzglabasana.
® Markegjiet, parvietojiet un uzglabajiet RNS paraugus kontroléta veida saskana ar
vietéjam proceddram.
Piezime. RNS paraugu sati8anai ir janotiek tados pasos apstaklos ka glabasanai, lai
izvairitos no temperatiras izmainam glabasanas un satianas laika.
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Procedura

Summara RNS jaattira no 10 ml EDTA stobrinos savaktam periférajam pilnasinim.

e Parliecinieties, vai nav beidzies eritrocTtu lizei, RNS izoléSanai un RNS koncentracijai
izmantojamo reagentu deriguma termin$ un vai tie ir transportéti un uzglabati pareizi.

® Izmantojiet RNeasy Midi Kit (kat. Nr. 75144) un Buffer EL eritrocttu lizei
(kat. Nr. 79217), kas paredzéta RNS izdali$anai no periférajam pilnasinim.

Eritrocitu lizes protokols kopé&jo leikocitu izoléSanai no pilnasinim

Sis protokols ir paredzéts kopéjo leikocTtu izolé$anai no 10 ml cilvéka pilnasinim, izmantojot
Buffer EL (kat. Nr. 79217).

Piezime. Sis protokols nav paredzéts lieto$anai sasaldétiem pilnasinu paraugiem.

Svarigas piezimes pirms darba sakSanas

® Visu cilvéku asinis un kermena Skidrumi tiek uzskatiti par potenciali infekcioziem.
Stradajot ar pilnasinim, javeic visi nepiecieSamie piesardzibas pasakumi, ko ieteikusi
atbilsto$a regulativa iestade lietoSanas valsti.

e Buffer RLT glabaSanas laika var rasties nogulsnes. Ja nepiecieSams, iz8Kidiniet
uzsildot un péc tam atstajiet istabas temperatdra.

e Eritrocitu lizes darbiba javeic uz ledus.

e ST protokola 3. un 5. centrifugé8anas darbiba javeic 4 °C temperatiira standarta

laboratorijas centrifiga.
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Pirms darba saksSanas veicamas darbibas

Sagatavojiet Buffer RLT (piegadats komplektd RNeasy Midi Kit), pievienojot
B-merkaptoetanolu (B-ME): pievienojiet 10 pl B-ME uz 1 ml Buffer RLT.

Pé&c B-ME pievienoSanas Buffer RLT ir stabils 1 ménesi.

Piezime. B-ME ir toksisks; pievienojiet velkmes skapT un valkajiet atbilstoSu
aizsargapgérbu.

Piezime. Buffer RLT satur guanidina tiocianatu, kur$ ar balinataju var veidot augsti
reaktlvus savienojumus. Paraugu savienoSanas atkritumiem nedrikst tieSi pievienot
balinataju vai skabju Skidumus.

Procediira

Pievienojiet 40 ml Buffer EL pie 10 ml pilnasinim atseviska 50 ml centrifigas stobrina.
Samaisiet, Tsi apgriezot.

Inkubéjiet 15 mindtes uz ledus. Samaisiet, inkubacijas laika divas reizes Tsi apgriezot.
Piezime. Dulkaina suspensija inkubacijas laika klast caurspidiga, kas liecina par
eritrocttu 1zi.

Centrifuggjiet 10 mindtes ar atrumu 400 x g 4 °C temperatdra. Pilntba atbrivojieties no
supernatanta. Saglabajiet leikocttu granulu.

Piezime. Leikocrti péc centrifugéSanas veidos granulu. NodroSiniet pilnigu
supernatanta nonemsanu. Talakajas darbibas tiek izvadtti nelieli eritrocttu daudzumi,
kas varétu saglabaties.

ietekméjot apstak|us, kuros RNS saistas ar RNeasy membranu. Abi efekti var
samazinat RNS daudzumu.

Pievienojiet 20 ml Buffer EL leikocttu granulai un atkartoti suspendgjiet, pipetéjot uz

augsu un uz leju.
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5. Centrifugéjiet 10 mindtes ar atrumu 400 x g 4 °C temperatlra. Pilniba atbrivojieties no
supernatanta. Saglabajiet leikocttu granulu.

Piezime. Talakas centrifugéSanas darbibas (piem., RNS izoléSana) javeic 20-25 °C
temperatara.

6. Atbrivojiet leikocttu granulu, apgriezot mégeni 4 ml Buffer RLT, kas papildinats ar
B-ME. Izmantojiet virpulmaisitaju vai pipetéjiet, lai samaisttu.
Piezime. NodroSiniet, lai B-ME tiktu pievienots Buffer RLT pirms lietoSanas.

7. NodrosSiniet iz8kiSanu, izmantojot parasto rotora-statora homogenizatoru, vismaz
45 sekundes ar pilnu atrumu, I1dz paraugs ir vienmérigi homogéns. Vai art 10 sekundes
apstradajiet virpulmaisitaja paraugu un vismaz 10 reizes izvadiet lizatu caur 18-20.
kalibra adatu, kas pievienota $lircei bez RNase.

Piezime. Nepilniga izSkiSana ievérojami samazinas daudzumus, nosprostojot RNeasy
kolonnu. |1z8kiSana ar rotora-statora homogenizatoru parasti rada lielaku summaras
RNS daudzumu salidzindjuma ar citdm homogenizacijas metodém.

Piezime. Péc izSkiSanas paraugus var glabat no —90 °C lidz —65 °C lizes

buferSkiduma. Saldéti paraugi ir stabili ménesiem ilgi.
Summaras RNS izolésana

Sis protokols ir paredzéts summaras $tnu RNS izolé$anai no homogenizéta leikocita lizata,
kas atkartoti suspendéts 4 ml RLT/B-ME.

Svarigas piezimes pirms darba saksanas

® DNase noardisanas nav nepiecieSama, jo RNeasy silicija dioksida membranas

tehnologija efektivi nonem lielako daju DNS.

e Buffer RLT un Buffer RW1 satur guanidina sali, tapéc tie nav saderigi ar dezinfekcijas
reagentiem, kas satur balinataju. Guanidins ir kairinatajs. levérojiet attiecigos

piesardzibas pasakumus un, veicot apstradi, valkajiet cimdus.
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RNeasy protokols javeic istabas temperatira. Izpildot procediru, rikojieties atri.

Visas konfiguréSanas darbibas tiek veiktas 20-25 °C temperatara. NodroSiniet, lai
centrifliga neatdzistu zem 20 °C.

Katra centrifugéSanas posma visam tilpumam jaiziet cauri kolonnai. lesp&jams, ka
centrifugéSanu nepiecieSams atkartot.

Pirms darba saksSanas veicamas darbibas

Ja nepiecieSams, pirms RNS izoléSanas protokola sak$anas atkauséjiet leikocTtu lizatu
istabas temperatara.

Sagatavojiet 4 ml 70 % etanola vienam paraugam.

RPE Buffer tiek piegadats koncentrata veida. Pirms pirmas lietoSanas reizes
pievienojiet 4 tilpumus etanola (96—100 %), k& noradits uz pudeles, lai iegitu darba
Skidumu.

Procediira

1.

Lizatam pievienojiet 4 ml 70 % etanola un rlpigi samaisiet, energiski kratot.

Necentrifuggjiet.

Piezime. P&c etanola pievienoSanas var veidoties redzamas nogulsnes. IzSKidiniet
nogulsnes pilnTba, energiski kratot, un nekavéjoties kerieties pie 2. darbibas.
Nepietiekama noguldnu izSkiSana var izraisit DNS piesarnojumu, ka rezultata
summaras RNS paraugs ir netirs.

Paraugu, ieskaitot nogulsnes, kas var bt izveidojusas, uzklaj uz RNeasy Midi Column,
kas ievietota 15 ml centrifiigas stobrina (ieklauts komplekta). Saudzigi aizveriet
stobrinu un 5 mindtes centrifug&jiet ar 4000 x g. Izmetiet caurplides materialu.
Piezime. Maksimalais katra stobrina uzpildiSanas tilpums ir 4 pl. Ja tilpums parsniedz

4,0 ml, péc kartas ievietojiet alikvotus RNeasy Column un centrifugé&jiet, k& noradits
ieprieks. Péc katras centrifugéSanas darbibas izmetiet caurpliides materialu.
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Atkartoti izmantojiet centrifiigas stobrinu 3. darbiba.

3. Pievienojiet 4 ml Buffer RW1 kolonnai RNeasy Column. Saudzigi aizveriet centrifligas
stobrinu un centrifugé&jiet 5 minates pie 4000 x g, lai noskalotu kolonnu. Izmetiet

caurplides materialu.

Piezime. Caurpliides materials satur Buffer RLT vai Buffer RW1, tapéc tas nav

saderigs ar balinataju.
Atkartoti izmantojiet centriftigas stobrinu 4. darbiba.

4. Pievienojiet 2,5 ml Buffer RPE kolonnai RNeasy Column. Saudzigi aizveriet centrifigas

stobrinu un centrifugé&jiet 2 minates pie 4000 x g, lai noskalotu kolonnu.

Piezime. Buffer RPE tiek piegadats koncentrata veida. NodroSiniet, lai pirms lietoSanas

Buffer RPE tiktu pievienots etanols.
Atkartoti izmantojiet centriftigas stobrinu 5. darbiba. Caurplides materials nav jaizmet.

5. Pievienojiet papildu 2,5 ml Buffer RPE kolonnai RNeasy Column. Saudzigi aizveriet
centrifigas stobrinu un centrifugéjiet 5 mindtes pie 4000 x g, lai noZzavétu RNeasy

silikongela membranu

Piezime. Ir svarigi nozavét RNeasy membranu, jo atlikuSais etanols var traucét
pakartotas reakcijas. ST centrifugé$ana nodro$ina, ka elué$anas laika netiek parnests
etanols.

Piezime. P&c centrifugéSanas uzmanigi iznemiet RNeasy kolonnu no centrifiigas
stobrina, lai kolonna nesaskartos ar caurpludes materialu, jo tadéjadi tiks parnests

etanols.

6. Lai eluétu, parvietojiet RNeasy Column uz jaunu 15 ml savakSanas stobrinu
(ieklauts komplektacija). Pipetéjiet 200 pl ddens bez RNase tieSi uz RNeasy silikongela
membranas. Saudzigi aizveriet stobrinu. Laujiet tam pastavét 1 minati un péc tam

3 mindtes centrifugéjiet ar 4000 x g.

7. Atkartojiet eluéSanas darbibu (6. darbiba), izmantojot eluatu 6. darbiba un péc tam

5 mindtes centrifug€jiet ar 4000 x g.

Piezime. ligtermind RNS var glabat no —90 °C Iidz —65 °C temperatira.
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RNS kvalitativa un kvantitativa noteikSana

Analizes kvalitate ir lielakoties atkariga no izmantojamas RNS kvalitates. Més iesakam pirms

analizes analizét attirito RNS ar agarozes gela elektroforézi vai spektrofotometriju.

® Spektrofotometra kalibréSanai jaizmanto tuk8s PCR kategorijas Gdens bez nukleadzes

paraugs.
e OD 1,0 pie 260 nm ir ekvivalents aptuveni 40 ug/ml vienas virknes RNS.
® OD260/OD2go attieciba starp 1,8 un 2,1 norada uz augsti attiritu RNS.

Lai izpildttu RT darbibu, nepiecieSama RNS koncentracija ir 200 ng/pl. Ja RNS koncentracija
eluata ir mazaka par 200 ng/pl, RNS koncentracija eluata japalielina, izmantojot RNeasy
MinElute Cleanup Kit (QIAGEN, kat. Nr. 74204).

Ja RNS koncentracija eluata parsniedz augs$éjo diapazona robezu, koncentracija japielago
[Tdz 200 ng/pl ar Gdeni bez RNAse.

Piezime. Parbaudiet RNS koncentraciju péc normalizacijas.
RNS koncentracija

Sis protokols ir optimizéts RNS koncentracijai.

Svarigas piezimes pirms darba sakSanas

® DNase noardisanas nav nepiecieSama, jo RNeasy MinElute silicija dioksida
membranas tehnologija efektivi nonem lielako dalu DNS.

e Buffer RLT satur guanidina sali, tapéc tas nav saderigs ar dezinfekcijas reagentiem,
kas satur balinataju.

® |zpildiet visas procediras darbibas istabas temperattra (15-25 °C). Izpildot procediru,
rikojieties atri.
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e Visas centrifugéSanas darbibas veiciet standarta mikrocentrifiga istabas temperatira
20-25 °C. Nodrosiniet, lai centrifiga neatdzistu zem 20 °C.

e Buffer RLT uzglabaSanas laika var veidot nogulsnes. Ja nepiecieSams, iz8kidiniet
uzsildot un péc tam atstajiet istabas temperatira (15-25 °C).

Pirms darba saksSanas veicamas darbibas

® Sagatavojiet 500 ul 80 % etanola katram RNS paraugam, kam javeido koncentracija.

e Buffer RPE tiek piegadats koncentrata veida. Pirms pirmas lietoSanas reizes
pievienojiet 4 tilpumus etanola (96-100 %), k& noradits uz pudeles, lai iegatu darba
Skidumu.

® Pirms sadkSanas iestatiet kolonnas istabas temperatara.

