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SensiQuant P210 MasterMix

Detekce a méfeni mRNA BCR/ABL variantaP210
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spojeni s produktem ,,SensiQuant P210 Standard”.

K provedeni KVALITATIVNI analyzy miiZe byt souprava
»SensiQuant 210 MasterMix“ pouzita ve spojeni s jednim
ze ¢tyr fedicich bodi soupravy ,,SensiQuant P210
Standard“ jako pozitivni kontrola.

Produkt by mél byt pouZivan podle pokyn(i uvedenych v
této prirucce v kombinaci s validovanymi pfistroji a
reagenciemi. Jakékoli pouZiti tohoto produktu off-label
a/nebo modifikace sloZek rusi odpovédnosti vyrobce
Bioclarma.

POUZITI

3]

3]

“ SensiQuant 210 MasterMix“ je in vitro zdravotnicky

prostredek pro:

pro detekci transkriptu BCR/ABL P210 (BCR-ABL P210,
Mbcr) v celkové RNA extrahované ze vzork( periferni krve

nebo kostni diené.

pro kvantifikaci transkriptu BCR/ABL P210 (BCR-ABL P210,
Mbcr) normalizovaného pomoci poctu transkriptd
kontrolniho genu (ABL) v celkové RNA extrahované ze

vzork( periferni krve nebo kostni dfené.

Produkt byl navrZzen pro kvantitativni analyzu ptipad(
chronické myeloidni leukémie (CML), akutni myeloidni
leukémie (AML) a akutni lymfoblastické leukémie (ALL),
pro doplnéni klinickych tdajl a dalSich laboratornich
testl. Kromé toho vysledky ziskané timto testem slouzi ke
sledovani ucinnosti terapii a sledovani minimalniho

rezidua nemoci (MRD).

POZNAMKA: Souprava ,SensiQuant 210 MasterMix“ byla
navrzena podle studii ,Evropa proti rakoviné” (Gabert et
al., Leukemia 2003) a je v souladu s aktualizovanymi

mezinarodnimi doporucenimi (Branford et al., Leukemia

2006; Hugues et al. , Blood 2006).
SFE003-6
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PRACOVNIi POSTUP

TECHNOLOGICKA SPECIFIKACE

Vyrobek ,SensiQuant 210 MasterMix“ je zaloZen na
technologii One-Step RT-PCR, kterd umoZniuje vysoce
reprodukovatelnou syntézu prvniho fetézce cDNA a
kontinualni Real Time PCR v jedné zkumavce. Na zdkladé
toho umoZnuje sada ,SensiQuant 210 MasterMix“
maximalni efektivitu RT-PCR, citlivost a specificitu a
zaroven minimalizuje ¢as a naklady na analyzu.

Vyrobek ,SensiQuant 210 MasterMix“ obsahuje:

© SensiQuant P210 Master Mix BCR/ABL: reakéni smés
pro amplifikaci transloka¢niho genu BCR/ABL, P210 v
redlném Case pfipravenou kpouZiti. Kombinace
obsahuje: reakéni pufr, ionty hofciku, dNTP, Taq
polymerazu, primery a sondu specifickou pro P210.

® SensiQuant P210 Master Mix ABL: reakéni smés pro
amplifikaci houskeeping genu ABL v redlném case
pfipravenou k pouZiti. Kombinace obsahuje: reakéni
pufr, ionty hotcéiku, dNTP, Taqg polymerazu, primery a
sondu specifickou pro ABL.

® SensiQuant RT: optimalizovany a pfipraveny roztok
MMLV Reverse Transkriptdzy. Toto <(Cinidlo bylo
optimalizovano pro praci s jednokrokovym protokolem,
ve kterém je syntéza cDNA prvniho fetézce a nasledna
Real Time PCR provadéna v jedné zkumavce.

Pro kazdy vzorek test obsahuje:

- duplicitni Real Time amplifikaci pro cilovy gen BCR/ABL;
- duplicitni Real Time amplifikaci pro housekeeping gen
ABL.

Ctyfi reakce se  provadéji na  mikrodesti¢ce
s programovatelnym zahfivanim vybavenym optickym
fluorescencnim  detekénim  systémem  (Real Time
Termocykler).

Test vyuZiva principu dvojiho barveni RQ-PCR hydrolyzy
oliogonukleotidd. Specifickd sonda (oznacena FAM jako
reportér a TAMRA jako zhasec) se vaie k amplikonu
béhem kazdého kroku annealinku v PCR. KdyZz Taq
prodluzZuje fetézec od primeru navazaného na amplikon,
premisti 5'-konec sondy, ktery je pak degradovan 5'-3
'exonukledzovou aktivitou Taq polymerazy. Stépeni
pokracuje, dokud se zbyvajici sonda neuvolni z amplikonu.
Tento proces uvoliuje fluorofor a zhase¢ do roztoku,
prostorové je oddéluje a vede ke zvySeni fluorescence od
FAM a ke snizeni TAMRA.

Zpracovani ziskanych dat uréuje pfitomnost a titr cDNA
BCR/ABL P210 ve vychozim vzorku ve srovnani s

referenéni ABL cDNA.

Validace byla provadéna na pfistrojich:
e  Bio-Rad Instruments: CFX96, CFX Connect
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e Applied Biosystems Instruments: 7300, 7500, 7900,
StepOne Plus.
Vyrobek SensiQuant 210 MasterMix se smi pouZivat
pouze v kombinaci se soupravou SensiQuant 210
Standard.

Vyrobek umoziiuje 24 duplicitnich stanoveni pro mRNA
P210 a 24 duplicitnich stanoveni pro mRNA ABL, véetné
standardu a kontrol (napf. 19 pacientd v jednom béhu) o
celkovém objemu 25 pl.

