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POUZITI

Vyrobek PhilaREF je in vitro zdravotnicky prostredek pro:

Bl Vyhodnoceni vysledkl kvantitativniho testu pro
detekci BCR / ABL P210 transkriptu (BCR-ABL
P210, Mbcr), normalizovaného na ABL transkript;

Bl vypocet konverzniho faktoru (CF) nezbytného
k vyjadreni konecnych kvantifikacnich udaji BCR
/ ABL P210 v mezinarodni stupnici (IS).

POPIS VYROBKU

Vyrobek PhilaREF obsahuje celkovou RNA extrahovanou
ze série bunécnych smési, které umoznuji kvantifikovat
transkript BCR / ABL P210 a ABL pomoci PCR v readlném
Case.

Systém umoznuje vypocitat teoreticky konverzni faktor,
ktery je nezbytny pro standardizaci kvantifikace testu BCR
/ ABL v pfipadech chronické myeloidni leukémie (CML),
akutni myeloidni leukémie (AML) a akutni lymfoblastické
leukémie (ALL) a dale sledovani minimalnich rezidui
nemoci (MRD).
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REFERENCNI TITR PhilaREF, stanoveny pro kaZdou 3arzi
produktu a uvedeny v informaci dodané s kaidym
vyrobkem, vychazi z kalibrace, v niz byl pouzit , 1. geneticky
referencni panel svétové zdravotnické organizace (WHO)
pro kvantifikaci translokace BCR-ABL pomoci RQ-PCR
“(NIBSC, UK cod: 09/138) podle pokyni k pouziti
poskytnutych NIBSC a v souladu s HE White et al. Blood 116:
111-117, 2010.

Vyrobek PhilaREF je smés celkové RNA obsahujici
transkripty BCR / ABL v riznych pomérech, které lze pfimo
pouzit pro reverzni transkripci a amplifikaci cDNA
kvantitativnim systémem v laboratofi.

Vyrobek obsahuje ¢tyfi zkumavky celkové RNA extrahované
ze smési dvou lidskych bunécénych linii v rGznych pomérech.
Kazdy roztok byl ziskan zfedénim zndmého mnozZstvi bunék
pozitivnich na translokaci t (9; 22), BCR-ABL presmyk,
varianta P210, se znamym mnoZstvim bunék, které tuto
translokaci nemaji. Kazdd zkumavka se znamym titrem
obsahuje 30 pl celkové RNA v koncentraci 400 ng / ul
pfipravené k pouZiti.
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TECHNOLOGICKA SPECIFIKACE

Vyrobek obsahuje:

Bl 6 analytickych sérii s pouZitim produktu SensiQuant
P210 MasterMix. Kazda série zahrnuje dvé
jednostupriové RT PCR reakce pro BCR / ABL P210 a
dvé reakce pro ABL pro kazdy vzorek. Kazda reakce
se provede s 500 ng RNA. V tomto pfipadé bude
nutné uvést RNA do koncentrace 100 ng / pl a poté
za poutziti 5 pl v reakci (coz odpovida 500 ng celkové
RNA).

Bl 12 analytickych sérii s pouZitim produktu
SensiQuant P210 MasterMix. Kazda série zahrnuje
dvé jednostupriové RT PCR reakce pro BCR / ABL
P210 a dvé reakce pro ABL pro kazdy vzorek. Kazda
reakce bude provadéna s 250 ng RNA. V tomto
pfipadé bude nutné uvést RNA do koncentrace 50 ng
/ ul a poté za pouziti 5 pl v reakci (coz odpovidd 250
ng celkové RNA).

Bl 12 analytickych sérii, pfi poufiti napfiklad
dvoukrokovych metod, kde lze pro kazdou sérii
reverzni transkripce pouzit 2,5 ul kazdého rediciho
bodu PhilaREF (coZ odpovida 1 pg celkové RNA).

DODAVANE REAGENCIE

REAGENT QUANTITY COMPOSITION

400 ng/uL of total RNA from
mixture containing:
10% Ph+ cells
90% Ph- cells

PhilaREF 10 | 1x30ul

400 ng/uL of total RNA from
mixture containing:
1% Ph+ cells
99% Ph- cells

PhilaREF1 | 1x30

400 ng/uL of total RNA from
mixture containing:
0.1% Ph+cells
99.9% Ph- cells

PhilaREFO1 | 1x 30l

400 ng/uL of total RNA from
mixture containing:
0.01% Ph+cells
99.99% Ph- cells

PhilaREFO01| 1x30ul

Acqua
Ultrapure Water for
Ultrapura/ 1 500 pu _
Ultrapure Molecular Biology
Water

DALSi POTREBNE VYBAVENI A REAGENCIE

Laminarni box .