® |zmériet apstradajamo paraugu tilpumu un pielagojiet ta, lai galigais parauga tilpums
batu 200 pl.

Procediira

1. Péc parauga pielagoSanas I1dz 200 pl tilpumam ar Gdeni bez RNAse pievienojiet 700 pl
Buffer RLT un labi samaisiet.

2. AtSkaidttajai RNS pievienojiet 500 pl 96-100 % etanola un labi samaisiet pipeté&jot.
Necentrifugéjiet. Nekavéjoties turpiniet ar 3. darbibu.

3. Parnesiet ne vairak ka 700 pl parauga uz RNeasy MinElute Spin Column, kas ievietota
2 ml parauga nem3anas stobrina (ieklauts komplektacija). Saudzigi aizveriet vaku un
15 sekundes centrifugéjiet ar 28000 x g (=10 000 apgr./min). Izmetiet caurplides
materialu. Parnesiet visu atlikuSo paraugu (Itdz 700 ul) un atkarto centrifugéSanu.
Izmetiet caurpllides materialu.

Piezime. Caurplides materials satur Buffer RLT, tapéc tas nav saderigs ar balinataju.
DroSibas informaciju skatiet "Bridinajumi un piesardzibas pasakumi", 15.
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levietojiet RNeasy MinElute Spin Column jauna 2 ml parauga nemsanas stobrina
(ieklauts komplektacija).

Rotacijas kolonna pievienojiet 500 ul Buffer RPE. Saudzigi aizveriet vaku un

15 sekundes centrifugéjiet ar 28000 x g (=10 000 apgr./min), lai noskalotu rotacijas
kolonnas membranu. Izmetiet caurplides materialu.

Piezime. Buffer RPE tiek piegadats koncentrata veida. NodroSiniet, lai pirms lietoSanas
Buffer RPE tiktu pievienots etanols.

Atkartoti izmantojiet parauga nemsanas stobrinu 6. darbiba.

Pievienojiet 500 pl 80 % etanola RNeasy MinElute Spin Column. Saudzigi aizveriet
vaku un 2 mindtes centrifug€jiet ar 28000 x g (=10 000 apgr./min), lai noskalotu
rotacijas kolonnas membranu. Izmetiet caurplides materialu un parauga nem$anas

stobrinu.
Piezime. Caurplides materials satur Buffer RLT, tapéc tas nav saderigs ar balinatgju.

Piezime. P&c centrifugéSanas uzmanigi iznemiet RNeasy MinElute rotacijas kolonnu
no parauga nemsanas stobrina ta, lai kolonna nesaskartos ar caurpludi. Pretéja
gadijuma notiks etanola parnesana.

levietojiet RNeasy MinElute Spin Column jauna 2 ml parauga nems3anas stobrina
(ieklauts komplektacija).
Atveriet rotacijas kolonnas vacinu un 5 mindtes centrifugéjiet ar pilnu atrumu. Izmetiet

caurplides materialu un parauga nemsanas stobrinu.

Lai izvairttos no rotacijas kolonnu vacinu bojasanas, ievietojiet rotacijas kolonnas
centrifiiga ar vismaz vienu tukSu poziciju starp kolonnam. Paveérsiet vacinus ta, ka tie
batu vérsti rotora rotacijai pretéja virziena (piem., ja rotors griezas pulkstenraditaju
virziena, pavérsiet vacinus pretéji pulkstenraditaju virzienam).

Ir svarigi nozavét rotacijas kolonnas membranu, jo atliku$ais etanols var traucét
pakartotas reakcijas. Centrifugéjot rotacijas kolonnas ar atvertiem vaciniem, tiek

nodrosinats, ka RNS eluésanas laika netiek parnests etanols.

levietojiet RNeasy MinElute Spin Column jauna 1,5 ml parauga nemsanas stobrina
(ieklauts komplektacija).
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10. Pievienojiet 20 ul Gdens bez RNase tiesi rotacijas kolonnas membranas centra.
Saudzigi aizveriet vacinu un 1 minati centrifugéjiet ar pilnu atrumu, lai eluétu RNS.

11. Kad eluéSana darbiba ir pabeigta, novietojiet paraugus uz ledus.
12. 1zmériet apstradajamo paraugu tilpumu un pielagojiet ta, lai galiga koncentracija batu
200 ng/pl.

Ja nepiecieSams, plasaku informaciju skatiet "RNS kvalitativa un kvantitativa
noteik8ana", 25

Atgriezeniska transkripcija

Pirms darba saksSanas veicamas darbibas

® Atkauséjiet visus nepiecieSamos komponentus, iznemot apgriezto transkriptazi, kura
neizmanto8anas laika ir jaglaba saldétava. Stobrinus, kuros ir atkauséjamie
komponenti, novietojiet uz ledus.
Piezime. AtkauséSanas posma neparsniedziet 30 mindtes, lai nepielautu materialu
noardisanos.

e Notiriet galda zonu, kas paredzéta atgriezeniskas transkripcijas (RT) maisijuma

sagatavoS$anai, lai nodroSinatu, ka nav matricas vai nukleazes piesarnojuma.

e Labi samaisiet, 10 reizes pipetéjot uz augSu un uz leju stobrinos, kuros ir
atgriezeniskas transkripcijas reagenti, RNS paraugi, pozitivas kontroles un IS-MMR
Calibrator (IS-MMR kalibrators), un pirms lietoSanas Tsi centrifuggjiet. PEéc tam glabajiet
uz ledus.

® RT negativa kontrole tiek generéta atgriezeniskas transkripcijas posma, izmantojot
PCR kategorijas Gdeni nez nukleazes.

® Vajadziga ievade ir 3 uyg RNS uz paraugu.

® jpsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit ietilpst pietiekami daudz reagentu, lai tris
reizes apstradatu astonus paraugus.
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Procedira

1.

2.

Inkubgjiet 15 pl no katra parauga, pozitivas kontroles (augstas un zemas pozitivas
kontroles), Gdeni (izmantots RT negativas kontroles generésanai) un IS-MMR
kalibratoru 5 minates 65 °C temperatira. Péc tam nekavéjoties atdzeséjiet uz ledus

vismaz 5 mindtes.

Tsu bridi centrifugéjiet (aptuveni 5 sekundes), lai $kidrums nokristu stobrina apaksdala.
Péc tam glab3jiet uz ledus.

Sagatavojiet talak aprakstito RT maistjumu atbilstoSi apstradajamo paraugu, kontrolu
un kalibratoru skaitam (1. tabula).

Piezime: galigajam tilpumam viena reakcija jabat 25 pl.

1. RT maisijuma sagatavoSana

Komponents Katra parauga RT maisijums: 12 +1 Galiga koncentracija
tilpums (ul) reakcijas (pl)

RT Mix, 3.33x 7,5 97,5 1x

Apgriezta transkriptaze, 10x 2,5 32,5 1x

Galigais RT maisTjuma

tilpums (japievieno 10 130 -

4. darbiba)

Paraugs, pozitivas

kontroles, IS-MMR

Calibrator (IS-MMR 15 15 katram -
kalibrators) vai idens

(no 1. darbibas)

Kopeéjais tilpums 25 25 katram -

4.

Pipetéejiet 10 pul RT maisijuma katra markétaja stobrina, kas satur RNS paraugu,
pozitivas kontroles, Gdeni vai kalibratoru (no 3. darbibas).

Labi samaisiet, 10 reizes pipetéjot uz augSu un uz leju, un Tsi centrifugéjiet (aptuveni 5
sekundes), lai 8kidrums nokristu stobrina apaksa.

Piezime. Pé&c reakciju izveidoSanas, lai izvairitos no jebkadas materialu noardisanas,
nolieciet visus atgriezeniskas transkripcijas reagentus ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ
RT-PCR Kit atpakal saldétava.
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6. levietojiet stobrinus termiskaja ciklert un startéjiet atgriezeniskas transkripcijas

programmu (2. tabula).

2. Atgriezeniskas transkripcijas temperatiras profils

Darbiba Parametri

Temperatdra: 25 °C

Atgriezeniska transkripcija 1 ) L
Laiks: 10 mindtes

Temperatdra: 46 °C

Atgriezeniska transkripcija 2 ) .
Laiks: 45 mindtes

Temperatdra: 85 °C

InaktivéSana ) .
Laiks: 5 mindtes

Temperatira: 4 °C

DzeséSana . L
Laiks: 5 mindtes

7. Kad programma ir pabeigta, Tsu bridi centrifugéjiet stobrinus (aptuveni 5 sekundes), lai
8kidrums nokristu stobrina apaksa. Turiet stobrinus uz ledus vai —20 °C temperatara

[[dz gPCR eksperimenta veik$anai.
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Manuala analize: gPCR Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM instrumenta
ar 72 stobrinu rotoru un RGQ programmataru

Més iesakam visus mérijumus veikt divos eksemplaros, ka noradits 3. tabula. Sis komplekts

ir paredzéts astonu cDNS paraugu testéSanai viena eksperimenta divas reizes. Ar jpsogen
BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit var veikt tris eksperimentus.

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

Paraugs

Reakcijas

Ar qPCR Mix ABL1 (34 reakcijas)
8 cDNS paraugi

1 cDNA High Positive Control (Augsti pozitiva
kontrole)

1 cDNA Low Positive Control (Zemi pozitiva
kontrole)

1 cDNS IS-MMR Calibrator (IS-MMR
kalibrators)

Vienas plazmidas standarti

RT negativa kontrole

Udens kontrole

Ar gPCR Mix Mbcr (34 reakcijas)
8 cDNS paraugi

1 cDNA High Positive Control (Augsti pozitiva
kontrole)

1 cDNA Low Positive Control (Zemi pozitiva
kontrole)

1 cDNS IS-MMR Calibrator (IS-MMR
kalibrators)

Vienas plazmidas standarti

Udens kontrole

8 x 2 reakcijas

2 reakcijas

2 reakcijas

2 reakcijas

4 x 2 reakcijas (SP3, SP4, SP5 un SP6)
2 reakcijas

2 reakcijas

8 x 2 reakcijas

2 reakcijas

2 reakcijas

2 reakcijas

5 x 2 reakcijas (SP1, SP2, SP3, SP5

un SP6)

2 reakcijas
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levietoSanas bloka un rotora iestatiSana

Més iesakam viena eksperimenta laika testét vismaz astonus cDNS paraugus, lai optimiz&étu
standartu un praimeru un zondes maisijumu lietojumu. Rotoru shéma 3. attéla ir paradits

eksperimenta piemérs.

gPCR maisijums Mbcr —— . Taq DNS polimeraze gPCR maisijums ABL1 ——p O Taq DNS polimeraze

1 @SP1 o @ SPs 17 @ SP6 5@ 3@ Iy B 49 @ - 57 @+ 65 @
2@sP1 0@ 180k 2@ |5 M@ |, 20 50@ 58 @ 6@ |
3@sp2 11@OsP3  19@Rmeg 27@ MMR 35@ | © 43 @ 51@ 59@ 67 @
4@sP2  12@5SP3 20 DRTneg 28 Q@ 36@- 4@ 52@ 60 @ 68 @

5@SP3 13QSP4 21 @ 20 @ 7@ 4@ 5@ 6@ 620

A
6 @spP3 14 @SP4 2@ e 0@ e KEX ) 81 46 @ 3 54@ 55 2@ 57 70({
7@sp5  15Qsp5 230 e 9@ 47 @ 55@ 63@ 710
s@sps  160sp5 240- n@- 40 @- 48 @- 56 @- 64 @- 720

8

® Bcr-ABL 1 Mbcr noteik§ana

© ABL1 noteikSana

1. pozicija

3. Rotora iestatijums katram eksperimentam. SP1-SP6: BCR-ABL1 Mbcr un ABL1 standarti; RTneg: RT negativa
kontrole; 1S-Cal: IS-MMR Calibrator (IS-MMR kalibrators); HC: High Positive Control (Augsti pozitiva kontrole); LC:
Low Positive Control (Zemi pozitiva kontrole); H20: Gdens kontrole; S1-S8: cDNS paraugi.
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Piezime. Visas tuk3as pozicijas aizpildiet ar tukSiem stobriniem. Cipari norada pozicijas

ievietoSanas bloka un rotora galigo poziciju.

qPCR iestatiSana

Pirms darba sak$anas veicamas darbibas

Atkausegjiet visus nepiecieSamos komponentus, iznemot Taq DNS polimerazi, kura
neizmantoSanas laika ir jaglaba saldétava. Stobrinus, kuros ir atkauséjamie
komponenti, novietojiet uz ledus.

Piezime. AtkauséSanas posma neparsniedziet 30 mindtes, lai nepielautu materialu
noardisanos.

Notiriet galda zonu, kas atvéléts PCR maisijuma sagatavo$anai, lai nodrosinatu, ka
nenotiek matricas vai nukledzes kontaminacija.

Labi samaisiet stobrinus, kuros ir gPCR Mix ABL1 un gPCR Mix Mbcr, 10 reizes
pipetéjot uz augsu un uz leju, un pirms lietoSanas Tsi centrifugéjiet. Péc tam glabajiet
uz ledus.

Procediira

1.

Sagatavojiet PCR pamatmaistjumu atkariba no apstradajamo paraugu skaita.

