PML-RARA

Real-Time PCR Kit

SEZNAM VYROBKU

Nazev kitu SKU Velikost baleni
PML-RARA Real-Time PCR Kit G610024-1 50T

Piedchozi REF ¢.: G2M708821

Toto je neautorizovany pracovni pieklad anglického originalu navodu k pouziti (IFU) do Cestiny, vyhotoveny pro interni referencni Gicely. Rozhoduijici je vzdy anglicky originalni dokument
vyrobce; pfed pouZitim produktu si jej prosim ovéfte.

Pouze pro diagnostiku in vitro
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Ucel pouziti
PML-RARA Real-Time PCR Kit je diagnosticky test in vitro zaloZeny na technologii real-time PCR, uréeny k detekci fizniho transkriptu PML-RARA
véetné izoforem ber1, ber2 a ber3 v lidskych klinickych vzorcich

Urceny uzivatel

Test je urcen k provadéni laboratornim odbornikem v klinické laboratofi.

Princip testu

PML-RARA Real Time PCR Kit je dcinny nastroj pouzivany k rozliseni mezi rGznymi typy fdznich transkriptl (RNA) genu PML-RARA ve vzorcich
kostni dfené nebo periferni krve od pacientli s akutni promyelocytarni leukemii (APL). Je specidlné navrzen k detekci a kvantifikaci dlouhého
transkriptu (BCR1) a k rozliSeni mezi variantnim (BCR2) a kratkym (BCR3) transkriptem. Princip testu soupravy je zaloZen na systému real-time
PCR, kde je extrahovana RNA ze vzorku prevedena na cDNA a amplifikovana polymerazovou fetézovou reakci (PCR) v jednokrokovém reakénim
protokolu. Tato souprava obsahuje specialni primery a fluorescenéni sondy, kazdou znacenou odlisnym fluorescencnim barvivem (bcr1: FAM,
ber2: HEX, ber3: FAM), zamérené na specifické zlomové oblasti (breakpointy) uvniti genové flize. Pouzitim sond s odli$nymi fluorescencnimi
znackami Ize vSechny tfi varianty genové fize PML-RARA detekovat soucasné ve trech odliSnych zkumavkach. Souprava déle obsahuje interni
kontrolu (IC) nazvanou ABL1, znacenou barvivem Texas Red, ktera zajistuje spolehlivost testu potvrzenim spravné funkce PCR reakce. Souprava
také poskytuje Ctyfi fedéni kvantifikacnich standardd (QS1-QS4) pro presnou kvantitativni PCR amplifikaci a méfeni dlouhého (ber1) fuzniho
transkriptu PML-RARA a ABL1. Diky své schopnosti jak kvalitativné rozliSovat mezi variantami genové flize, tak kvantitativné méfit jejich troven,
poskytuje tato souprava komplexni prehled klicovy pro diagnostiku onemocnéni a planovani Iécby.

Souhrn

Akutni promyelocytarni leukemie (APL), podtyp akutni myeloidni leukemie (AML-M3), se vyznacuje jedinecnou genetickou anomalii, pfi které
dochazi k translokaci mezi chromosomy 15 a 17. Tato flize spojuje gen receptoru alfa pro kyselinu retinovou (RARA) na chromosomu 17 s genem
PML na chromosomu 15. Flize nastava v rliznych zlomovych oblastech (breakpointech), coz vede ke tfem odlignym faznim transkriptim znamym
jako BCR1, BCR2 a BCR3. BCR1, vyskytujici se v pfiblizné 50-55 % pfipadu, spojuje exon 6 genu PML s exonem 3 genu RARA. BCR2, vyskytujici se u
5-10 % pfipad(, zahrnuje variabilni ¢ast exonu 6 genu PML spojenou s exonem 3 genu RARA. BCR3, piitomny u 30-40 % pfipadd, spojuje exon 3
genu PML s exonem 3 genu RARA. Tyto zlomové oblasti produkuiji fizni transkripty rGizné délky, oznacované jako dlouh4, variantni a kratka forma.