Pozn. Dalsi béhy mohou vést k vycerpani nékterych
¢inidel. S ohledem na chyby pipetovéni jsou reagencie
jsou dodavany v nadbytku.

Citlivost testu: Test umoznuje odhalit pfitomnost
pfiblizné 5 cilovych molekul DNA v 5 pl vzorku pfidaného k
amplifikacni reakci.

Linearni rozsah méfeni umozZnuje stanoveni titru v
rozmezi 1 000 000 az 10 cilovych kopii v 5 pl vzorku
pridaného k amplifikacni reakci.

DODAVANE REAGENCIE

REAGENT QUANTITY COMPOSITION
SensiQuant P210 ready to use mixture for
) 2 x500 pl .
Master Mix ABL the detection of ABL
SensiQuant P210 2 %500 ul ready to use mixture for
Master Mix BCR/ABL XU ] the detection of BCR/ABL

stabilized and ready to use
SensiQuant RT 1x35ul solution of MMLV Reverse
Transcriptase

ultrapure water for

ult t
rapure water 1 x500 pl molecular biology

DALSi POTREBNE VYBAVENI

® Laminarni box. J
® jednorazové latexové rukavice bez pudru nebo
podobné

©  Vortex mixér.

© Mikrocentrifuga (12 000/14 000 RPM).

€ Sterilni mikropipety a $picky s aerosolovym filtrem
nebo podobné (0,5-10 pl, 2-20 pl, 5-50 pl, 50-200 pl,
200-1000 pl).

€ Pfilnavé uzavirani pro mikrotitraéni desti¢ky bez RNazy
a DNazy.

€ Real-Time PCR pfistroj.
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DALSi POTREBNE VYROBKY

Standardy DNA o znamé koncentraci nejsou soucasti této
soupravy. K provedeni téchto analytickych krok( se
doporucuji nasledujici doplikové produkty vyrobené
spolec¢nosti Bioclarma:
© SensiQuant P210 Standard (cod. STD-027):
Plazmidovd DNA o zndamé koncentraci pro ziskani
kalibracnich kfivek pro P210 a ABL.

Pro sladéni s mezindrodnimi standardy(IS) se doporucuji
nasledujici doplikové produkty vyrobené spolecnosti
Bioclarma:

©  PHILARef (kéd. SRF-027): &tyFi zkumavky celkové RNA
extrahované ze dvou smési lidskych bunécénych linii v
rGznych pomérech. Kazdy roztok byl ziskan zfedénim
znamého mnoizstvi bunék pozitivnich na translokaci
t (9; 22), BCR-ABL pfesmyk, varianta P210, ve znamych
mnozstvich bunék, které tuto translokaci nemaiji.

VAROVANIi A UPOZORNENI

Tento vyrobek je ur¢en vyhradné pro pouZiti in vitro.
Reagencie a pokyny doddvané v této soupravé byly
validovany pro optimdlni provedeni. Dalsi fedéni Cinidel
nebo zména inkubacnich teplot mizZe vést k chybnym
nebo nesouhlasnym tGdajim. Rozdily ve zpracovani vzorka
a technickych postupech v uZivatelské laboratofi mohou
zpUsobit neplatnost vysledkd testu.

Vsechny reagencie soupravy jsou specialné formulovany
pro pouziti v kombinaci s produktem SensiQuant P210
Standard (kat.¢. STD-027) Bioclarma., Abyste zajistili
optimalni provedeni testu, nedoporucujeme michani s
vyrobkem jiného vyrobce.

Zvlastni upozornéni pro manipulaci:

Postupy molekuldrni biologie, jako je extrakce, reverzni
transkripce, amplifikace a detekce nukleovych kyselin,
vyzaduji kvalifikovany personal, aby se predeslo riziku
chybnych vysledkd.

Extrémni opatrnosti predchazejte:
® Kontaminaci RN4zy/DNazy, které by mohly zpsobit
degradaci templatové mRNA a generované cDNA;
® Kontaminaci pfena$ené mRNA nebo PCR vede k fale3né
pozitivnimu signalu.

Doporucujeme proto nasledujici:

e PouZivejte oddélené oblasti pro extrakci/pfipravu
amplifikacnich reakci a pro amplifikaci/detekci

SFE003-6

REF |sar-027

amplifikaénich produktl. Nikdy neprenasejte produkty
amplifikace do oblasti uréené pro extrakci/pfipravu
amplifikacnich reakci;

e Pouzivejte laboratorni plasté, rukavice a nastroje, které
se pouzivaji vyhradné pro extrakci/pfipravu
amplifikaénich  reakci a pro amplifikaci/detekci
amplifikacnich produktd. Nikdy neprenasejte
laboratorni plasté, rukavice nebo nastroje z oblasti
urcené pro amplifikaci/detekci produktl amplifikace do
oblasti uréené pro extrakci/pfipravu.

e Se vzorky manipulujte v laminarnim boxu. Vzorky musi
byt pouZity vyhradné pro tento typ analyzy;

e \Vyvarujte se soucasného otevirdani zkumavek
obsahujicich rizné vzorky.

e Pro vsechny pipetovaci kroky a pipety pouZivejte nové
$picky odolné vici aerosolim. Pouzité Spicky musi byt
sterilni, bez DN4z a RNaz, bez DNA a RNA. Pipety
pouzivané ke zpracovani vzorkG musi byt pouzity
vyhradné pro tento konkrétni tGcel;

e S ¢&inidly manipulujte vlaminarnim boxu. Cinidla
nezbytnd pro amplifikaci musi byt pfipravena tak, aby
mohla byt pouZita v jedné sérii. Pipety pouZivané k
manipulaci s Cinidly musi byt pouZity vyhradné pro
tento ucel. Pipety musi byt pozitivniho vytlaku nebo
musi byt pouZity s hroty aerosolového filtru. PouZzité
Spicky musi byt sterilni, bez DNaz a RNaz, bez DNA a
RNA;

e Manipulujte s produkty amplifikace takovym
zpUsobem, aby se co nejvice omezilo rozptylovani do
prostredi, aby se zabranilo mozné kontaminaci. Pipety
pouZivané k manipulaci s produkty amplifikace musi byt
pouZity vyhradné pro tento konkrétni tcel.