4. tabula aprakstita pipetéSanas shéma reagenta maisijuma sagatavosanai, kas
apréekinata, lai iegttu galigo reakcijas tilpumu 25 ul. Maistjumu var sagatavot ieprieks
atkariba no reakciju skaita, izmantojot tos pasSus praimerus un zondes maisijumu
(9PCR Mix ABL1 vai gPCR Mix Mbcr). Lai kompensétu pipetéSanas kladu, ir ieklauti
papildu tilpumi.

Piezime. Neizmantojiet reakcijas tilpumus (reakcijas maisijums plus paraugs), kas
mazaki par 25 .
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4. PCR pamatmaisijuma sagatavos$ana

Komponents

1 reakcija (pl)

lepriek$ sagatavots
maisijums ABL1 vai
Mbcr:

34 +2 reakcijas (pl) Galiga koncentracija

gPCR Mix (gPCR Mix ABL1

vai gPCR Mix Mbcr) 19.75 7 Tx
Taq DNS polimeraze 0,25 9 1x
Paraugs, standarts,

kontrole vai IS-MMR

Calibrator (IS-MMR 5 5 katram -
kalibrators)

(pievieno$anai 3. darbiba)

Kopéjais tilpums 25 25 katram -

2. lepildiet 20 pl iepriek$ sagatavotd qPCR maisijuma katra 0,1 ml Rotor-Gene Q

stobrina.

3. Pievienojiet 5 pul RT produkta (cDNS), kas iegits péc atgriezeniska transkripcijas

darbibas (skatiet "Atgriezeniska transkripcija”, 28), 5 ul standartu, 5 pl kontrolu vai

IS-MMR Calibrator (IS-MMR kalibratora) saskana ar parauga izkartojumu,

ka paradits 4. attéla (kopgjais tilpums: 25 pl).

4. Uzmanigi samaisiet, pipetéjot uz augdu un uz leju.

Rotor-Gene MDx sagatavosana un qPCR izpildes sakSana

1. levietojiet stobrinus kopa ar instrumentu piegadataja adapterT.

Piezime. Neizmantotas pozicijas ir jaaizpilda ar tukSiem stobriniem.

2. Novietojiet sledzejgredzenu virs stobriniem un nospiediet, lai nobloké&tu.

3. Pilno adapteri ievietojiet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM instrumenta.

4. leprogrammeéjiet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM instrumentam termala cikla

programmu, ka noradits 5. tabula.

Piezime. Nolieciet visus ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit komponentus
atpakal saldétava, lai nepielautu materiala noardisanos.
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5. qPCR temperatiras profils

Darbiba Parametri
Analizes rezims Kvantitativa noteik§ana
Hold 1 (1. glabasana) Temperatara: 95 °C

Ciklosana 50 cikli

Laiks: 15 mindtes

94 °C; 15 sekundes

60 °C; 60 sekundes, ieglstot FAM
fluorescenci Green kanala:

Dialoglodzina "New Run Wizard" (Jaunas izpildes vednis) noklikSkiniet uz "Gain
Optimisation" (Pastiprinajuma optimizésana), lai atvértu dialoglodzinu "Auto-Gain
Optimisation Setup" (Automatiska pastiprindjuma optimizéSanas iestatiSana).
Parbaudiet kanala Green diapazonu no "5 FI" vienumam "Min Reading" (Min. radijums)
lfdz "10 FI" vienumam "Max Reading" (Maks. radijums), un pienemamo Gain

(Pastiprindjuma) diapazonu no —10 Iidz 10.

Parbaudiet, vai ir atziméta izvéles ratina "Perform Optimisation Before 1st Acquisition
(Veikt optimizé€Sanu pirms 1. iegiS$anas) un aizveriet dialoglodzinu "Auto-Gain
Optimisation Setup" (Automatiska pastiprindjuma optimizéSanas iestatisana).
Startéjiet termiskas cikloSanas programmu.

Izveidojiet gan ABL1, gan Mbcr apakskopas, aizpildot logu "Edit samples" (Redigét
paraugus).

Kad termiskais cikls ir pabeigts, izvélieties "Options" (lespé&jas) un "Crop Start Cycles"
(Apgriezt sakuma ciklus). Nonemiet datus pirms cikla 10. Péc tam atlasiet "Analysis"
(Analize) un "Cycling A. Green from 10" (Cikls A. Green no 10), kas parskata noradits

ka "kreisa robezvertiba = 10,00".
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10. ABL1 un Mbcr rikojieties $adi:

ja tiek atvérts logs "Calculate Automatic Threshold" (Aprékinat automatisko
robezveértibu), atlasiet "Cancel" (Atcelt).

Defingjiet robezvértibu ka 0,03 (loga labaja puse, apaksa).

Atlasiet "Dynamic Tube" (Dinamiskais stobrins) kd normalizéSanas metodi parskata un
"Slope Correct" (Slipuma korigésana), lai korigétu trokSna slipumu.

Parbaudiet, vai "Outlier Removal" (Traucgjo8as vielas nonemsana) ir iestatita uz
vértibu 0 % (atbilstigi NTC robezvértibai) un ir atspéjota "Reaction Efficiency
Threshold" (Reakcijas efektivitates robezvertiba).

lestatiet diagrammu ka linearu skalu un "Auto-Scale" (Automatiska skala).

Ar peles labo pogu noklikSkiniet uz loga, kura redzamas amplifikacijas Iliknes, un
parbaudiet, vai "Digital filter" (Digitalais filtrs) ir iestatits uz "Light" (Gaisma).

Atlasiet opciju "named on" (radit ar nosaukumu) (loga labaja puség), lai parliecinatos, ka
tiek paraditi visi paraugi.

Kad visas darbibas ir pabeigtas, nodroSiniet neapstradatu datu ierakstiSsanu un parejiet
pie rezultatu analizes (skatiet "Datu analizes princips", 48)
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Automatizéta analize: gPCR Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
instrumenta ar 72 stobrinu rotoru un RGAM programmattru

Més iesakam visus mérfjumus veikt divos eksemplaros, ka noradits 6. tabula. Sis komplekts

ir paredzéts astonu cDNS paraugu testéSanai viena eksperimenta divas reizes. Ar ipsogen
BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit var veikt tris eksperimentus.

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

Paraugs

Reakcijas

Ar qPCR Mix ABL1 (34 reakcijas)
8 cDNS paraugi

1 cDNA High Positive Control (Augsti pozitiva
kontrole)

1 cDNA Low Positive Control (Zemi pozitiva
kontrole)

1 cDNS IS-MMR Calibrator (IS-MMR kalibrators)

Vienas plazmidas standarti

RT negativa kontrole

Udens kontrole

Ar gPCR Mix Mbcr (34 reakcijas)
8 cDNS paraugi

1 cDNA High Positive Control (Augsti pozitiva
kontrole)

1 cDNA Low Positive Control (Zemi pozitiva
kontrole)

1 cDNS IS-MMR Calibrator (IS-MMR kalibrators)
Vienas plazmidas standarti

Udens kontrole

8 x 2 reakcijas

2 reakcijas

2 reakcijas

2 reakcijas

4 x 2 reakcijas
(SP3, SP4, SP5 un SP6)

2 reakcijas

2 reakcijas

8 x 2 reakcijas

2 reakcijas

2 reakcijas

2 reakcijas
5 x 2 reakcijas (SP1, SP2, SP3, SP5 un SP6)

2 reakcijas
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Svarigas piezimes pirms darba sakSanas

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit komplekts Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
instrumenta ir jaizpilda, izmantojot Rotor-Gene AssayManager v2.1. Pirms sakat protokola
izpildi, rip1gi iepazistieties ar Rotor-Gene Q MDx instrumentu. Detalizétu informaciju skatiet
lietotdja rokasgramatas, kas paredzétas Sim instrumentam, Rotor-Gene AssayManager
programmatdras versijai 2.1 un Gamma Plug-in (Gamma spraudnim).

Rotor-Gene AssayManager v2.1 sniedz iespéju automatizéti interpretét PCR rezultatus.
CikloSanas parametri izpildei ir blokéti.

Pirms darba sakSanas veicamas darbibas

Datora, kas savienots ar Rotor-Gene Q, ir jabat instalétai Rotor-Gene AssayManager
programmatiras versijai 2.1, un to var lejupieladét QIAGEN timekla vietné:
http://www.qiagen.com/Products/Rotor-GeneAssayManager_v2.1.aspx. Detalizétu
informaciju par Rotor-Gene AssayManager v2.1 pamatprogrammatdras instaléSanu, IGdzu,
skatiet Rofor-Gene AssayManager v2.1 Core Application lietotaja rokasgramata.

® jpsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit nepiecieSams specials Gamma Plug-in
(Gamma spraudnis). So spraudni var lejupieladét QIAGEN timekla vietné:
https://www.giagen.com/resources/resourcedetail ?id=bfb8c9a8-245b-4ab4-99ea-
1b39e2c243a0&Ilang=en. Sis spraudnis ir jainstalé datora, kura jau ir instaléta
Rotor-Gene AssayManager versija 2.1.

e jpsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit ir nepiecie$ams ari analizes profils. Saja
analizes profila (*.iap fails) ir visi parametri, kas nepiecieSami gPCR analizes ciklo$anai
un analizéSanai. To var lejupieladét ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit
veltitaja timekla lapa QIAGEN timekla vietné_https://www.giagen.com/shop/

detection-solutions/personalized-healthcare/ipsogen-BCR-ABL1-mbcr-rgqg-rt-pcr-
kit-ce/#resources. Analizes profils ir jaimporté Rotor-Gene AssayManager v2.1

programmatara.

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit rokasgramata 06/2018 38


http://www.qiagen.com/Products/Rotor-GeneAssayManager_v2.1.aspx
http://www.qiagen.com/Products/Rotor-GeneAssayManager_v2.1.aspx
https://www.qiagen.com/resources/resourcedetail?id=bfb8c9a8-245b-4ab4-99ea-1b39e2c243a0&amp;amp;lang=en
https://www.qiagen.com/resources/resourcedetail?id=bfb8c9a8-245b-4ab4-99ea-1b39e2c243a0&amp;amp;lang=en

Piezime. ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit var darboties tikai tad, ja Rotor-Gene

AssayManager programmatara v2.1 ir ieprogrammeéti noteikti konfiguracijas iestatijumi.

Visas sistémas procesu droSibas nolikos slégtajam rezimam ir jaiestata talak noraditie

obligatie konfiguracijas iestatijumi.

e "Material number required" (Materidla numurs obligats)
e "Valid expiry date required" (Derigs deriguma termin$ obligats)

® "Lot number required" (Partijas numurs obligats)

Gamma spraudna instaléSana un analizes profila importéSana

Gamma Plug-in (Gamma spraudna) instaléSana un analizes profila importéSana ir aprakstita
Rotor-Gene AssayManager v2.1 un Gamma Plug-in (Gamma spraudnis) rokasgramatas,
attiecigi Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application lietotaja rokasgramata un

Gamma Plug-in lietotaja rokasgramata.

® Lejupieladéjiet Gamma Plug-in (Gamma spraudni) un
ipsogen_BCR-ABL1Mbcr(ABL)_blood_CE analizes profila jaunako versiju no QIAGEN

timekla vietnes.

e Startégjiet instaléSanas procesu, veicot dubultklikski uz RGAM_V2_1_Gamma_Plug-
in.Installation.V1_0_0.msi faila, un izpildiet instaléSanas instrukcijas. Detalizétu &1
procesa aprakstu skatiet Rofor-Gene AssayManager v2.1 Core Application lietotaja

rokasgramata, sadala "Spraudnu instalé$ana".

Piezime. Visas sistémas procesu droSibas nollkos atlasiet cilni "Settings" (lestatijumi)
un slégtajam rezimam atzimeéjiet izvéles ratinas vienumiem "Material number required"
(Materiala numurs obligats), "Valid expiry date required" (Derigs deriguma termins
obligats) un "Lot number required" (Partijas numurs obligats) (sadala "Work list" (Darbu
saraksts)). Ja tie nav iespéjoti (atziméti), noklikSkiniet, lai iesp&jotu.
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e Kad spraudnis ir sekmigi instaléts, personai ar administratora tiesibam attieciba uz
Rotor-Gene AssayManager programmataru ir jaimporté
ipsogen_BCR-ABL1Mbcr(ABL)_blood_CE analizes profils talak aprakstitaja veida.

1. Piesakieties Rotor-Gene AssayManager v2.1 programmatira ka lietotajs ar

administratora tiestbam.
Atlasiet konfiguracijas vidi.
Atlasiet cilni "Assay Profiles" (Analizu profili).

Noklikskiniet uz pogas "Import" (Importét).

o & w0 DN

Dialoglodzina atlasiet ipsogen_BCR-ABL1Mbcr(ABL)_blood_CE analizes profilu, ko
vélaties importét, un péc tam noklikSkiniet uz "Open" (Atvert).
6. Kad analizes profils ir sekmigi importéts, to var izmantot vidé "Setup” (lestati$ana).