Pristroje kompatibilni se soupravou

A Zajistéte, aby véechny pouzivané pfistroje byly instalovany, kalibrovany, kontrolovany a udrzovany podle pokyni a doporuceni vyrobce.

m QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific)
m CFX96 Real-Time PCR System (Bio-Rad)

m LightCycler® 480 System (Roche Diagnostics)

m RapiCycler 96 Real Time PCR System (Genes 2Me Private Limited)

Dodavany material
Tabulka 1. (Pro 50 testii)

Obsah soupravy Kod obsahu soupravy Mnozstvi (G610024-1)
BCR-1 Primer and Probe Mix G2MA3-2808-1 1X 50 pl
BCR-2 Primer and Probe Mix G2MA3-2809-1 1X50pl
BCR-3 Primer and Probe Mix G2MA3-2810-1 1X 50 pl
ABL1 Primer and Probe Mix G2MA3-2811-1 3X50pl
Quantification Standard (QS1) G2MA3-2812-1 1X25ul
Quantification Standard (QS2) G2MA3-2813-1 1X25pl
Quantification Standard (QS3) G2MA3-2814-1 1X25pl
Quantification Standard (QS4) G2MA3-2815-1 1X25ul
Positive Control G2MA3-3191-1 1X75pl
gRT-PCR Master Mix G2MA3-0661-5 1X1,5ml
RNase/DNase Free Water G2MA3-0001-2 2X1,5ml
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Material potrebny, ale nedodavany

m Souprava pro odbér vzorki EDTA

MagNXT Tissue & body fluids Nucleic Acid Extraction Kit (6G2M212121) (Genes 2Me Private Limited) NEBO QIAamp RNA Blood Mini Kit
(Qiagen)

Stolni centrifuga

Vortexer

Mikropipety (nastavitelné)

Jednordzové $picky s bariérovym filtrem

Jednorazové bezpudrové rukavice

Systém pro real-time PCR

Pokyny pro uchovavani a stabilitu

m Souprava ma dobu pouzitelnosti 12 mésicl od data vyroby. Testovaci souprava je stabilni do data exspirace uvedeného na krabici soupravy
a/nebo na obalu jednotlivych komponent, pokud je uchovévéana podle specifikace.

m Souprava a jeji komponenty jsou expedovény a uchovavany pfi teploté -30 °C az -10 °C.

m Provédéjte experiment pfi pokojové teploté (15 °C az 30 °C) a béhem testovéni uchovévejte ¢inidla v chladicim zafizeni (2 °C az 8 °C).

m Opakovanému zmrazovani a rozmrazovani (vice nez 6krat) je tfreba se vyhnout.

& Chrafite pied pfimym sluneénim zéfenim.

Postup testu

Odbér vzorku

m Odeberte periferni krev a/nebo vzorky kostni dfené do zkumavek s EDTA podle pokyni dodanych se soupravou.

m Prepravujte vzorky pfi teploté 2-8 °C a uchovavejte pfi 4 °C. Zpracujte vzorky do 72 hodin, idedlné do 36 hodin pro presné méreni minimalni
rezidudlni nemoci (MRD). Nezmrazuijte krev uréenou pro extrakci RNA. Manipulujte se vzorky a uchovavejte je peclivé, aby byla zachovéna
jejich stabhilita. Zajistéte konstantni teplotu béhem prepravy, aby se zabranilo zménam.

Priprava vzorku a extrakce RNA

m Provedte extrakci RNA z krve s EDTA nebo z kostni dfené pomoci doporucenych souprav podle pokyni vyrobce. RNA pouzijte pro RT-PCR
okamzité, aby bylo zajisténo citlivé méfeni minimalni rezidualni nemoci, nebot RNA se rychle degraduje. Extrahovana RNA miiZe byt
uchovévéna pfi -80 °C pro pozdéjsi pouziti.

Priprava ¢inidel

m Vyjméte a vyrovnejte vSechny slozky Cinidel této soupravy na okolni teplotu 2 °C -8 °C a pfed pouzitim kratce vortexujte po dobu 20 sekund.

Priprava reakéni smési

m Pro kvalitativni detekci a rozliSeni flznich genovych transkriptl BCR1, BCR2 a BCR3 genu PML-RARA pfipravte reakéni smés podle Tabulky 2 v
oblasti pro pfipravu €inidel.
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Tabulka 2.
Obsah soupravy Zkumavka 1 (BCR-1) Zkumavka 2 (BCR-2) Zkumavka 3 (BCR-3)
gRT-PCR Master Mix 10l 10 pl 10 pl
BCR-1 Primer and Probe Mix 01 pl
BCR-2 Primer and Probe Mix ° 01 pl
BCR-3 Primer and Probe Mix - - 01 pl
ABL1 Primer and Probe Mix 01 pl 01 pl 01 pl
RNase/DNase Free Water 03 pl 03 pl 03 pl
Sample RNA 05yl 05 pl 05 pl
Konecny objem 20 pl 20 pl 20 pl

Poznamka: Koncentrace RNA by se méla pohybovat v rozsahu 100-150 ng/pl.