Varovani a obecnd bezpecnostni opatreni:

S lidskymi tkdanémi je tfeba zachdazet jako s potencidlné
infekénimi, a musi byt likvidovany s naleZitymi
preventivnimi opatfenimi a v souladu s pokyny OSHA
a/nebo CAP (nebo ekvivalentnimi EU).

e \Vyvarujte se pfimého kontaktu s biologickymi vzorky.
Vyvarujte se rozstfikovani nebo rozprasovani.
Materidly, které prichdzeji do styku s biologickymi
vzorky, musi byt pred likvidaci oSetfeny 3% chlornanem
sodnym po dobu nejméné 30 minut nebo
autoklavovany pri 121 ° C po dobu jedné hodiny;

e Zachazejte a likvidujte vSechna Ccinidla a vsechen
testovany materidl, jako by byl potencidlné infekcni.
Vyvarujte se prfimého kontaktu s reagenciemi.
Vyvarujte se rozstfikovani nebo rozprasovani.
S odpadem je tfeba zachazet a likvidovat v souladu s
prislusnymi bezpecnostnimi normami. Jednorazové
hotlavé materidly musi byt spaleny. Kapalny odpad
obsahujici kyseliny nebo zasady musi byt pred likvidaci
neutralizovan;
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e Pouzivejte vhodny ochranny odév a rukavice a chrarite
oCi/obli¢ej. Dalsi informace naleznete v bezpecnostnim
listu (MSDS).

e Nikdy pipetujte roztoky uUsty a vyhybejte se kontaktu s
kGzi a sliznicemi.

e Na pracovisti nejezte, nepijte, nekurte ani neaplikujte
kosmetické vyrobky.

e Po manipulaci se vzorky a reagenciemi si dukladné
umyjte ruce.

e Zbytkova C(Cinidla a odpad zlikvidujte v souladu s
platnymi predpisy.

e Pred spusténim testu si preCtéte vsSechny pokyny
dodané s vyrobkem.

e Pfi provadéni testu postupujte podle pokynd dodanych
s vyrobkem.

e Nepoutzivejte produkt po uplynuti doby pouZitelnosti.

e PoutZivejte pouze Cinidla doddvand v produktu a Cinidla
doporucéena vyrobcem.

e Nemichejte ¢inidla z rliznych Sarzi.

e Nepouzivejte ¢inidla z produktl jinych vyrobcd.

Varovani a bezpecnostni opatreni tykajici se jednotlivych
soucasti:

Pro vyrobek SensiQuant P210 MasterMix plati nasledujici
bezpectnostni pokyny (P):

P261. Vyvarujte se
prachu/dymu/plynu/mlhy/par/spreje.
P262. Zabrante vniknuti do oéi, na kdZi nebo na odév

vdechnuti

Skladovani:

Soucdsti SensiQuant RT skladujte pti -15° Caz -25°Cv
mrazéaku s konstantni teplotou.

Soucasti SensiQuant P210 MasterMix BCR/ABL a
SensiQuant P210 MasterMix ABL skladujte pfi -15 ° C aZ -
25 ° C v mrazdku s konstantni teplotou aZ do prvniho
pouziti.

Vyvarujte se opakovani cykld zmrazovani a rozmrazovani,
které mohou snizit kvalitu vyrobku.

Minimalizujte vystaveni rGznych slozek soupravy svétlu.

Vsechny soucdsti soupravy uchovavejte v originalnich
obalech.

Pred otevienim zkumavky jemné promichejte a kratce
odstredte.

Tyto podminky skladovani plati pro oteviené komponenty
a dosud neoteviené. Reagencie skladované za jinych
podminek, neZ jaké jsou uvedeny na Stitku, nemusi
umozinovat spravné provedeni testu mohou negativné
ovliviiovat vysledky.

Stabilita kitu:

Za spravnych skladovacich podminek je souprava stabilni
do data exspirace vytisténého na stitku. Vyrobek si
zachova kvalitu do data expirace vytisténého na stitku.
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VZORKY A KONTROLY

Vzorky:

Tento vyrobek je navrien pro pouZiti s RNA
extrahovanou z:

e periferni krve odebrané v EDTA nebo citratu,
e kostni dfené odebrané do EDTA nebo citratu,
elymfo-monocytova nebo suspenze leukocyt(.

nasledujici

K pfipravé RNA  se doporucuji

protokoly/¢inidla:

¢ Manualni postup (TRIzol Cinidlo - Invitrogen, Purezol -
Biorad a podobné)

* RNA extrakéni souprava s kolonkami (RNeasy Mini Kit -
Qiagen);

ePoloautomaticky postup extrakce (Maxwell 16 -
Promega).

Periferni krev _a kostni dfen odebrand do EDTA nebo
citratu.