Piezime. Vienu un to paSu analizes profila versiju nevar importét divreiz.
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levietoSanas bloka un rotora iestatiSana

Més iesakam viena eksperimenta laika testét vismaz astonus cDNS paraugus, lai optimiz&étu
standartu un praimeru un zondes maisijumu lietojumu. Rotoru shéma 4. attéla ir paradits

eksperimenta piemérs.

gPCR maisijums Mbcr ——» @ Taq DNS polimeraze ~ qPCR maisijums ABLT—— () Taq DNS polimeraze

1 @sPl s@spe  17QSP6  25@ 3@ 41 @ 9@ - 57 @ 65 @
2 @sP 10 @ 5SP6 18 @ SP6 20@ |5 34@ H.O 2@ 50@ 58 @ 66 @ s
3 @sp2 11 @sP3 19@Rneg 27@ MMR 35@ | ~ 43@ 51@ 59@ 7@
4 @ SpP2 12 @5sP3 20 @RTneg 28 @ 36@- 44 @ 529 60 @ 68 @

S5@SP3  13@SP4 21 @ 20 @ 7@ 45 @ 53@ 61 @ 690

)
6@ sp3 14 @ sP4 2@ e 0@ I 8@ s 46 @ s3 54@ s5 2@ 57 70\"1
7@sp5  15@sps 230 3@ 9@ 47Q 55@ 63Q@ 71
s@sps  160sps 240 2@- 20@- 48 @- 56 @ 64 @- 720
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@ Bcer-ABL 1 Mbcer noteikSana

© ABL1 noteik§ana

1. pozicija
4. Rotora iestatijums katram eksperimentam. SP1-SP6: BCR-ABL1 Mbcr un ABL1 standarti; RTneg: RT negativa
kontrole; IS-Cal: IS-MMR Calibrator (IS-MMR kalibrators); HC: High Positive Control (Augsti pozitiva kontrole);
LC: Low Positive Control (Zemi pozitiva kontrole); H20: Gdens kontrole; $S1-S8: cDNS paraugi. Piezime. Visas
tuk3as pozicijas aizpildiet ar tukS8iem stobriniem. Cipari norada pozicijas ievieto$anas bloka un rotora galigo poziciju.
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& Stobrini rotora ir jaievieto, ka noradits 4. attéla, jo analizes profila iestatita
automatizéta analize ir balstita uz 3o izkartojumu. Ja tiek izmantots cits

izkartojums, iegutajiem rezultatiem bis novirze.

Piezime. Visas atlikusas pozicijas aizpildiet ar tukSiem stobriniem.

Darbu saraksta izveidosana

Izveidojiet darbu sarakstu apstradajamajiem paraugiem talak aprakstitaja veida.

1. leslédziet Rotor-Gene Q MDx instrumentu.

2. Atveriet Rotor-Gene AssayManager v2.1 programmatdru un piesakieties ka lietotajs ar
operatora lomu slégtaja rezZima.

3. Darbu saraksta parvaldnieka noklikSkiniet uz pogas "New manual work list"

(Jauns manuals darbu saraksts) ("Setup” (lestatiSana) vide).

4. Atlasiet "ipsogen_BCR-ABL1Mbcr(ABL)_blood_CE" analizes profilu no pieejamo
analizes profilu saraksta darbiba "Assay" (Analize).

5. Noklikskiniet uz pogas "Add assay to work list" (Pievienot analizi darbu sarakstam), lai
atlastto analizes profilu parsatitu uz sarakstu "Selected assay profiles" (Atlasttie analizu
profili). Tagad 8im analizes profilam vajadzétu bat redzamam saraksta "Selected assay
profiles" (Atlasitie analizu profili).

6. AtbilstoSaja lauka ievadiet paraugu skaitu.

7. Atlasiet kopu "Kit information" (Komplekta informacija) un ievadiet talak noradtto
ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit informaciju, kura ir uzdrukata uz karbas
vaka.

® Materiala numurs: 0670923
® Derigs deriguma termins

e Partijas numurs.
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10.
11.
12.
13.

Atlasiet darbibu "Samples" (Paraugi). Tiek paradits saraksts ar paraugu detalizéto
informaciju. Sis saraksts ataino gaidTto rotora izkartojumu.

levadiet $aja saraksta paraugu identifikacijas numuru(-us), ka art visu paraugu
papildinformaciju ka komentarus katram paraugam.

Atlasiet soli "Properties" (Rekviziti) un ievadiet darbu saraksta nosaukumu.
lespéjojiet izvéles ratinu "is applicable" (attiecas).
Saglabgjiet darbu sarakstu.

Darbu sarakstu var izdrukat, un tas var noderét gPCR sagatavo$anai un iestatiSanai.
Lai $o darbu sarakstu izdrukatu, nospiediet pogu "Print work list" (Drukat darbu
sarakstu). Ka dala no 8T darbu saraksta ir ieklauta arT detalizéta informacija par
paraugiem.

Piezime. Darbu sarakstu var izveidot, kad instrumenta ir iestatits eksperiments vai

pirms instrumenta tiek pievienoti paraugi, kad var saglabat darbu saraksta failu.

qPCR iestatiSana

Pirms darba sakSanas veicamas darbibas

Atkauséjiet visus nepiecieSamos komponentus, iznemot Tag DNS polimerazi, kura
neizmanto$anas laika ir jaglaba saldétava. Stobrinus, kuros ir atkauséjamie
komponenti, novietojiet uz ledus.

Piezime. AtkauséSanas posma neparsniedziet 30 mindtes, lai nepielautu materialu
noardisanos.

Notrriet galda zonu, kas atvéléts PCR maisijuma sagatavo3anai, lai nodroSinatu, ka
nenotiek matricas vai nukledzes kontaminacija.

Labi samaisiet stobrinus, kuros ir gPCR Mix ABL1 un gPCR Mix Mbcr, 10 reizes
pipetéjot uz augSu un uz leju, un pirms lietoSanas Tsi centrifugéjiet. Péc tam glabajiet uz
ledus.
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Procediira

1. Sagatavojiet PCR pamatmaisijumu atkariba no apstradajamo paraugu skaita.

7. tabula aprakstita pipetéSanas shéma reagenta maisijuma sagatavo$anai, kas

aprékinata, lai iegttu galigo reakcijas tilpumu 25 ul. Maistjumu var sagatavot ieprieks

atkariba no reakciju skaita, izmantojot tos paSus praimerus un zondes maisijumu

(9PCR Mix ABL1 vai gPCR Mix Mbcr). Lai kompensétu pipetéSanas kladu, ir ieklauti

papildu tilpumi.

Piezime. Neizmantojiet reakcijas tilpumus (reakcijas maisijums plus paraugs), kas

mazaki par 25 pl.

7. PCR pamatmaisijuma sagatavos$ana

lepriek$ sagatavots
maisijums ABL1 vai
Mbcr:

Komponents 1 reakcija (pl) 34 +2 reakcijas (pl) Galiga koncentracija
gPCR Mix (QPCR Mix ABL1
vai gPCR Mix Mbcr) 19.75 7 Tx
Taq DNS polimeraze 0,25 9 1x
Paraugs, standarts,
kontrole vai IS-MMR
Calibrator (IS-MMR 5 5 katram -
kalibrators)
(pievienosanai 3. darbiba)
Kopéjais tilpums 25 25 katram -

2. lepildiet 20 pl iepriek$ sagatavotd qPCR maisijuma katra 0,1 ml Rotor-Gene Q

stobrina.

3. Pievienojiet 5 pul RT produkta (cDNS), kas iegits péc atgriezeniska transkripcijas

darbibas (skatiet "Atgriezeniska transkripcija”, 28), 5 ul standartu, 5 pl kontrolu vai

IS-MMR Calibrator (IS-MMR kalibratora) saskana ar parauga izkartojumu, ka paradits

4. attéla (kopé€jais tilpums: 25 pl).

4. Uzmanigi samaisiet, pipetéjot uz augSu un uz leju .
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Rotor-Gene MDx sagatavosana un qPCR izpildes saksana

1. Novietojiet 72 iedobju rotoru uz Rotor-Gene Q MDx rotora turétaja.

2. Piepildiet rotoru ar teststrémelu stobriniem atbilstoSi pieskirtajam pozicijam, sakot ar
1. poziciju, ka paradits 4. attéla, visas neizmantotajas pozicijas ievietojot tuksus,
aizvakotus teststrémelu stobrinus.

Piezime. Pirmajam stobrinam ir jabut ievietotam 1. pozicija, un teststrémelu stobriniem
ir jabat ievietotiem pareizaja orientacija un pozicijas, ka paradits 4. attéla.

3. Pievienojiet slédzéjgredzenu.

4. levietojiet Rotor-Gene Q MDx instrumenta rotoru un slédzéjgredzenu un aizveriet
instrumenta vaku.

5. Rotor-Gene AssayManager v2.1 programmatdra vai nu atlasiet atbilstoSo darbu
sarakstu no darbu saraksta parvaldnieka un noklikSkiniet uz pogas "Apply" (Lietot), vai,
ja darbu saraksts joprojam ir atvérts, noklikSkiniet uz pogas "Apply" (Lietot).

Piezime. Ja eksperimentam atvélétais darbu saraksts nav izveidots, pirms turpinat
talak aprakstitaja veida piesakieties Rotor-Gene AssayManager v2.1 un izpildiet
darbibu "Darbu saraksta izveido$ana", 42.

6. levadiet eksperimenta nosaukumu.

7. Sadala "Cycler selection" (Ciklera atlase) atlasiet cikleri, ko paredzéts izmantot.

8. Parbaudiet, vai slédzéjgredzens ir piestiprinats pareizi, un ekrana apstipriniet, ka
slédzéjgredzens ir piestiprinats.

9. Noklikskiniet uz pogas "Start run" (Startét izpildi). Jasakas ipsogen BCR-ABL1 Mbcr
RGQ RT-PCR izpildei.
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gPCR rezultatu izlaide un zino$ana

—_

Kad izpilde ir pabeigta, noklikSkiniet uz "Finish run" (Pabeigt izpildi).

N

. Atbrivojiet un apstipriniet izpildi.
o Lietotajiem, kas pierakstijuSies ar lomu Approver (Apstiprinatajs): noklikSkiniet uz
"Release and go to approval" (Atbrivot un pariet uz apstiprinajumu).

o Lietotajiem, kas pierakstijuSies ar lomu Operator (Operators): noklikskiniet uz
"Release" (Atbrivot).

3. Ja noklikskinajat uz "Release and go to approval” (Atbrivot un pariet uz
apstiprinajumu), tiek paraditi eksperimenta rezultati.
4. Jauz "Release" (Atbrivot) noklikskinaja lietotajs, kuram ir lietotaja loma, ir japierakstas
kadam ar lomu "Approver" (Apstiprinatajs) un jaatlasa vide "Approval” (Apstiprinajums).
a. Affiltréjiet analizes, ko nepiecieSams apstiprinat, atlasot filtra opcijas un
noklikSkinot uz pogas "Apply" (Lietot).
b. Atziméjiet izvéles ratinu blakus "Experiment" (Eksperiments), kas jaapstiprina.
c. NoklikSkiniet uz pogas "Start approval" (Sakt apstiprinasanu).
Ta ka eksperimenta ir viens kalibrators, pirms paraugu galigas apstiprinaSanas cilné
"Calibrator" (Kalibrators) ir jaievada obligata informacija par kalibratoru.

5. Atlasiet pogu "Use calibrator" (Lietot kalibratoru) un ievadiet atbilstoSo vértibu
(atrodama uz IS-MMR Calibrator (IS-MMR kalibrators) stobrina vai Analizes sertifikata).

Piezime. ST vértiba ir jaievada divreiz laukos "Enter calibrator value" (levadrt kalibratora
vértibu) un "Reenter calibrator value" (Atkartoti ievadit kalibratora vértibu).

Apstipriniet ievaditas vértibas, nospiezot pogu "Apply" (Lietot): rezultati tiek atjauninati.
Piezime. Kad ir izlaists vismaz viens paraugs, kalibratoru vairs nevar maintt.

6. Parskatiet rezultatus un noklikskiniet uz pogas "Release/Report data" (Atbrivot/zinot
datus).

Noklikskiniet uz "OK" (Labi). Atskaite tiek generéta *.pdf formata un automatiski
saglabata ieprieks definétaja mapé.
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P&c nokluséjuma $1s mapes cels$ ir: QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager > Export
(Eksports) > Reports (Parskati)

Piezime. So celu un mapi var maintt vidé "Configuration" (Konfiguracija).

Piezime. Problemu novérSanai ir nepiecieSama atbalsta pakotne no izpildes. Atbalsta
pakotnes var generét no apstiprindjuma vai arhivéSanas vides (Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Core Application lietotgja rokasgramata, 1.8. sadala "Problému
novérsana", > "Atbalsta pakotnes izveide"). Papildus var noderét auditacijas pieraksti
no incidenta laika +1 diena. Sos auditacijas pierakstus var izgat vidé Service
(ApkalpoSana) (Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application lietotaja

rokasgramata, 1.5.5.5. sadala).

IztukSojiet Rotor-Gene Q MDx instrumentu un utilizgjiet teststremelu stobrinus saskana

ar vietéjiem drosibas noteikumiem.
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Rezultatu interpretacija RGQ Software
(RGQ programmattra)

Datu analizes princips

Izmantojot TagMan® tehnologiju, PCR ciklu skaitu, kas nepiecieSams signala noteik3anai
virs robezvértibas, sauc par robezveértibas ciklu (Ct), un tas ir tieSi proporcionals mérka

daudzumam reakcijas sakuma.