Jednorazové latexové rukavice bez pudru nebo
podobné

Vortex mixér.

Mikrocentrifuga (12 000/14 000 RPM).

Sterilni mikropipety a Spicky s aerosolovym filtrem
nebo podobné (0,5-10 pl, 2-20 pl, 5-50 pl, 50-200
pl, 200-1000 pl).
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Sterilni bidestilovanda voda

Reagencie pro reversni transkripci RNA.
Amplifikacni  testy nukleovych kyselin  pro
amplifikaci a detekci cDNA presmyku BCR-ABL, t (9;
22) translokace, varianta P210 a jeji kvantifikace
normalizované ve srovnanim s cDNA genu ABL.
Pfilnavé uzavirani pro mikrotitraéni desticky bez
RNazy a DNazy.

PFistroj pro Real-Time PCR.

VAROVANI A UPOZORNENI{

Tento vyrobek je uréen vyhradné pro pouziti in vitro.
Cinidla a pokyny dodavané v této soupravé byly
validovany pro optimalni vykon. Dalsi fedéni reagencii
nebo zména inkubacénich teplot mlze vést k chybnym
nebo nesouhlasnym udajam. Rozdily ve zpracovani vzork(
a technickych postupech v uZivatelské laboratofi mohou
zpUsobit neplatnost vysledkd testu.

Zvlastni upozornéni pro manipulaci:

Postupy molekuladrni biologie, jako je extrakce, reverzni
transkripce, amplifikace a detekce nukleovych kyselin,
vyZaduji kvalifikovany personal, aby se predeslo riziku
chybnych vysledka.

Extrémni opatrnosti predchazejte:

B Kontaminaci RNazy / DN4&zy, které by mohly
zpUsobit  degradaci templatové mRNA a
generované cDNA;

H Kontaminaci pFendené mRNA nebo PCR vede
k falesné pozitivnimu signalu.

Doporucujeme proto nasledujici:

e PouZivejte oddélené oblasti pro extrakci/pfipravu
amplifikaénich  reakci a pro  amplifikaci/detekci
amplifikaénich produkt. Nikdy nepfenasejte produkty
amplifikace do oblasti uréené pro extrakci/ptipravu
amplifikacnich reakci;

e Pouzivejte laboratorni plasté, rukavice a nastroje, které
se pouzivaji vyhradné pro extrakci/pfipravu amplifika¢nich
reakci a pro amplifikaci / detekci amplifikacnich produktd.
Nikdy neprendsejte laboratorni plasté, rukavice nebo
nastroje z oblasti uréené pro amplifikaci/detekci produktt
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 soucCasného otevirdani zkumavek
obsahujicich rdzné vzorky;

* Pro vSechny pipetovaci kroky a pipety pouzivejte nové
Spicky odolné vici aerosollim. PouZité Spicky musi byt
sterilni, bez DN4z a RNaz, bez DNA a RNA. Pipety
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pouzivané ke zpracovani vzorkl musi byt pouZity
vyhradné pro tento konkrétni ucel;

e S ¢&inidly manipulujte vlaminarnim boxu. Cinidla
nezbytna pro amplifikaci musi byt pfipravena tak, aby
mohla byt pouzita v jedné sérii. Pipety pouzivané k
manipulaci s ¢inidly musi byt pouzity vyhradné pro tento
ucel. Pipety musi byt pozitivniho vytlaku nebo musi byt
pouzity s hroty aerosolového filtru. Pouzité Spicky musi
byt sterilni, bez DNaz a RN34z, bez DNA a RNA;
* Manipulujte s produkty amplifikace takovym zpUsobem,
aby se co nejvice omezilo rozptylovani do prostiedi, aby
se zabranilo moiné kontaminaci. Pipety pouzivané k
manipulaci s produkty amplifikace musi byt pouZity
vyhradné pro tento konkrétni ucel.

Varovani a obecna bezpecnostni opatieni:

e S lidskymi tkdanémi je trfeba zachazet jako
s potencialné infekénimi, a musi byt likvidovany s
nalezitymi preventivnimi opatfenimi a v souladu s
pokyny OSHA a / nebo CAP (nebo ekvivalentnimi EU).

e Vyvarujte se prfimého kontaktu s biologickymi vzorky.
Vyvarujte se rozstfikovani nebo rozprasSovani.
Materialy, které pfrichazeji do styku s biologickymi
vzorky, musi byt pred likvidaci oSetfeny 3%
chlornanem sodnym po dobu nejméné 30 minut nebo
autokldvovany pfi 121 ° C po dobu jedné hodiny;

e Zachazejte a likvidujte vSechna C¢inidla a vSechen
testovany material, jako by byl potencidlné infekéni.
Vyvarujte se primého kontaktu s reagenciemi.
Vyvarujte se rozstfikovani nebo rozprasovani.
S odpadem je tfeba zachazet a likvidovat v souladu s
pfislusnymi bezpecnostnimi normami. Jednorazové
hoflavé materidly musi byt spdleny. Kapalny odpad
obsahujici kyseliny nebo zasady musi byt pred likvidaci
neutralizovan;

e Pouzivejte vhodny ochranny odév a rukavice a chrarite
o¢i / oblicej. Dalsi informace naleznete v
bezpecnostnim listu (MSDS).