Vzorky periferni krve a vzorky kostni dfené musi byt
odebirany podle laboratornich pokyn(, prepravovany pfi
+ 2 °/+ 8 ° C a skladovany pfi + 2 °/+ 8 ° C po dobu
maximalné ctyf hodin. Pokud je vychozim materidlem
periferni krev, je vhodné separovat lymfomonocyty na
Ficoll™ podle laboratornich pokynl. Optimalni mnoZstvi
leukocytd pro celkovou extrakci RNA je pfiblizné
10000000 bunék. Nezmrazujte periferni krev, aby
nedoslo k degradaci RNA.

Lympho-monocyty nebo suspense leukocytl
Lymfo-monocyty nebo leukocyty musi byt pfipraveny
podle laboratornich pokynd, resuspendovany ve sterilnim
izotonickém pufru a skladovany pfi + 2 °/+ 8 ° C po dobu
maximalné Ctyr hodin. Optimalni mnozstvi
lymfomonocytl a leukocytd pro celkovou extrakci RNA je
pfiblizné 10 000 000 bunék. Nezmrazujte bunécnou
suspenzi, aby nedoslo k degradaci RNA.

Interferujici latky:
Celkovy vzorek RNA nesmi obsahovat heparin,

hemoglobin nebo Ficoll™, aby se zabranilo inhibi¢nim
ucinkim na amplifikacni reakci. Nejsou k dispozici Zzadné
udaje tykajici se moznych inhibi¢nich Ucink( antibiotik,
antivirotik, chemoterapeutik nebo imunosupresiv.

Ptiprava RNA ze vzork(i pacienta musi byt provedena
doporuéovanym postupem (TriZol, Invitrogen; PureZol,
Bio-Rad). Kvalita testu zavisi do velké miry na kvalité
pocatecni RNA. Pred naslednou analyzou doporucujeme
oveérit  kvalitu vycisténé RNA elektroforézou na
agardzovém gelu nebo pomoci Agilent Bioanalyzer.

27/02/2019 Rev. 06



SensiQuant P210 MasterMix

Koncentrace vzorku:

Pro kazdy vzorek test vyzaduje:

e retro-transkripéni/amplifikacni reakce pro transkript
BCR/ABL (v duplikatu)

e retro-transkrip¢ni/amplifikacni reakce pro ABL transkript
(v duplikatu)

Mnozstvi RNA v reakci je:

1,5 ug celkové RNA na jamku: Uplna analyza klinického
vzorku vyZaduje 6 pg celkové RNA. Kazdy vzorek RNA se
zfedi na koncentraci 0,3 pg/ul tak, aby 5 pl obsahovalo
1,5 ug RNA.

NEBO

0,5 pg celkové RNA na jamku: Uplna analyza klinického
vzorku vyzaduje 2 pg celkové RNA. Kazdy vzorek RNA
zfedte v koncentraci 0,1 pg/ul tak, aby 5 pl obsahovalo
0,5 pg RNA.

Doporucuje se pripravit nékolik alikvot( vzorkd, aby se
zabranilo opakovani cykld zmrazovani a rozmrazovani,
které mohou snizit kvalitu vzorku

Kontroly amplifikace:

Je naprosto povinné ovérit kazdou amplifikacni relaci
negativnimi a  pozitivnimi  kontrolnimi  reakcemi.
Jako negativni kontrolu pouZijte sterilni vodu bez nukleazy
(dodava se s produktem, Ultrapure Water, zkumavka
NEUTRAL Cap tube).

Jako pozitivni kontrolu pouzijte produkt ,SensiQuant
P210 Standard” vyrobeny spolecnosti Bioclarma nebo
nékterou ze smési doddvanych s vyrobkem , PHILARef".

NAVOD K POUZITI

UzZivatel by si mél prfed pouiZitim peclivé precist tyto
pokyny a seznamit se se vSemi ¢astmi.

Pfed zahajenim béhu je duleZité provést nasledujici
kroky:

e s odkazem na dokumentaci k pfistroji ovérte, Ze
termocykler v redlném case je schopen excitovat pouzité
fluorofory a méfit emitované svétlo;

e s odkazem na dokumentaci k pristroji nastavte
,detektor” (mérend fluorescence) a typ reakce (vzorek,
negativni kontrola, standardni kvantitativni DNA) pro
kazdou jamku pouZitou v mikrodesti¢ce. Pridejte tyto
informace do pracovniho listu pfilozeného na konci
tohoto dokumentu. Pfi pipetovani reakéni smési a vzorkd
do jamek doporucujeme peclivé sledovat pracovni list.

SFE003-6
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Poznamka: pro titraci cilové cDNA ve vzorcich nastavte
dvé standardni kfivky, jednu pro P210 a druhou pro ABL
pomoci SensiQuant P210 Standard (10°-10%-103-102
kopii). Kazdy bod kfivky je vytvoren alespon jako duplikat.

Nasleduje priklad, jak Ize usporadat analyzu 3 vzorka.

(1] 2]3]a]s]6]7]8]9]10]n]re]
g@ 9900000

BRRER

P210 10°- P210 102: Standard pro BCR/ABL P210; ABL 10°-
ABL 10% Standard pro ABL; NC: negativni kontrola,
Vzorky C1-C3.
Podle dokumentace k pfistroji nastavte podminky
cyklovani popsané nize, oznacujici 50 cykld a reakéni
objem 25 pl.

Bio-Rad CFX96 a CFX Connect Instruments:

Amplification thermal cycle
Temperature | Timing Phase
50°C 10 min. | cDNA synthesis
RT enzyme
95°C 5 min. . .
inactivation
95°C 10 sec. | PCR cycling and
detection (50
60°C (*) 30 sec. cycles)

(*) Fluorescence Signal Acquisition

Analysis mode: single threshold svolbou “baseline
subtracted curve fit”.