Izmantojot standartus ar zinamu molekulu skaitu, var izveidot standarta ITkni un noteikt
precizu mérka daudzumu testa parauga. Standarta Iiknes ir atkarigas no plazmidas. Lai
nodroSinatu, ka standarta Itknes ir precizas, tiek izmantoti Cetri standarta atSkaidijumi darba
ar ABL1 un pieci standarta atSkaidijumi darba ar Mbcr. Komplekta ir arT IS kalibrators,
sniedzot iespéju rezultatus konvertét uz starptautisko mérogu. 5. attéla un 6. attéla ir redzami
TagMan amplifikacijas Itknu pieméri, lidzigi tiem, kas standartiem, IS-MMR Calibrator
(IS-MMR kalibrators) un High Positive RNA Control (Augsti pozitiva RNS kontrole) iegti ar
ijpsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit.
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5. ABL1 noteik$ana ar kontrolém un standartiem SP3, SP4, SP5 un SP6. 10°, 10%, 10° un 10° kopijas/reakcija.

Norm. Fluor.
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0,5
0,41
0,34
0,2

0,14
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IS-MMR kalibrators

0,0

Robezverll

5

Cikls

6. BCR-ABL1 Mbcr noteik$ana ar kontrolém un standartiem SP1, SP2, SP3, SP5 un SP6. 10", 102, 103, 10° un

10° kopijas/reakcija.
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Uz neapstradatiem datiem attiecinamas standartu ltknes un
kvalitates kritériji
Reproducéjamiba starp atkartojumiem

Cr vertibu variacijai starp atkartojumiem jabat < 2 vai dublikats jaatzist par nederigu, iznemot

talak noradrtos gadijumus.

Ja vidéjais Ct 236 vai ja Cta 236 un Cv ir "not detected" (nav noteikts), tad ACt kritériji nav

piemérojami; dublgjums atbilst. Sada gadijuma Cra aprékinatais kopiju skaits (CN) jadala ar 2.

Piezime. Lietotajiem ir jaizméra reproducéjamiba sava laboratorija.

Standartu liknes

Neapstradatos datus var iekopét Excel® faila analizei.

Katram génam (ABL1 un BCR-ABL1 Mbcr) Cr vértibas, kas iegitas no plazmidas standartu
atSkaidijumiem, diagramma tiek attélotas atbilstosi log kopiju skaitam (3, 4, 5 un 6 for SP3,
SP4, SP5 un SP6; 1, 2, 3, 5 un 6, paredz. SP1, SP2, SP3, SP5 un SP6). 7. attéla pieméra
redzama ABL1 Itkne, kas aprékinata ar ¢etriem standarta atSkaidijjumiem. 8. attéla pieméra
redzama BCR-ABL1 Mbcr [kne, kas aprékinata ar pieciem standarta atSkaidijumiem.
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7. ABL1 standarta Ikne, aprékinata no cetriem standarta atSkaidijumiem. Tiek aprékinata linearas regresijas
Ikne (y = ax + b), kur "a" ir linijas slipums un "b" ir krusto$anas ar y asi, t.i., y koordinate tam punktam, kura linija
Skérso y asi. Vienadojums un noteik8§anas koeficients (R?) tiek paradits diagramma.

Cr
45 4
40 4
35

y =-3,5036x + 37,283
R2=0,99945

30+
254
20 4
15
10 4
5

O T T
0 1 2 3 4 5 6 7

Log1o (CN)

8. BCR-ABL1 Mbcr standarta likne, kas parékinata no pieciem standarta atSkaidijumiem. Tiek aprékinata
linearas regresijas tkne (y = ax + b), kur "a" ir linijas slipums un "b" ir krusto$anas ar y asi, t.i., y koordinate tam
punktam, kura ITnija Skérso y asi. Vienadojums un noteikSanas koeficients (R?) tiek paradits diagramma.
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Ta ka standarti ir desmitkartigi atSkaidijumi, ltknes teorétiskais slipums ir —3,3. Slipums
no-3,1 lidz —-3,6 ir pienemams, ja R? ir >0,95. Tomér, lai iegutu precizus rezultatus,
ieteicama vertiba ir R? >0,98

Piezime. Ir janosaka SP1 standarta atSkaidijums (BCR-ABL1 plazmida, 10 kopijas), lai
izveidotu BCR-ABL Mbcr standartu ITkni.

Kopiju skaits (Copy number, CN)

ABL1 vai BCR-ABL1 Mbcr standarta ltknes vienadojums jaizmanto, lai parveidotu
neapstradatas Cr vértibas (iegitas ar qPCR Mix ABL1 vai gPCR Mix Mbcr nezinamiem
paraugiem ABL1 vai BCR-ABL1 kopiju skaitam (ABL1cn vai BCR-ABL1 Mbcren).

Vidéjais ABL Ct — ABL1 standarta Itknes krustpunkts
Log1o paraugs
ABL1CN ABL standarta Itknes slipums

Vidéja BCR-ABL1 Mbcr Ct —-BCR-ABL1 Mbcr
standarta Iiknes krustpunkts
Log1o paraugs =
BCR-ABL1 Mbcren BCR-ABL1 Mbcr standarta Itknes krustpunkts
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Kvalitates kontrole visam ABL1cn vértibam

Slikta RNS kvalitate vai problémas RT-gPCR laika var izraisit zemu ABL1 kopiju skaitu.

Lai sasniegtu testa optimalo jutibu, High Positive RNA Control (Augsti pozitiva RNS
kontrole), Low Positive RNA Control (Zemi pozitiva RNS kontrole) un IS-MMR Calibrator
(IS-MMR kalibrators) gadijuma ABL1cn jabat vienadam vai lielakam par 100 000.

RT negativas un tidens kontroles

Kontrolém bez matricas (No Template Control, NTC) PCR darbibai (Odens kontrolei) un
atgriezeniskas transkripcijas darbibai (RT negativa kontrole) vajadzétu uzradit nulles CN
gan ABL1 gadijuma, gan BCR-ABL1 Mbcr gadijuma. L1dz ar to Ct nav jaiegust vai Cr vértiba
ir augstaka par standarta Itknu krustpunktu. Ja 8o NTC rezultats ir pozitivs, tas nozimé, ka
atgriezeniskas transkripcijas un/vai qPCR laika ir notikusi krusteniska kontaminéacija.
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Normalizeéts kopiju skaits (Normalized Copy Number, NCN)

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

BCR-ABL1 Mbcren
NCN = x 100
ABL1cn

Aprékiniet NCN rezultatu High Positive RNA Control (Augsti pozitiva RNS kontrole) (NCNwc),
Low Positive RNA Control (Zemi pozitiva RNS kontrole) (NCNLc), IS MMR kalibratoram
(NCNcal) un katram paraugam (NCNparaugs).

Normalizéta kopiju skaita vértibu kvalitates kontrole

High Positive RNA Control (Augsti pozitiva RNS kontrole), Low Positive RNA Control (Zemi
pozitiva RNS kontrole) un IS-MMR Calibrator (IS-MMR kalibrators) sniedz iesp&ju novérot
ABL1 and BCR-ABL1 Mbcr atgriezeniskas transkripcijas un amplificéSanas darbibas

transkripcijas kvantitativas noteikSanas laika.

e NCN rezultatam, kas iegits IS-MMR-Calibrator (IS-MMR kalibrators) un testéts ar
ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit komplektu, jabat 0,05-0,3 diapazon3,
pretéja gadijuma NCN vértibas nevar konvertét starptautiskaja méroga.

e Eksperimenta jutigumu var novértét tikai tad, ja tiek konstatéta Low Positive RNA

Control (Zemi pozitiva RNS kontrole).
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Parvérsana starptautiska méroga

Piezime. Pirms interpretacijas apskatiet, kada vértiba tiek uzradita 1IS-MMR Calibrator
(IS-MMR kalibratora) stobrina etiketé vai komplekta komplektacija ieklautaja analizes

sertifikata. (Parbaudiet, vai uz etiketes un sertifikata ir noradita viena un ta pati vértiba).

Izmantojiet eksperimentalo IS-MMR Calibrator (IS-MMR kalibrators) NCN rezultatu (NCNcai)
un ta pieskirto vertibu (IS-Cal vertibu), kas noradita analizes sertifikata, lai aprékinatu

normalizéto kopiju skaitu starptautiskaja méroga (IS-NCNparaugs).

NCNparaugs x IS-Cal vértiba
IS-NCNparaugs =

NCNcaI

IS-NCN vertibu kvalitates kontrole

e IS-NCNHc rezultatam (NCN starptautiskaja méroga Sai High Positive RNA Control
(Augsti pozitiva RNS kontrole)) nevajadzétu uzradit ievérojamu molekularo
reakciju ("No MMR" (Nav MMR), skatiet "Molekularas reakcijas zinoSana" talak).

. IS-NCNLc rezultatam (NCN starptautiskaja méroga Sai Low Positive RNA Control
(Zemi pozitiva RNS kontrole)) jabat <0,01 (MR4), lai nodrosinatu, ka parliecinosi

var noteikt MR4.5 statusu.
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Molekularas reakcijas zinoSana
Nosakiet katra parauga molekularas reakcijas statusu saskana ar skaidrojumu 8. tabula.

8. Molekularas reakcijas zinoSana

Gadijums ABL CN BCR-ABL1 Mbcr CN IS-NCN% Statuss
1 <10 000 <10 - Sliktas kvalitates paraugs
>0,1 Nav MMR
2 <10 000
210 <0,1 Neparliecinoss
>0,1 Nav MMR
2L.OD
<0,1 MMR
3 10 000 <CNpsL LOB<CN<LOD >0,1 Nav MMR
<32000 Aizstajiet CN ar LOD <5 MIVIE
<LOB - Nav noteikts/MR4
>0,1 Nav MMR
2LOD 0,01<1S<0,1 MMR
<0,01 MR4
4 £ ffgos&"(‘;‘m 0,1 Nav MMR
LOB<CN<LOD 0,01<i8<6.1 VMR
Aizstajiet CN ar LOD ! !
<0,01 MR4
<LOB - Nav noteikts/MR4.5
>0,1 Nav MMR
2LOD 0,01<IS =0,1 MMR
0,0032<1S=<0,01 MR4
<0,0032 MR4.5
5 >0,1 Nav MMR
100 000 <CNasL
LOB<CN<LOD 0,01<1S<0,1 MMR
Aizstajiet CN ar LOD 0,0032<1S<0,01 MR4
<0,0032 MR4.5
<LOB - Nav noteikts/MR5

LOB: tuk$o paraugu robeza; LOD: noteik§8anas robeza; MR: molekulara reakcija; MMR: ievérojama molekulara
reakcija.
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Kopsavilkums par kvalitates kritérijiem

9. tabula ir sniegts kopsavilkums par dazadiem kvalitates kritérijiem un saistitajam vértibam

vai rezultatiem.

9. Kvalitates kritériju kopsavilkums

Kriteriji

Pienemamas vértibas/rezultati

Cr vértibu variacijas starp atkartojumiem

Slipums standarta ITkném
R? standarta Iikném

SP1 standarta atSkaidijums
(BCR-ABL1 10 kopiju plazmida)

Biologisko paraugu ABLcn vértibas kvalitates
kontrole

High Positive RNA Control (Augsti pozitiva RNS
kontrole),

Low Positive RNA Control (Zemi pozitiva RNS
kontrole),

un IS-MMR-Calibrator (IS-MMR kalibrators)

NTC (Gdens) un RTneg kontroles

NCN, kas iegdts IS-MMR Calibrator (IS-MMR
kalibrators) (NCNcal)

High Positive RNA Control (Augsti pozitiva RNS
kontrole)

Low Positive RNA Control (Zemi pozitiva RNS
kontrole)

IS-NCNHc
IS-NCNLc

<2Cr

Iznemot, ja vid&jais Cr 236 vai ja Cta 236 un Crpir
"not detected" (nav noteikts): dubléjums atbilst.

CN, kas aprékinats Cra, jadala ar 2.
No -3,1 lidz -3,6
Vismaz > 0,95 (un labak, ja > 0,98)

Jabut noteiktam, lai izveidotu standarta Itkni

Skatiet 8. tabulu

ABL1cn 2100 000

Katram ABL1cn = 0 un Mberen = 0
(nav Cr vértibas vai Cr > standarta ltknes

krustpunkts)
Jaieklaujas diapazona 0,05-0,3

Ir jabat noteiktai

Ir jabat noteiktai

Statuss: nav ievérojamas molekularas reakcijas

IS-NCNic <0,01 (MR4)

Janosaka, lai nodrosinatu, ka parliecinosi var noteikt

MR4.5 statusu.

Cr: robezveértibu cikls; HC: augsta kontrole; IS: Starptautisks standarts; LC: zema kontrole; MR: molekulara
reakcija; MMR: ievérojama molekulara reakcija; NCN: normalizéts kopiju skaits; NTC: Kontrole bez matricas;

RTneg: negativa atgriezeniska transkripcija.
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Rezultatu interpretacia RGAM programmatura

81 analizé$ana ir pilnigi automatizéta.