Pfipravte reakéni smés v oblasti pro pfipravu €inidel pro kvantitativni detekci flizniho genového transkriptu BCR7 genu PML-RARA a pro vytvofeni standardni
kfivky podle Tabulky 3. Pouzijte dodané kvantifikacni standardy ABLT (QS1-QS4) s definovanym poctem kopii, jak je uvedeno v Tabulce 4 soupravy. Pred
pouzitim v pfipravé reakcni smési zajistéte rovnomérné rozlozeni kopii v kazdém roztoku kvantifikacniho standardu dikladnym vortexovanim kazdého
standardu po dobu 50 sekund a kratkym zcentrifugovanim po dobu 10 sekund. Nerovnomérné rozlozeni kopii mlze vést k nesrovnalostem, jako je
nedokonalé zarovnani standard( nebo odchylky hodnot R? a sklonu (napf. -3,1 az -3,6 nebo -0,3 az -0,27), a v kone¢ném disledku i G¢innosti (E).

Tabulka 3.

Obsah soupravy Objem

gRT-PCR Master Mix 10 pl
BCR-1 Primer and Probe Mix 01 pl
ABL1 Primer and Probe Mix 01 pl
Quantification Standards (QS1-Q4) 05 pl
RNase/DNase Free Water 03 pl
Konecny objem 20 pl

A Zkumavku s qPCR reakci pfipravte na ledu a rychle prejdéte k amplifikacnimu kroku. ProdlouZend inkubace reakéni smési, zejména pfi pokojové teploté,
ovliviluje citlivost testu. Zkumavky pfed vlozenim do termocykleru kratce zcentrifugujte. Je tfeba zabrénit vzniku bublin v reakéni smési, protoze interferuji s
detekei fluorescence.

Pro reakci No Template Control (NTC) postupujte podle stejného nastaveni reakce jako vyse (Tabulka 2), pficemz vzorek RNA nahradite vodou
RNase/DNase Free Water.

Pro Positive Control (PC) postupujte podle stejného nastaveni reakce jako vyse (Tabulka 2), pficemz vzorek nukleové kyseliny (RNA) nahradite
specifickou Positive Control v reakéni smési BCR-1, BCR-2 a BCR-3.

Pro kvantitativni experiment pfipravte reakéni smés se véemi ctyfmi kvantifikacnimi standardy (QS1-QS4) spolecné se vzorkem RNA, u kterého byla
zjiSténa pozitivita na BCR1. Pro kvantifikacni standardy (QS1-QS4) postupuijte podle stejného nastaveni reakce, jak je uvedeno v Tabulce 3.

Tabulka 4.

Kvantifikacni standardy Pocet kopii na pl

Quantification Standard (QS1) 1000000
Quantification Standard (QS2) 100000
Quantification Standard (QS3) 10000
Quantification Standard (QS4) 1000

Nastaveni pristroje pro real-time PCR

m Pred nastavenim programu na jakémkoli pfistroji pro real-time PCR se fidte uzivatelskou pfiru¢kou pfislusného pfistroje.
m Nize je uveden pfiklad nastaveni pfistroje BioRad CFX96.

Nastaveni PCR pfistroje
m VloZte zkumavku/desticku s PCR reakci do pfistroje. Nastavte No Template Control (NTC), Positive Control a testovany vzorek v pofadi.

Nastaveni kanali fluorescence
m Definujte nasledujici nastaveni pro vybér kandlu detekce fluorescence (Tabulka 5).
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Tabulka 5.
Cil Reportér Zhasec
BCR-1 FAM Zadny
BCR-2 HEX Zadny
BCR-3 FAM Zadny
Interni kontrola (ABL1) Texas Red Zadny

Nastaveni teploty a cykli PCR
m Definujte nasledujici nastaveni pro teplotni profil a PCR cykly. UloZte soubor a spustte reakci.