Nastaveni threshold value of 100;

Baseline Cycles: autocalculated.

Fluorescence: FAM.
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Applied Biosystems Instruments (7300, 7500, 7900, Step

One Plus):

Amplification thermal cycle
Temperature | Timing Phase
50°C 10 min. | cDNA synthesis
RT enzyme
95°C > min. inactivation
95°C 20 sec. | PCRcycling and
detection (50
60°C (*) 1 min. cycles)

(*) Fluorescence Signal Acquisition

Acquisition mode: standard
Analysis mode: standard
quantification;

Fluorescence: FAM;
Quencher: TAMRA;

Passive Reference: ROX
Doporucuje se nastavit threshold na 0.15 (0.1 pro Step-
One Plus Instrument) Nastavit rozsah vypoctu baseline od
cyklu 3 do cyklu 15.

curve with absolute

Nastaveni amplifikace:

Pfed zahdjenim béhu je duleZité provést nasledujici
kroky:

Vyndejte a rozmrazte zkumavky obsahujici analyzované
vzorky. Jemné promichejte a zkumavky odstredte, aby se
obsah dostal na dno a udrzujte na ledu.

Vyndejte a rozmrazte potiebnou SensiQuant P210
MasterMix BCR/ABL (ZLUTA kryt zkumavky) a
SensiQuant P210 MasterMix ABL (BiLY kryt zkumavky).
Jemné promichejte prevracenim a zkumavky kratce
odstredte, aby se obsah dostal na dno; udrZujte na leduy;
Vyndejte a polozte na led zkumavku SensiQuant RT
(FIALOVY kryt zkumavky) obsahuijici stabilizovany enzym
retro-transkriptazu;

Vyndejte a rozmrazte potifebné zkumavky SensiQuant
P210 STANDARD pro standardni kfivky BCR/ABL P210 a
ABL. Jemné promichejte a centrifugujte zkumavky po
dobu 5 sekund, aby se obsah dostal na dno; udrZujte na
ledu;

Pfipravte si  nasledujici ,smés P210“ obsahujici
SensiQuant P210 MasterMix BCR/ABL a SensiQuant RT

podle poctu zpracovavanych vzorku:
Cap Tube Vol. for1
P210 Pre-Mix =2 I r
Colour sample (pl)

SensiQuant P210

i YELLOW 19,7
MasterMix BCR/ABL
SensiQuant RT PURPLE 0,3

Total Volume 20
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Promichejte prevracenim zkumavky a vyhnéte se tvorbé
pény. Kratce odstfedte (max. 5 sekund), aby se obsah
dostal na dno a udrZujte na ledu.

Ptipravte si nasledujici ,,premix ABL” obsahujici
SensiQuant P210 MasterMix ABL a SensiQuant RT podle

poctu zpracovavanych vzorku:
. Cap Tube Vol. for1
ABL Pre-Mix
Colour sample (pl)

SensiQuant P210

i WHITE 19,7
MasterMix ABL
SensiQuant RT PURPLE 0,3

Total Volume 20

Promichejte prevracenim zkumavky a vyhnéte se tvorbé
pény. Kratce odstfedte (max. 5 sekund), aby se obsah
dostal na dno a udrZujte na ledu.

Pipetujte 20 ul smési ,,P210 premixu” na dno jamek P210
amplifikacni mikrotitracni desticky, podle pracovniho listu

Pipetujte 20 ul smési ,,ABL pre--mixu“ na dno jamek ABL
amplifika¢ni mikrotitra¢ni desticky, podle pracovniho listu

Opatrné pridejte 5 pl ultracisté vody (zkumavka
s NEUTRALNIM  krytem) jako negativni  kontrolu
amplifikace do kazdé ze dvou jamek P210 a ABL
amplifikacni mikrodesticky, podle pracovniho listu.

Opatrné pridejte 5 ul (odpovidajici 1,5 ug nebo 0,5 pg/ul)
prvniho vzorku RNA do kazdé ze dvou jamek P210.
Podobné pokracujte se zbyvajicimi vzorky RNA, podle
pracovniho listu.

Opatrné pridejte 5 ul (odpovidajici 1,5 pg nebo 0,5 pg/ul)
prvniho vzorku RNA do kazdé ze dvou jamek ABL.
Podobné pokracujte se zbyvajicimi vzorky RNA, podle
pracovniho listu.

Opatrné pridejte 5 pl kopii SensiQuant STANDARD P210
10% do dvou jamek P210 a do dvou jamek ABL amplifika&ni
desticky podle pracovniho listu. Stejné pokracujte
s daldimi SensiQuant P210 STANDARDy (103, 104 10°
kopii).

Amplifikaéni mikrotitracni desticku opatrné utésnéte
pomoci amplifikacni adhezivni folie a kratce odstredte,
aby se obsah dostal na dno jamek.

Umistéte mikrodesticku do termocykleru a spustte
definovany program.
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SensiQuant P210 MasterMix

Interpretace testu:

Obecna validace:

Hodnoty fluorescence <¢tyf standardG ziskanych se
specifickymi sondami BCR/ABL P210 a ABL se poufZivaji
pro vypocet kalibracnich kfivek amplifikacniho béhu a pro
validaci amplifikace a detekce reakci.