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

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

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

e Zbytkova cinidla a odpad zlikvidujte v souladu s
platnymi predpisy.

e Pred spusténim testu si prectéte vSechny pokyny
dodané s vyrobkem.

e Pfi provadéni testu postupujte podle pokynd
dodanych s vyrobkem.

e NepouZivejte produkt po uplynuti doby pouzitelnosti.

e Nemichejte ¢inidla z rGznych sarizi.
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Varovani a bezpecnostni opatieni tykajici se
jednotlivych soucasti:

Pro vyrobek PhilaREF plati nasledujici bezpecnostni

pokyny (P):
P261. Vyvarujte se vdechnuti
prachu/dymu/plynu/mlhy/ par/spreje.

P262. Zabrarite vniknuti do o¢i, na kiZi nebo na odév.
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NAVOD K POUZITI ODKAZY A SYMBOLY
Souprava PhilaREF obsahuje ready-to-use celkovou RNA J. Gabert et al. (2003) Leukemia 17: 2318-57
referenci, takie ji jednodusSe pfidejte do reakéni smési. S. Branford et al., (2006) Leukemia 20(11):1925-30
Doporucuje se testovat v duplikdtech kazidou ze CcCtyr M. Baccarani et al. (2006) Blood 15; 108 (6): 1809-20
koncentraci RNA pro kontrolni gen ABL a cilovy gen BCR / S. Branford et al. (2008) Blood 112: 3330-38
ABL P210. M.C. Muller et al. (2009) Leukemia 23: 1957-63

N. Cross et al. (2009) Best Pract Res Clin Haematol. 22(3):

DULEZITE! 355-65
Zkumavky PhilaREF nesmi byt zmrazeny a rozmrazeny vice H.E. White et al. (2010) Blood 116: 111-17

neZ dvakrat. DalSi cykly zmrazeni a rozmrazeni mohou
zpUsobit sniZeni titru. Proto se doporucuje alikvotovat
S,:::-\a zel::‘?rl:‘e.m prvniho rozmrazeni, pfed opétovnym REF Katalogové &islo
Napftiklad 5 ul alikvoty staci pro jeden analyticky béh, s
pouzitim 500 ng na reakci produktu, ve spojeni s
SensiQuant P210 MasterMix (viz ,Technologicka
specifikace”, strana 2). LOT
Napfiklad 2,5 pl alikvoty budou stacit pro jeden analyticky
béh, s pouZitim 250 ng na reakci produktu, ve spojeni s
SensiQuant P210 MasterMix (viz ,Technologicka
specifikace®, strana 2).

Skladujte pfi/ omezeni teploty

Sc

Sarze

PouZitelné do

A e

€ Tento vyrobek spliuje pozadavky

DULEZITE! Evropské Direktivy 98/79/EC
Skladovani:

Soupravu PhilaREF skladujte pfi -70 ° C aZ -80 ° C v L ) o, ..,
mrazniéce pfi konstantni teploté. IVD Pro in vitro diagnostické pouzit

VSechny slozky soupravy skladujte v originalnich obalech. Obsah staci pro <n> testa
Pred otevienim zkumavky jemné promichejte a zkumavky
odstredte. Tyto podminky skladovani plati pro oteviené
komponenty | pro dosud neoteviené. Slozky skladované za

jinych podminek, nez jaké jsou uvedeny na Stitku, nemusi

Upozornéni / Pozor

E>

pracovat spravné mohou negativné ovlivnit vysledky testd. Vyrobce

Poznamka: Nezmrazujte a nerozmrazujte reagencie RNA

PhilaREF vice nez dvakrat. DalSi cykly zmrazovani a

rozmrazovani by mohly zplsobit sniZeni titru. Proto se

doporucuje material rozdélit po prvnim rozmrazeni na

alikvoty
Distribuce: \
ASCO-MED, spol. s.r.o.
Pod Cihelnou 6/664, 161 00 Praha 6
tel: (+420) 233 313 578 Mgr. Irena Sejbova
www.ascomed.cz Mobil: 602 653 640
asco@ascomed.cz Irena.sejbova@asomed.cz
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