Rotor-Gene AssayManager v2.1 vispirms analizé amplifikacijas ITknes un var atzit par
nederigam neatbilsto$as Iiknes atkariba no to formas un trokS8na amplitidas. Ja ta notiek,
par nederigu atzitajai lknei tiek piesaistits karodzins.

Testu paraugu rezultdtus automatiski analizé un iestata Rotor-Gene AssayManager v2.1,
bet 30 rezultatu apstiprind8ana un atbrivoSana ir javeic lietotajam, kur$ ir pieteicies ar
apstiprinatdja lomu. ApstiprinaSanai paredzétajiem paraugu rezultatiem atvélétas rindas
beigas ir tris papildu apstiprinajuma pogas. Sis pogas tiek izmantotas, lai paraugu rezultatus
interaktivi akceptétu vai noraiditu. Plasaku informaciju, lGdzu, skatiet Gamma Plug-in

lietotaja rokasgramata.
Péc tam Rotor-Gene AssayManager v2.1 analizé izpildes kontroles:

e NTC (RT-neg un H20) parbauda, vai nav ipasas amplifikacijas (ABL1 and BCR-ABL1
Mbcr).

e ABL1 un BCR-ABL1 Mbcr SP: §1 validé$ana ir balstita uz katras kontroles R? un slipnes
vértibam.

e HC: ABL1 kopiju skaitam jabat pietiekami lielam, lai varétu interpretét So kontroli. Ja ta
ir, tiks aprékinats IS-NCN procentualais daudzums. ST izpildes kontrole tiek validéta, ja
saskana ar testu tas statuss ir "No MMR" (Nav MMR).

® | C: ABL1 kopiju skaitam jabat pietiekami lielam, lai varétu interpretét So kontroli. Ja ta

ir, tiks aprékinats IS-NCN procentualais daudzums. 81 izpildes kontrole tiek validéta, ja
saskana ar testu tas statuss ir MR4.
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® [S-MMR Calibrator (IS-MMR kalibrators): ABL1 kopiju skaitam jabat pietiekami lielam,
lai varétu interpretét o kontroli. Ja ta ir, tiks aprékinats NCN. ST izpildes kontrole tiek
validéta, ja tas NCN ir pienemama diapazona saskana ar testu.

Piezime. Izpildes beigas generétaja parskatad ir redzami no izpildes kontrolém iegdtie

rezultati, un nederigo datu priek$a ir nederiguma karodzini.

Ja visas izpildé veiktas kontroles ir atbilstoSas, Rotor-Gene AssayManager v2.1 analizé

nezinamos paraugus.

Parauga Cr vértibu variacijai starp atkartojumiem jabdt pietiekami zemai, lai rezultatus
varétu interpretét. Péc tam tiek aprékinats IS-NCN procentualais daudzums un sniegts

parauga statuss.

Piezime. Ja gan izpildes kontroles, gan paraugu rezultati ir derigi, parskata tiks paradits
ABL1 un BCR-ABL1 Mbcr kopiju skaits, NCN (%), IS-NCN (%) un katra parauga molekularas

reakcijas statuss.

10. tabula un 11. tabula ir redzami par nederigu atzita parauga bridindjuma karodzini, kas
Rotor-Gene AssayManager v2.1 analizéSanas laika var tikt piesaistiti atseviSkam stobrinam

kopa ar skaidrojumu par karodzina nozimi.
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10. Par nederigu atzita parauga karodzini un jédzienu skaidrojums

Karodzins

Apraksts

ANALYSIS_FAILED

ASSAY_INVALID

CONSECUTIVE_FAULT

CURVE_SHAPE_ANOMALY

FLAT_BUMP

HIGH_PC_HIGH_DELTA_CT (ABL or Mbcr)

HIGH_PC_HIGH_DELTA _CT (Mbcr)

HIGH_PC_LOW_ABL_CN

HIGH_PC_LOW_IS-NCN

HIGH_PC_NO_CT (ABL)

HIGH_PC_NO_CT (Mbcr)

HIGH_PC_REPLICATE_NO_CT (ABL)

HIGH_PC_REPLICATE_NO_CT (Mbcr)

INVALID_CALCULATION
IS-CAL_HIGH_DELTA_CT (ABL)

Analize ir iestatita ka nederiga, jo analizéSana
neizdevas. Sazinieties ar QIAGEN tehniska atbalsta
dienestu.

Analize ir nederiga, jo vismaz viena aréja kontrole
neizdevas.

Merkis, kur$ tika izmantots 8T mérka aprékinasanai, ir
nederigs.

Neapstradato datu amplifikacijas liknes forma atskiras
no Sai analizei noteiktas uzvedibas. Pastav liela
varbitiba, ka rezultati ir nepareizi vai tiek interpretéti
nepareizi.

Neapstradato datu amplifikacijas Iiknes forma ir
plakans izcilnis, kas atSkiras no $ai analizei noteiktas
uzvedibas. Pastav liela varbatiba, ka rezultati ir
nepareizi vai tiek interpretéti nepareizi (piem.,
nepareiza Cr vértibas noteikSana).

Cr veértibu variacija starp High Positive Control
(Augsti pozitiva kontrole) atkartojumiem kontroles
génu maistjuma ir parak liela.

Cr veértibu variacija starp High Positive Control
(Augsti pozitiva kontrole) atkartojumiem apvienoto
génu maisijuma ir parak liela.

Kontroles géna kopiju skaits, kas paredzéts High

Positive Control (Augsti pozitiva kontrole), ir parak
zems.

Normalizéts kopiju skaits (Starptautiskais mérogs), kas
paredzéts High Positive Control (Augsti pozitiva
kontrole), ir parak zems.

Nav nosakama Cr High Positive Control (Augsti
pozitiva kontrole) kontroles génu maistjuma.

Nav nosakama Cr High Positive Control (Augsti
pozitiva kontrole) apvienoto génu maisijuma.

Viens no High Positive Control (Augsti pozitiva
kontrole) atkartojumiem kontroles génu maisijuma nav
noteikts.

Viens no High Positive Control (Augsti pozitiva
kontrole) atkartojumiem apvienoto génu maisijuma nav
noteikts.

Aprékins Sim mérkim neizdevas.

Cr vértibu variacija starp IS-MMR-Calibrator Positive
Control (IS-MMR kalibratora pozitiva kontrole)
atkartojumiem kontroles génu maisijuma ir parak liela.

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit rokasgramata 06/2018

60



Karodzins

Apraksts

IS-CAL_HIGH_DELTA_CT (Mbcr)

IS-CAL_HIGH_NCN

IS-CAL_LOW_ABL_CN

IS-CAL_LOW_NCN

IS-CAL_REPLICATE_NO_CT (ABL)

IS-CAL_REPLICATE_NO_CT (Mbcr)

LOW_PC_HIGH_DELTA_CT (ABL)

LOW_PC_HIGH_DELTA_CT (Mbcr)

LOW_PC_HIGH_IS-NCN

LOW_PC_LOW_ABL_CN

LOW_PC_NO_CT (ABL)

LOW_PC_NO_CT (Mbcr)

LOW_PC_REPLICATE_NO_CT (ABL)

LOW_PC_REPLICATE_NO_CT (Mbcr)

MULTIPLE_THRESHOLD_CROSSING

NO_BASELINE

NTC_UNEXPECTED_VALUE
OTHER_TARGET_INVALID
OUT_OF_COMPUTATION_RANGE

Cr veértibu variacija starp IS-MMR-Calibrator (IS-MMR
kalibratora) atkartojumiem apvienoto génu maisijuma ir

parak liela.

Normalizéts kopiju skaits, kas paredzéts I1IS-MMR-
Calibrator (IS-MMR kalibrators), ir parak augsts.

Kontroles géna kopiju skaits, kas paredzéts IS-MMR-

Calibrator (IS-MMR kalibrators), ir parak zems.

Normalizéts kopiju skaits, kas paredzéts IS-MMR-
Calibrator (IS-MMR kalibrators), ir parak zems.

Viens no IS-MMR-Calibrator (IS-MMR kalibrators)

atkartojumiem kontroles génu maisijuma nav noteikts.

Viens no IS-MMR-Calibrator (IS-MMR kalibrators)

atkartojumiem apvienoto génu maisijuma nav noteikts.

Cr vertibu variacija starp Low Positive Control

(Zemi pozitiva kontrole) atkartojumiem kontroles génu

maistjuma ir parak liela.

Cr vértibu variacija starp Low Positive Control

(Zemi pozitiva kontrole) atkartojumiem apvienoto génu

maisTjuma ir parak liela.

Normalizéts kopiju skaits (Starptautiskais mérogs), kas

paredzéts Low Positive Control (Zemi pozitiva
kontrole), ir parak liels.

Kontroles géna kopiju skaits, kas paredzéts Low
Positive Control (Zemi pozitiva kontrole), ir parak
mazs.

Nav nosakams Cr Low Positive Control (Zemi pozitiva

kontrole) kontroles génu maistjuma.

Nav nosakams Cr Low Positive Control (Zemi pozitiva

kontrole) apvienoto génu maisijuma.

Viens no Low Positive Control (Zemi pozitiva kontrole)
atkartojumiem kontroles génu maisijuma nav noteikts.

Viens no Low Positive Control (Zemi pozitiva kontrole)
atkartojumiem apvienoto génu maisijuma nav noteikts.

Amplifikacijas Ikne Skérso slieksni vairakas reizes.
Neparprotamu Cr nevar noteikt.

Sakotnéja bazlinija nav atrasta. Turpmako analizé$anu

nevar veikt.
Cr ir konstatéts kontrolé bez matricas.
V@l viens mérkis tam pasam paraugam ir nederigs.

Aprékinata koncentracija $im paraugam parsniedz
tehnisko robezu.
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Karodzins

Apraksts

RUN_FAILED

RUN_STOPPED

SAMPLE_HIGH_DELTA_CT (ABL)

SAMPLE_HIGH_DELTA_CT (Mbcr)

SAMPLE_REPLICATE_NO_CT (ABL)

SAMPLE_REPLICATE_NO_CT (Mbcr)

SATURATION

SPIKE_CLOSE_TO_CT

SP_HIGH_SLOPE (ABL)
SP_HIGH_SLOPE (Mber)
SP_LOW_RSQUARED (ABL)
SP_LOW_RSQUARED (Mbcr)
SP_LOW_SLOPE (ABL)
SP_LOW_SLOPE (Mbcr)

SP1_NO_CT (Mber)

STANDARD_HIGH_DELTA_CT (ABL)

STANDARD_HIGH_DELTA_CT (Mbcr)

STANDARD_REPLICATE_NO_CT (ABL)

STANDARD_REPLICATE_NO_CT (Mbcr)

STEEP_BASELINE

Analize ir iestatita ka nederiga, jo radas probléma ar
cikleri vai ciklera savienojumu.

Analize ir iestatita ka nederiga, jo izpilde tika apturéta
manuali.

Cr vertibu variacija starp testa parauga atkartojumiem
kontroles génu maistjuma ir parak liela.

Cr vertibu variacija starp testa parauga atkartojumiem
apvienoto génu maistjuma ir parak liela.

Viens no testa parauga atkartojumiem kontroles génu
maisTjuma nav noteikts.

Viens no testa parauga atkartojumiem apvienoto génu
maisijuma nav noteikts.

Jéldatu fluorescencei ir stiprs piesatindjums pirms
amplifikacijas ltknes parliekuma punkta.
Amplifikacijas ITkné ir konstatéts pikis

Crvértibas tuvuma.

Tiek parsniegta kontroles géna Iliknes augs$éja robeza.

Tiek parsniegta apvienota géna Iliknes aug$éja robeza.

Netiek ievérota kontroles géna R? apakséja robeza.

Netiek ievérota apvienota géna R? apakséja robeza.

Netiek ievérota kontroles géna liknes apak$éja robeza.

Netiek ievérota apvienota géna liknes apakséja
robeza.

Nav nosakama Cr standarta plazmidai 1 apvienoto
génu maisijuma.

Cr vertibu variacija starp standarta atkartojumiem
kontroles génu maistjuma ir parak liela.

Cr vertibu variacija starp standarta atkartojumiem
apvienoto génu maistjuma ir parak liela.

Viens no standarta atkartojumiem kontroles génu
maisTjuma nav noteikts.

Viens no standarta atkartojumiem apvienoto génu
maistjuma nav noteikts.

Amplifikacijas ITkné jéldatu fluorescencei ir konstatéts
strauj$ bazlinijas kapums.
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Karodzin$

Apraksts

STRONG_BASELINE_DIP

STRONG_NOISE

STRONG_NOISE_IN_GROWTH_PHASE

WAVY_BASE_FLUORESCENCE

Amplifikacijas ITkné jéldatu fluorescencei ir konstatéts
strauj$ bazlinijas kritums.

Konstatéts stiprs troksnis arpus amplifikacijas ltknes
augSanas fazes.

Konstatéts stiprs troksnis amplifikacijas Itknes
(eksponencialas) augSanas faze.

Amplifikacijas ITkné jéldatu fluorescencei konstatéta
vilnota bazlnija.