Pro kazdou kalibracni kfivku (ABL a BCR/ABL) se pouzije
linedrni regresni analyza (y = ax + b). Hodnota a (slope-
smérnice) odpovida sklonu linie a hodnota b (konstanta)
odpovida y-interceptu . Z dat je extrapolovan koeficient
linearni korelace (R2), ktery definuje meze pfrijatelnosti
pro standardni kfivky, jak je popsano v nasledujici tabulce:

Linear correlation Acceptability Amplification/
coefficient (R2) range Detection
BCR/ABL P210 0,990 <R2<1,000 VALID
ABL Standard Curve 0,990 <R2<1,000 VALID

Pokud neni hodnota R2 v uvedenych mezich, doslo béhem
amplifikacni nebo detekéni faze k problému (nespravna
pfiprava reakéni smési, nespravné davkovani reakéni
smési nebo standardd, degradace sondy nebo standardu,
nespravné nastaveni standardni polohy, nespravné
nastaveni tepelného cyklu), coz mlize zpUsobit nespravné
vysledky.

Vysledky béhu jsou neplatné a test se musi opakovat.
Reseni najdete v Priivodci fesenim problémd na konci
dokumentu.

Hodnoty fluorescence ziskané pomoci specifickych sond
BCR/ABL P210 a ABL v amplifikanich reakcich negativni
kontroly se pouzivaji k validaci amplifikacnich a
detekénich reakci, jak je uvedeno v nasledujici tabulce

Threshold Cycle of Negative| Acceptability Amplification/
Control (FAM) range Detection

Undetermined NEGATIVE CORRECT

Pokud se vysledek amplifikacni reakce negativni kontroly
lisi od ,,Ct neuréeno”, znamena to, Ze v amplifikacni reakci
byla detekovana cilova DNA. Béhem faze amplifikace se
vyskytly problémy (kontaminace), které mohou zpUsobit
nespravné vysledky a faleSné pozitivni vysledky.
Vysledky béhu jsou neplatné a test se musi opakovat.
Reseni najdete v Priivodci fesenim problémd na konci
dokumentu.

Identifikace BCR/ABL P210:

Hodnoty fluorescence emitované specifickymi sondami
amplifikacnich reakcich a prahova hodnota fluorescence-
threshold se pouZivaji k detekci pfitomnosti cilové DNA
prostfednictvim stanoveni prahového cyklu threshold
(Ct).

SFE003-6
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Poznamka: Pomoci softwarovych nastrojd pfistroje
ovérte, Ze Ct je uréeno rychlym a pravidelnym zvySovanim
hodnoty fluorescence, a nikoli izolovanymi maximami
nebo zvySovanim signalu pozadi.

Pokud se tato souprava pouzije ke skriningu BCR/ABL
P210, pouziji se vysledky pro kazdy vzorek, jak je popsano
v nasledujici tabulce:

Sample Threshold Cycle o feeEp) BCR/ABL
Sample Suitability

(FAM) result |P210 mRNA
P210 ABL
Copies < 10,000
. NOT SUITABLE INVALID /
or undetermined
Ct
Undetermined
. VALID, NOT
Copies > 10,000 SUITABLE

NEGATIVE | DETECTED

Copies < 10,000 SUITABLE VALID, PRESENT
or undetermined POSITIVE
Ct Determined
VALID,
i SUITABLE
Copies > 10,000 POSITIVE PRESENT

Pokud reakce amplifikace vzorku ukazuje ,Ct
undetermined” pro P210 a ,Copies” <10 000 nebo Ct
Undetermined” pro ABL, nebyl cilovy gen ABL ucinné
detekovan. Problémy se vyskytly béhem faze amplifikace
(neldspésna nebo nevalidni amplifikace) nebo ve fazi
reverzni transkripce (neuspésna nebo nevalidni reverzni
transkripce) nebo ve fazi extrakce (absence DNA nebo
pfitomnost inhibitord), coz muZe zplsobit nespravné
vysledky a falesné negativy.

Vzorek neni vhodny, test je neplatny a musi se opakovat
pocinaje extrakci nového vzorku

Pokud amplifikaéni reakce vzorku ukazuje ,Ct
undetermined” pro P210 a ,Copies> 10.000“ pro ABL,
cilovy gen ABL byl detekovan Uspésné, zatimco cilovy gen
BCR/ABL nebyl detekovan. Neni vSak mozné wvyloucit
pfitomnost cDNA P210 pfi nizSim titru, neZ je detekéni
limit produktu. V tomto pfipadé by byl vysledek falesné
negativni.

Vysledky ziskané touto analyzou musi byt interpretovany
s ohledem na vSechny klinické udaje a dalsi laboratorni
testy provedené na pacientovi.

Poznamka: Pokud je detekovan P210, zatimco amplifikace
ABL ukazuje , Kopie <10 000 nebo Ct neuréeno”, znamena
to, Ze vzorek je stale kvalitativné vhodny a pozitivni
vysledek testu je platny. V tomto pripadé vSak neni mozné
pouzit data pro kvantitativni analyzu vysledkd (viz
nasledujici stranky).
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Kvantitativni analyza BCR/ABL P210:

Hodnoty Ct ziskané P210 specifickou sondou a P210
kalibracni kfivkou se pouZivaji pro vypocet mnozstvi cilové
DNA pfitomné v amplifikacnich reakcich kazdého vzorku.

SensiQuant 210 MasterMix je schopen méfit od
1 000 000 do 5 kopii P210 cDNA na amplifikaéni reakci, jak
ukazuje nasledujici tabulka

Sk anpie BCR/ABL P210 cDNA per reaction
(FAM P210) P
Quantity > 1 x 10° GREATER THAN 1.000.000 DI COPIES
5<Quantity < 1x 10° = quantity
Quantity <5 FEWER THAN 5 COPIES

Hodnoty Ct ziskané ABL specifickou sondou a ABL
kalibracni kfivkou se pouzivaji pro vypocet mnozstvi cilové
DNA pfitomné v amplifikaénich reakcich kazdého vzorku.