11. Bridinajuma parauga karodzini un jédzienu skaidrojums

Karodzins Apraksts

CN Mbcr starp LOB un LOD Apvienota géna kopiju skaits testa paraugam ir starp LOB un
LOD vertibam, un to aizstaj ar LOD vértibu.

CN Mbcr viens atkartojums Apvienota géna kopiju skaits testa paraugam tiek aprékinats tikai
viena atkartojuma un tiek dalits ar 2.

CN Mbcr viens atkartojums starp LOB Apvienota géna kopiju skaits testa paraugam (aprékinats tikai

un LOD viena atkartojuma un dalits ar 2) ir starp LOB un LOD vértibam,
un to aizstaj ar LOD vértibu.

IS-NCN (%) starp LOB un LOD Normalizéto kopiju skaitu (starptautiskais mérogs) testa
paraugam iegust, pamatojoties uz apvienota géna kopiju skaita
vértibu starp LOB un LOD.

IS-NCN (%) viens atkartojums Normalizéto kopiju skaitu (starptautiskais mérogs) testa
paraugam iegist, pamatojoties uz apvienota géna kopiju skaitu,
kas aprékinats tikai viena atkartojuma.

IS-NCN (%) viens atkartojums starp LOB ~ Normalizéto kopiju skaitu (starptautiskais mérogs) testam iegast,

un LOD pamatojoties uz apvienota géna kopiju skaitu (aprékinats tikai
viena atkartojuma) starp LOB un LOD vértibam.

LOW_FLUORESCENCE_CHANGE Procentuala fluorescences izmaina $im paraugam attieciba pret
parauga stobrinu ar lielako fluorescences izmainu ir zemaka par
definéto robezu.

LOW_REACTION_EFFICIENCY Reakcijas efektivitate $im paraugam nav sasniegusi definéto
robezu.

NCN (%) starp LOB un LOD Normalizéto kopiju skaitu testa paraugam ieglst, pamatojoties uz
apvienota géna kopiju skaita vértibu starp LOB un LOD.

NCN (%) viens atkartojums Normalizéto kopiju skaitu testa paraugam ieglst, pamatojoties uz
apvienota géna kopiju skaitu, kas aprékinats tikai viena
atkartojuma.

NCN (%) viens atkartojums starp LOB Normalizéto kopiju skaitu testa paraugam iegust, pamatojoties uz

un LOD apvienota géna kopiju skaitu (aprékinats tikai viena atkartojuma)
starp LOB un LOD vértibam.

SPIKE Amplifikacijas ITkné ir konstatéts neapstradatu datu fluorescences
pikis, tacu arpus regiona, kur tiek noteikta Cr vértiba.

63 ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit rokasgramata  06/2018




Noradijumi par problému novérsanu

Sie noradijumi par problému novérsanu var palidzét novérst iesp&jamas problémas. Sikaku

informaciju skatiet arT lapa "Biezak uzdotie jautajumi”, kas pieejama misu tehniska atbalsta

centra vietné: www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN tehniska atbalsta darbinieki

vienmér labprat atbildés uz visiem jasu jautdjumiem par Sajd rokasgramata sniegto

informaciju un protokoliem vai par paraugu un analizes tehnologijam (kontaktinformaciju

skatit uz aizmuguréja vaka vai vietné www.giagen.com).

Komentari un ieteikumi

RNS izolésana

Lai novérstu problémas saistiba ar RNS izdali§anu no pilnasinim, izmantojot RNeasy Midi Kit un Buffer EL,
skatiet atbilstosas komplektu rokasgramatas.

Nepietiekama RNS eluata

Izmantots nepietiekams
asinu daudzums

Nepietiekama RNS eluata

Lai nodrosinatu optimalu
jutigumu, RNS
koncentracijai jabat

200 ng/ul

Atkartojiet RNS izolé$anu, izmantojot citus paraugus. Apsveriet iesp&ju
apvienot abus eluatus un koncentrét RNS, izmantojot RNeasy MinElute
Cleanup Kit (kat. Nr. 74204).

Izmantojiet RNeasy MinElute Cleanup Kit, (kat. Nr. 74204), lai koncentrétu
paraugu, péc tam pielagojiet koncentraciju I1dz 200 ng/ul.

Standarts, kontrole vai IS-Cal nav noteikts

a) pipetéSanas kluda vai
izlaisti reagenti; stobrina vai
dobuma inversija

b) neatbilsto$a komplekta
komponentu glabasana

c) ipsogen BCR-ABL1 Mbcr
RGQ RT-PCR Kit deriguma
termins ir beidzies

Parbaudiet pipetéSanas shému un reakcijas iestatijumu. Atkartojiet PCR
izpildi.

Glabajiet jpsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit no =30 °C lidz -15 °C
temperatdra un sargajiet gqPCR Mix ABL1 un gPCR Mix Mbcr no gaismas.

Neizmantojiet vairak par trim sasaldéSanas un atkauséSanas cikliem.

Parbaudiet reagentu uzglabasanas apstaklus un deriguma terminu
(skatit komplekta etiketi) un, ja nepiecieSams, izmantojiet jaunu komplektu.
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Komentari un ieteikumi

Nav signala, tostarp nav signala no kontrolém

a)

b)

d)

e)

f)

nav reakcijas stobrina
Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM instrumenta 1.
pozicija

pipetéSanas kluda vai
izlaisti reagenti; stobrina vai
dobuma inversija

neatbilstoSa komplekta
komponentu glabasana

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr
RGQ RT-PCR Kit deriguma
termin$ ir beidzies

izvéléts nepareizs
noteikSanas kanals

nav datu iegi$anas
programmas

Vienmeér atcerieties ievietot paraugu rotora 1. pozicija. Pretéja gadijuma
instruments kalibraciju neveiks un tiks iegdti nepareizi fluorescences dati.

Parbaudiet pipetéSanas shému un reakcijas iestatijumu.
Atkartojiet PCR izpildi.

Glabajiet jpsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit no —30 °C lidz -15 °C
temperatdra un sargajiet praimerus un zondes maisijumus no gaismas.

Neizmantojiet vairak par trim sasaldéSanas un atkausé$anas cikliem.
Parbaudiet reagentu uzglabasanas apstak|us un deriguma terminu (skatit
komplekta etiketi) un, ja nepiecieSams, izmantojiet jaunu komplektu.

lestatiet noteik§anas kanalu ka Cycling Green vai 470 nm/510 nm.

Parbaudiet cikla programmu. Skatiet 5. tabulu, 35. 35

PCR programmas katra renaturéSanas segmenta beigas atlasiet datu
iegbSanas rezimu "Single" (viens).

Fluorescences intensitate mainas

PipetéSanas kltda vai
izlaisti reagenti; stobrina vai
dobuma inversija

Parbaudiet pipetéSanas shému un reakcijas iestatijumu.
Atkartojiet PCR izpildi.

Fluorescences intensitate ir parak zema

a) neatbilstoSa komplekta Glabajiet ijpsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit no —30 °C Iidz -15 °C

komponentu glabasana temperatdra un sargajiet q°PCR Mix ABL1 un gPCR Mix Mbcr no gaismas.
Neizmantojiet vairak par trim sasaldéSanas un atkausé$anas cikliem.

b) ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Parbaudiet reagentu uzglabasanas apstak|us un deriguma terminu (skatit
RGQ RT-PCR deriguma komplekta etiketi) un, ja nepiecieSams, izmantojiet jaunu komplektu.
termins ir beidzies

c) loti zems mérka RNS Pirms sakSanas vienmér parbaudiet RNS koncentraciju.
daudzums
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Komentari un ieteikumi

Negativa kontrole (H20) uzrada pozitivu rezultatu

Savstarpé&ja kontaminacija, Nomainiet visus kritiskos reagentus vai izmantojiet jaunu komplektu.

reagentu korlltla_rglnadcuba, Vienmér rikojieties ar paraugiem, komplekta komponentiem un
instrumenta klada, dobuma 5 5gmaterialiem saskana ar visparpienemto praksi, lai novérstu savstarpgju
vai kapilara inversija vai arl kontaminaciju

zondes noardisanas . . . .
Sargajiet gPCR Mix ABL1 un gPCR Mix Mbcr no gaismas.
Parbaudiet, vai fluorescences Iknés nav kladaini pozitivu radijumu.
Parbaudiet reakcijas iestatijumu.

Rezultatu interpretacija

Problému novérsanas informaciju saistiba ar Rotor-Gene Q MDx instrumentu un Rotor-Gene Q programmataru
vai Rotor-Gene AssayManager programmatdru v2.1, lidzu, skatiet attiecigajas lietotaja rokasgramatas.

Kvalitates kontrole

Visa komplekta kvalitates kontrole tika veikta Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM instrumenta.
Sis komplekts ir raZots saskand ar standartu 1SO 13485. Analizes sertifikati péc

pieprasijuma ir pieejami vietné www.qiagen.com/support/.

lerobezojumi

Sis komplekts ir paredzéts profesionalai lietosanai.

Produktu drikst lietot tikai molekularas biologijas metodika 1pasi instruéti, apmaciti darbinieki,

kas parzina $o tehnologiju.

Sis komplekts ir jaizmanto, ievérojot $aja rokasgramata sniegtas instrukcijas un kombinacija
ar apstiprinatu instrumentu, kas noradits sadala "NepiecieSamie materiali, kas nav ietverti

komplekta", 12.
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Pievérsiet uzmanibu deriguma termina datumiem, kas noraditi uz kastites etiketes. Nedrikst

izmantot komponentus, kam beidzies deriguma termins.

Visus ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit komplekta ieklautos reagentus ir
paredzéts lietot tikai ar citiem ta pasa komplekta reagentiem. Citu reagentu vai reagentu no

citam partijam izmantoSana var ietekmét veiktspéju.

Komplekts ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit ir validéts tikai ar kaliju EDTA
(K2EDTA) antikoagulétam pilnasinim, kas nemtas no pacientiem, kuriem diagnosticéta
Filadelfijas hromosomu pozitivas hroniskas fazes (Ph+) p210 HML.

Komplekta ijpsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit veikispéja tika noskaidrota,
izmantojot RNeasy Midi Kit (kat. Nr. 75144), Buffer EL (kat. Nr. 79217) un RNeasy MinElute

Cleanup Kit (kat. Nr. 74204), kas izmantots RNS attiriS8anas un koncentracijas darbibai.

PCR ar 8o komplektu ir validéts tikai reakcija Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM instruments.

Jebkura 8T produkta izmantoSana un/vai sastavdalu modificéSana arpus etiketé sniegtajiem
noradijumiem anulés QIAGEN atbildibu.

Visi iegUtie diagnostikas rezultati jainterpreté kopa ar citiem kltniskiem vai laboratoriskiem

konstat&jumiem.

Lietotdju piendkums ir parbaudit sistémas veiktspéju attiecibd uz visdm laboratorija

veiktajam procediram, kas nav ietvertas QIAGEN veiktspéjas pétijumos.
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Veiktspéjas raksturojums

TukSo paraugu robeza

TukSo paraugu robeza (Limit of Blank, LOB) tika noteikta, ievérojot CLSI/NCCLS EP17-2A
standartu par veselu personu pilnasinu paraugiem (septini paraugi, 12 mérijumi/divas partijas).

Noskaidrots, ka LOB ir vienads ar BCR-ABL1 Mbcr transkripta 1,02 kopijam.
KonstatéSanas robeza

NoteikSanas robeza (Limit of Detection, LOD, jeb analitiska jutiba) tika noteikta, balstoties
uz 'Klasisko pieeju", kas aprakstita standarta CLSI/NCCLS EP17-2A. Saja pétijuma tika
analizéti zinamie zemi pozitivie paraugi (septini paraugi, 12 mérijumi/divas partijas).

Noskaidrots, ka LOD ir vienads ar BCR-ABL1 Mbcr transkripta 3,21 kopijam vai
0,0030 % IS-NCN.

Linearitate

Linearitati noteica péc CLSI/NCCLS EP6-A standarta ar vienu ipsogen BCR-ABL1 Mbcr
RGQ RT-PCR Kit partiju devinos dazados paraugos, kas sagatavoti, secigi atSkaidot
pozitivo RNS, kas no $0nu linijas ekstrahéta negativaja RNS, kas ekstrahé&ta no veseliem
donoriem. NoteikSanu veica trim dazadam RNS ievadém.

BCR-ABL1 Mbcr transkripta kvantitativa noteikSana ir lineara no LOD vértibas I1dz 56 %
IS-NCN, ja kvantitativd RNS parauga koncentracija ir tuvu 200 ng/pl, kas ir analizes

ieteicama ievade (kopéja ievade 3 ug).

Pie zemakas RNS ievades linearitates diapazonu var samazinat.
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Atkartojamiba un reproducéjamiba

Precizitates pétijums tika veikts saskana ar standartu CLSI/NCCLS EP5-A2. TestéSana tika
veikta deviniem dazadiem paraugiem, kas tika parbauditi 45 reizes divos atkartojumos,

veicot 45 parbaudes 23 dienu laika, tadéjadi iegustot 90 mérjjumus vienam paraugam.

Precizitates rezultati ir apkopoti 12. tabula.

12. Precizitates rezultati

Vidgjais SDR+ SDRUN++ SDTOTAL+++ CVrotaL
BCR-ABL1 Mbcr
Paraugs IS-NCN
S1 64,5243 4,3105 12,3610 13,0910 20,29 %
S2 36,1684 1,7104 5,9078 6,8581 18,96 %
S3 6,4876 0,4231 0,7857 1,0941 16,86 %
S4 0,7305 0,0512 0,0779 0,1178 16,12 %
S5 0,0754 0,0068 0,0073 0,0133 17,62 %
S6 0,0075 0,0016 0,0009 0,0022 28,81 %
S7 0,0036 0,0014 0,0002 0,0014 38,64 %
S8 0,0020 0,0010 0,0000 0,0010 48,71 %
S9 0,0011 0,0007 0,0000 0,0007 63,32 %

CVroraL: Variacijas koeficients kopéjai precizitatei (BCR-ABL1 Mbcr IS-NCN); SD: standartnovirze;
R+: Atkartojamiba; RUN++: Reproducéjamiba dazadas izpildés; S: standarts; KOPA+++: Kopéja precizitate
(tostarp dazados instrumentos, dazadiem operatoriem un dazadam partijam).

InterferéjoSas vielas

Pétijuma dizains bija balstits uz ieteikumiem, kas aprakstiti NCCLS standarta EP7-A2
"Interference Testing in clinical Chemistry". Potencialas ietekmes uz PCR dé| tika izvelétas
$§adas vielas, kas var blt asins paraugos vai kas var tikt ievaditas RNS izdali$anas laika:
(nekonjugéts bilirubins, konjugéts bilirubins, hemoglobins [cilvéka], seruma albumins
[cilveéka], kalija parpalikums EDTA [K2-EDTA], etanols).

legdtie rezultati neliecinaja par $o vielu traucéjoSu iedarbibu.
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Kliniska validacija un metozu salidzingajums

Lai salidzinatu ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit ar alternativdm metodém, tika
veikti divi pétijumi.

1. pétijums: Ar jpsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit un ijpsogen BCR-ABL1 Mbcr
IS-MMR DX komplektu tika analizéti 76 RNS paraugi, kas iegiti no periféram asinim.

Deminga regresija salidzindja ar abam metodém izméritos IS-NCN. Pastavéja spéciga
saistiba starp ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit un ipsogen BCR-ABL1 Mbcr
IS-MMR DX (R?= 0,97), ka redzams 9. attéla.

100—

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit

0‘()'01 0.'01 0.'1 1‘ 1‘0 1(;0
ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX Kit

9. IS-NCN diagramma, kas iegiita ar ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit un ipsogen BCR-ABL1 Mbcr
IS-MMR DX Kit.
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2. pétijums: 39 RNS paraugi, kas iegdti no to pacientu periférajam asinim, kuriem ieprieks
tika diagnosticeta Ph+ HML un kuri tika arstéti ar TKI, tika analizéti Francijas klniskaja
centra, izmantojot jpsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit un laboratoriski izstradatu
testu (atsauces metode). Ar atsauces metodi varéja zinot rezultatus, kas standartizéti

starptautiskaja méroga, izmantojot konversijas koeficientu.

Lai salidzinatu ar abam metodém iegito klinisko stavokli, tika izveidota Sada neparedzéto
nosacijumu tabula. Pastavéja spéciga saistiba starp ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ
RT-PCR Kit un atsauces metodi (kopé€ja sakritiba = 97,4 %), ka redzams 10. attéla.

Atsauces metode

nav MR 4

MR 4 vai
zemak

nav MR 4

15

MR 4 vai
zemak

ipsogen BCR-ABLA1
Mbcr RGQ RT-PCR Kit

23

15

24

16

23

39

10. Neparedzéto nosacijumu tabula, kura salidzinats ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit un laboratorija

izstradats, starptautiskajam mérogam standartizéts tests.
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Atbilstibas pétijums: ERM-AD623 BCR-ABL1 vienas plazmidas
(IRMM) un ipsogen vienas plazmidas (QIAGEN) standarts

Visjaunakas darba definicijas par BCR-ABL1 Mbcr molekularo reakciju HML gadijumos ir
devusi apvientba European LeukemiaNet/European Treatment Outcome Study
(ELN/EUTOS) Molecular Monitoring Steering Group, iesakot izmantot ERM-AD623
BCR-ABL1 plazmidu, Institute for Reference Materials and Measurements, Belgija (9).

Lai ievérotu So ieteikumu, QIAGEN veica atbilstibas pétijumu, lai salidzinatu ipsogen
vairakmérku vienu plazmidu, kas tiek izmantota komplekta jpsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ
RT-PCR Kit (24) CE (kat. Nr. 670923), salidzinot ar ERM-AD623 BCR-ABL1 plazmidu
(IRMM).

Salidzinajuma pamata bija BCR-ABL1 Mbcr/ABL1 normalizéto kopiju skaita attiectba (NCN),
novertgjot divu standartu atSkaidijumus (jpsogen or ERM-AD623 BCR-ABL1) ipsogen
komplektos ieklautajiem kontroles paraugiem, un Valsts biologisko standartu un kontroles
institita (National Institute for Biological Standards and Control, NIBSC) sertificéts atsauces
materials (8). Rezultati rada, ka abas standarta Iiknes ir izlidzinatas (11. attéls) un NCN
attiecibas ir salidzinamas (12. attéls).
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11. ipsogen un ERM-AD623 BCR-ABL1 plazmidu salidzinajums rada, ka standartu liknes saskan.

NCN

IRMM

Ipsogen® plasmids

12. ipsogen un ERM-AD623 plazmidu NCN vértibas ir salidzinamas.

QIAGEN pétijuma secinats, ka statistiski nozimigas atSkiribas nav: ERM-AD623 BCR-ABL1
vienas plazmidas un ijpsogen vienas plazmidas standarti uzrada ekvivalentus rezultatus.
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Simboli

Uz iepakojuma un mark&juma var bat talak noradttie simboli.
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Informacija par pasutiSanu

Produkts Saturs Kat. Nr.
ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ 24 reakcijam: ABL1 un BCR-ABL1 670923
RT-PCR Kit (24) Mbcr kvantitativi vienas plazmidas

standarti, zema un augsta pozitivas
kontroles, IS-MMR kalibrators, qPCR
maisijums ABL1, gPCR maisijums
Mbcr, atgriezeniska transkripcija un
gPCR reagenti.

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM instruments — paredzéts IVD validétai
real-time PCR analizei kliniskajos lietojumos

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Real-time PCR cikleris un 9002032
Platform High-Resolution Melt (Augstas

iz8kirtspéjas kuSanas) analizators ar

5 kanaliem (zal$, dzeltens, oranzs,

sarkans, sarts) un HRM kanalu,

klépjdators, programmatdra,

piederumi: ietver 1 gada garantiju

detalam un darbam, neietver

instalaciju un apmacibu

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Real-time PCR cikleris un High- 9002033
System Resolution Melt (Augstas izSkirtsp&jas

kuSanas) analizators ar 5 kanaliem

(zal$, dzeltens, oranzs, sarkans,

sarts), HRM kanals, klépjdators,

programmatdra, piederumi: ietver

1 gada garantiju detalam un darbam,

instalaciju un apmacibu.

Rotor-Gene Assay Manager 2.1 Programmatara rutinas testéSanai 9024203
Software apvienojuma ar Rotor-Gene Q
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Rotor-Gene Assay Manager 2.1
License

Loading Block 72 x 0.1ml Tubes

Strip Tubes and Caps, 0.1ml
(250)

Strip Tubes and Caps, 0.1ml
(2500)

RNS izolésana

RNeasy Midi Kit

Buffer EL

RNeasy MinElute Cleanup Kit

Vienas licences programmatura
instaléSanai viena datora

Aluminija bloks manualai reakcijas
iestatiS8anai ar viena kanala pipeti
72 x 0,1 ml stobrinos.

4 Cetru stobrinu 250 teststréemeles un
vacini 1000 reakcijam

10 x 250 teststrémeles 4 stobriniem
un vacini 10 000 reakcijam

50 RNeasy Midi Spin Column,
paraugu nems$anas stobrini (15 ml),
reagenti un buferskidumi bez RNase.
Summaras RNS izdaliSanai.

1000 ml Erythrocyte Lysis Buffer
(Eritrocttu lizes bufer§kidums).

50 RNeasy MinElute Spin Column,
paraugu nemsanas stobrini (1,5 ml un
2 ml), reagenti un bufer§kidumi bez
RNase. RNS attiriSanai un
koncentracijai ar nelieliem eluéSanas

tilpumiem.

9025620

9018901

981103

981106

75144

79217

74204

Jaunako informaciju un specifiskas atrunas par licencé$anu un produktiem skatiet attiecigaja

QIAGEN komplekta rokasgramata vai lietotdja rokasgramatd. QIAGEN komplektu un

lietotaja rokasgramatas ir pieejamas vietné www.giagen.com var tas var pieprasit QIAGEN

tehniska atbalsta centros vai pie viet&jiem precu izplatitajiem.
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Rokasgramatas parskatijumu vésture

Dokuments Izmainas Datums

HB-1904_005 Sadalu "Automatizéta analize: gPCR Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM 2018. gada junijs
instrumenta ar 72 stobrinu rotoru un RGAM programmataru” un
"Rezultatu interpretacija RGAM programmatara”.
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Sis produkts ir paredzéts lietodanai in vitro diagnostika. Bez QIAGEN rakstiskas atlaujas QIAGEN produktus nedrikst pardot talak, izmainit talakpardo$anai vai
izmantot, lai razotu komercialus izstradajumus.

Saja dokumenta pieejama informacija var tikt mainita bez iepriekséja pazinojuma. QIAGEN neuzn atbildibu par jebkadam kladam, kas var bat $aja
dokumenta. Tiek uzskatits, ka publicé$anas bridi $is dokuments ir pilnigs un precizs. QIAGEN nekada gadijuma nav atbildigs par nejausiem, tiSiem,
daudzkartigiem vai izrietoSiem zaud&jumiem, kas ir saistiti ar T dokumenta izmanto$anu vai rodas no ta izmanto$anas.

QIAGEN 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.

&7 produkta iegade lauj pircéjam to izmantot diagnostikas pakalpojumu snieg$anai cilvéka in vitro diagnostika. Ar o netiek pieskirts visparéjs patents vai cita veida

licence, bet tikai §Ts Tpasas lietoSanas tiesibas.

Pre¢u zimes: QIAGEN®, ipsogen®, MinElute®, RNeasy®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager® (QIAGEN Group); FAM™, SYBR® (Thermo Fisher Scientific

Inc.); BHQ-1® (Biosearch Technologies, Inc); Excel® (Microsoft Corporation); TagMan® (Roche Group).
2 i ligums i BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit
ST produkta izmanto$ana nozimé, ka katra produkta pircéjs vai lietotajs piekrit talak sniegtajiem nosacijumiem.

. o produktu drikst lietot tikai saskana kopa ar produktu nodroginatajiem protokoliem un $o rokasgramatu un tikai kopa ar sastavdalam, kas ietilpst $aja

komplekta. Uznémums QIAGEN nepieskir nekada veida licenci uz nevienu no ta intelektualajiem TpaSumiem, lai $aja komplekta ietvertas sastavdalas izmantotu
kopa ar jebkadam sastavdalam, kas neietilpst $aja komplekta, vai ar tam apvienotu, iznemot gadijumus, kas aprakstiti kopa ar produktu piegadatajos protokolos

un 3aja rokasgramata, ka arf papildu protokolos, kas pieejami timekla vietné www.giagen.com. DaZus no Siem papildu protokoliem QIAGEN lietotajiem ir

nodrosinajusi QIAGEN lietotaji. QIAGEN nav veicis $o protokolu ripigu testéSanu vai optimizéSanu. Uznémums QIAGEN nedz apliecina, nedz garanté, ka tie

neparkapj treSo personu tiesibas.
. Uznémums QIAGEN nesniedz citas garantijas, iznemot skaidri noraditas licences, ka $is komplekts un/vai ta lietoSana parkapj treso pusu tiesibas.
. Sis komplekts un ta sastavdalas ir licencétas vienreizéjai lietoSanai, un tas nedrikst izmantot atkartoti, atjaunot vai pardot talak.
. QIAGEN Tpasi atsakas no jebkadam citam tieSam vai netiesam licencém, kas nav skaidri noraditas.

o s w N

ieskaitot advokatu honorarus, kas radusies, Tstenojot So ierobeZoto licences ligumu vai jebkuru no uznémuma intelektuala jpaSuma tiesibam saistiba ar
komplektu un/vai ta komponentiem.

Atjauninatos licences nosacijumus skatiet vietné www.qiagen.com.
1114278LV 06/2018 HB-1904-005 © 2016 QIAGEN, visas tiesibas aizsargatas.

. Komplekta pircéjs un lietotajs piekrit neveikt un neatlaut citiem veikt nekadas darbibas, kas varétu izraisit vai veicinat jebkuras no ieprieks$ aizliegtajam darbibam.
Uznémums QIAGEN var pieprasit 8T ierobeZota licences liguma aizliegumu Tsteno$anu jebkura tiesa un atgdt visus savus izmekléSanas un tiesas izdevumus,
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