SensiQuant ABL MasterMix je schopen méfit od 1 000 000
do 5 kopii pro ABL cDNA na amplifikac¢ni reakci. Pro
kvantitativni analyzu je vsSak uZite¢ny interval od
1 000 000 do 10 000 kopii.

Pokud se tento produkt pouZivd ke sledovani hladiny
P210, poutziji se vysledky kvantity k vypoctu celkového
poctu kopii cDNA P210 (souéet kopii v kaidé replikaci)
normalizovanych k celkovému poctu kopii cDNA ABL
(soucet kopii v kazdé replikaci) podle tohoto vzorce:

Quantity of BCR/ABL P210 (sum of copies)
P210% = x 100
Quantity of ABL (sum of copies)

Pred vypoctem P210% je nutné analyzovat data ziskana ve
dvou opakovanych vzorcich. Nasledujici tabulka ukazuje
rizné pripady, které se mohou vyskytnout v jedné
amplifikacni relaci, a doporuéeny pfistup k vyhodnoceni
dat:

sample | onaorrzio | B eveona.
1 repeat Suitable PRESENT Sum quantity|Sum quantity
2% repeat Suitable PRESENT of P210 of ABL
1° repeat Suitable NOT DETECTED 0 Sum quantity
2° repeat Suitable NOT DETECTED of ABL
1 repeat Suitable PRESENT (< 3 copies) 3 copies of [Sum quantity
2*" repeat Suitable NOT DETECTED of P210(") | of ABL
1° repeat Suitable PRESENT (> 3 copies) Quantity of |Sum quantity
2* repeat Suitable NOT DETECTED P210 of ABL
1% repeat Not suitable | pRreSENT/NOT DETECTED

Retest the sample

2* repeat Suitable PRESENT/NOT DETECTED
1° repeat Not suitable | pReSENT/NOT DETECTED Retest the sample
2* repeat Not suitable | pRESENT/NOT DETECTED

(*) Pokud je pocet kopii P210 <3, ale stale existuje, mély
by byt pro vypocet poméru P210/ABL pouzity hodnoty 3.
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(v souladu s italskou siti LabNet a evropskou studii [éCby a
vysledk( pro CML - program EUTQOS).

Poznamka: Vysledky tohoto testu by mély byt
interpretovany na zakladé vSech klinickych udaja a
dalSich laboratornich testd pacienta.
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OMEZENI TESTU

S touto soupravou

PouZivejte pouze celkovou RNA extrahovanou ze vzorkd
periferni a/nebo medularni krve, shromazdénych v EDTA
nebo citrdtu a lymfocytarnich suspenzich a/nebo
leukocytech.

NepouZivejte celkovou RNA extrahovanou z
heparinizovanych vzork(: heparin inhibuje reverzni
transkripéni a amplifikacni reakce nukleovych kyselin a
zpUsobuje neplatné vysledky.

NepouZivejte celkovou RNA kontaminovanou
hemoglobinem nebo Ficoll™: tyto latky mohou inhibovat
reverzni transkripni a amplifikaéni reakce nukleovych
kyselin a zpUsobit neplatné vysledky.

Nejsou k dispozici Zadné udaje tykajici se inhibice
zpUsobené antibiotiky, antivirovymi |éCivy,
chemoterapeutiky nebo imunosupresivy.

Vysledky ziskané timto produktem jsou ovliviiovany
spravnym odbérem, prepravou, skladovanim a pfipravou
vzork(. Abyste predesli nespravnym vysledkim vénujte
pozornost témto pred-analytickym fazim.

Kvali vysoké analytické citlivosti je test amplifikace
nukleovych kyselin pouzity v tomto produktu citlivy na
kontaminace z klinickych vzork(, které jsou pozitivni na
P210, z pozitivnich kontrol a ze samotnych produktd
amplifikacni reakce. Kontaminace vede k falesné
pozitivnhim vysledkim. Produkt byl navrien tak, aby sniZil
kontaminaci; tomuto fenoménu vsak lze zabranit pouze
dodrZovanim spravnych laboratornich postupl a
dUslednym dodrzovanim pokynd uvedenych v této
pfirucce.

Tento produkt vyZaduje:

personal vyskoleny v oblasti zpracovani potencialné
infekénich biologickych vzork(i a chemickych pfipravkd
klasifikovanych jako nebezpecné, aby se predeslo
nehodam s potencidlné zavaznymi nasledky pro uZivatele
a jiné osoby.

pouzivani pracovnich odévl a prostor, které jsou vhodné
pro zpracovani potencialné infekénich biologickych vzorkd
a chemickych pfipravkd klasifikovanych jako nebezpecné,
aby se zabrdnilo nehoddam s potencialné zavainymi
nasledky pro uzivatele a dalsi osoby.

personal vyskoleny v technikdch molekularni biologie,

jako je extrakce, amplifikace a detekce nukleovych kyselin,
aby se zabranilo nespravnym vysledk{m.
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pfitomnost oddélenych oblasti pro extrakci/pfipravu
amplifikacnich  reakci a pro amplifikaci/detekci
amplifikacnich  produkt, aby se zabranilo falesné
pozitivhim vysledkam.

pouziti specialniho odévu a nastrojd pro extrakci/pfipravu
amplifikacnich  reakci a pro amplifikaci/detekci
amplifikacnich produktl, aby se zabranilo falesné
pozitivnim vysledkdm.

Negativni vysledek ziskany u tohoto produktu naznacuje,
e cDNA P210 nebyla detekovana v produktu reverzni
transkripce ziskané z RNA extrahované ze vzorku, ale
muze také obsahovat cDNA P210 pfi nizSim titru, neZ je
detekeni limit pro produkt (detekéni limit produktu, viz
odstavec Vykonnostni charakteristiky na strané 11); v
tomto pripadé by byl vysledek falesné negativni

Jako v pripadé jakéhokoli diagnostického prostredku:
vysledky  ziskané timto  pripravkem musi byt
interpretovany s ohledem na vsechny klinické udaje a
dalsi laboratorni testy provedené pacientovi.

existuje zbytkové riziko ziskani neplatnych vysledkd,
falesnych pozitivit a faleSnych negativit. Toto zbytkové
riziko nelze dale vyloudit nebo snizit. Ve zvlastnich
situacich, jako jsou nouzové diagndzy, mize toto zbytkové
riziko prispét k nespravnym rozhodnutim s potencialné
zavaznymi dasledky pro pacienta.
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REF

PRUVODCE RESENiM PROBLEMU

Negativni vysledek pro kontrolni gen (ABL) pro BCR/ABL ve vsech vzorcich, Standard OK

Pravdépodobna pficina

Doporucena opravna akce

Spatna kvalita vzorku RNA

Pred zaCatkem testu vZdy ovérte kvalitu a koncentraci RNA

Chyba v kroku RT

Ovérte pipetovaci schéma a nastaveni reakce

Chyba pipetovani nebo vynechani
vzorku

Ovérte pipetovaci schéma a nastaveni reakce

Inhibi¢ni efekt nékterych materiald
vzorku zpUsobeny Spatnou purifikaci

Opakujte purifikaci RNA

Negativni vysledek pro kontrolni gen (ABL) ve vSech vzorcich, Standard OK

Pravdépodobna pficina

Doporucena opravna akce

Spatna kvalita vzorku RNA

Pred zaCatkem testu vZdy ovérte kvalitu a koncentraci RNA

Chyba v kroku RT

Ovérte pipetovaci schéma a nastaveni reakce

Chyba pipetovani nebo vynechani
vzorku

Ovérte pipetovaci schéma a nastaveni reakce

Negativni signal Standardu

Pravdépodobna pficina

Doporucena opravna akce

Chyba pipetovani

Ovérte pipetovaci schéma a nastaveni reakce

Opakujte PCR béh

Nespravné skladovani komponent

Alikvotujte reagencie

Degradace standardu

SensiQuant MasterMix skladujte pfi — 15 - -25°C chranény pred
svétlem

Zamezte opakovanému zmrazovani/rozmrazovani

PoufZijte nové alikvoty SensiQuant Standard

Kalibraéni kFivka neni linearni (R? <0,99)

Pravdépodobna pficina

Doporucena opravna akce

Chyba pipetovani

Ovérte pipetovaci schéma a nastaveni reakce

Opakujte PCR béh

Zkrizena kontaminace nebo nespecificka
kontaminace

Vymeénte vSechny kritické reagencie

Zamezte opakovanému zmrazovani/rozmrazovani

Opakujte experiment s novymi alikvoty reagencii

Vydistéte povrchy a pfistroje, vyperte laboratorni plast, vyménte
zkumavky a $picky

Caste¢na degradace standardu

Soupravu SensiQuant MasterMix skladujte pfi— 15 - -25°C
chranény pred svétlem

Zamezte opakovanému zmrazovani/rozmrazovani

Nespravné nastaveni pasivni reference

Ovérte nastavené pasivni reference. Nastavte ROX
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REF

Negativni kontrola (H20) je pozitivni

Pravdépodobna pfricina

Doporucena opravna akce

Zkfizena kontaminace

Vymeénte vSechny kritické reagencie

Opakujte experiment s novymi alikvoty reagencii

Vidy zpracovavejte vzorky, slozky soupravy a pouzity material

v souladu s obecné uznavanymi pravidly, aby se zabranilo zktizené

kontaminaci

Vycistéte povrchy a pfistroje, vyperte laboratorni plast, vyménte

zkumavky a $picky

Mikrodesticka byla Spatné uzaviena

Pozorné zavirejte mikrodesticku

Degradace sondy

SensiQuant MasterMix skladujte pfi— 15 - -25°C chranény pred
svétlem

Neni

signal ani u kontroly standardu

Pravdépodobna pfricina

Doporucena opravna akce

Nebyl vybran spravny kanal pro detekci

Nastavte spravny kanal

Chyba pipetovani nebo vynechani
reagencie

Ovérte pipetovaci schéma a nastaveni reakce

Opakujte PCR béh

Degradace sondy

PouZijte novy alikvot SensiQuant MasterMix

Degradace standardu

PoufZijte novy alikvot SensiQuant Standard

Inhibi¢ni efekt materialu ve vzorku
zpUsobeny nedostatecnou purifikaci

Opakujte DNA Purifikaci

Nizka intenzita fluorescence

Pravdépodobna pficina

Doporucena opravna akce

Spatné skladovani soucasti soupravy

Alikvotujte reagencie

SensiQuant MasterMix skladujte pfi— 15 - -25°C chranény pred
svétlem

Zamezte opakovanému zmrazovani/rozmrazovani

Velice nizké inicidlni mnozstvi cilové
RNA

Pred zacatkem vzdy ovérte koncentraci RNA
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Evropské Direktivy 98/79/EC

|VD Pro in vitro diagnostické poufZiti

Obsah staci pro <n> testu

Upozornéni/Pozor

Vyrobce
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Distribuce:

ASCO-MED, spol. s.r.o.

Pod Cihelnou 6/664, 161 00 Praha 6
tel: (+420) 233 313578
www.ascomed.cz
asco@ascomed.cz

Mgr. Irena Sejbova
Mobil: 602 653 640
Irena.sejbova@asomed.cz
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