Tabulka 6.
Faze Pocet cykli Teplota (°C) Cas (min:sec)
Reverzni transkripce 1 55 10:00
Denaturace 1 95 03:00
95 00:15
Cyklicka denaturace, annealing a extenze 40
60* 01:00

m *Data amplifikace budou shirdna pfi 60 °C po dobu 40 cykli pro cilové kandly - FAM, HEX a Texas Red.
m Po nastaveni uloZte soubor a spustte program reakce.

Interpretace vysledkii testu

m Hodnota Ct <35 by méla byt povazovana za mezni hodnotu (cut-off) pro rozliSeni mezi pozitivnimi a negativnimi vysledky. Hodnota nizsi nebo
rovna 35 je povazovdna za pozitivni.

Validace interni kontroly

m Vyberte pouze ,testované vzorky” pro analyzu interni kontroly. Vyberte barvivo Texas Red a zobrazte graf amplifikace interni kontroly (ABL1).
Interni kontrola by neméla byt amplifikovdna v No Template Control (NTC). Pozdni Sumovy amplifikacni graf Texas Red v NTC ignorujte.

Validace Positive Control, kvantifikacnich standardti a NTC

m Vyberte jamky NTC, PC a kvantifikacniho standardu (QS1-QS4), vyberte kandl FAM, HEX a Texas Red a zobrazte graf amplifikace. NTC musi byt
plochd kfivka bez hodnoty Ct. V pfipadé potfeby upravte prahovou hodnotu tésné nad NTC.

PC musi byt amplifikovéna s hodnotou Ct <28 pro kanal FAM, HEX a Texas Red. Kvantifikacni standardy (QS1 az QS4) musi byt amplifikovéany s
hodnotou Ct 18+3 az 28+3 na kanélu FAM a Texas Red. Zadné amplifikace v NTC znamen4 absenci kontaminace v reagenciich a experimentélnim
prostredi, jakoz i spravné pipetovani. Amplifikace v PC potvrzuje, Ze byly dodrzeny predepsané podminky uchovavani reagencii a parametry
reakce.

Kvalitativni interpretace vysledki

m Vkanalu FAM, HEX, Texas Red postupné vyberte jamky testovaného vzorku a analyzujte amplifikacni grafy. Pro kvalitativni interpretaci vysledki se
fidte nize uvedenou tabulkou (Tabulka 7).

Tabulka 7.
BCR-1 Target (FAM) + - - - s
BCR-2 Target (HEX) - +
BCR-3 Target (FAM) - - +
Internal Control ABL1 (Texas Red) + + + +
Positive Control (FAM, HEX & Texas Red) + + + +

No Template Control

Vysledek
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A\ Pro diagnostické ucely by vysledky mély byt vzdy korelovany s dalSimi |ékafskymi ndlezy, jako jsou symptomy, vysledky jinych diagnostickych
testd, klinické dojmy apod. Pokud jsou vysledky v rozporu s dostupnymi klinickymi dlikazy, doporucuje se provést dopliujici testovani k potvrzeni
vysledka.

Kvantitativni interpretace vysledku

m V kandlu FAM a Texas Red postupné vyberte jamky testovaného vzorku a analyzujte amplifikaéni grafy. Pro kvantitativni interpretaci vysledk{
se fid'te nize uvedenou tabulkou (Tabulka 8).

Tabulka 8.
BCR-1 (FAM) + - - -
ABL1 (Texas Red) . + +/-
QS1-QS4 (FAM & Texas Red) + + +
No Template Control
Vysledek

Negativni vysledek
Neplatny vysledek

Kvantitativni pozitivni
vysledek na BCR-1
Kvantitativni pozitivni
vysledek na ABL1

Analyza standardni krivky

= Hodnoty pro nezndmé vzorky interpretujte pouze tehdy, je-li R? > 0,98
m Sklon kalibratord je v rozsahu -3,0 az -3,7

m Uginnost PCRje 90 %-110 %

m A zadné amplifikace v kanalu FAM a Texas Red v NTC.

s v

Normalizované ¢islo kopie (NCN)
m Zadejte pfistrojem indikované ¢islo kopie (CN) do nésledujiciho vzorce

PML-RARA (BCR1)¢y

NCN = ABL1gy,

Varovani a bezpecnostni opatreni

Pracovni plocha by méla byt pravidelné dezinfikovana 1 % roztokem chlornanu sodného nebo 75 % etanolem.

Nepouzivejte komponenty soupravy po datu jejich exspirace.

Pfi provadéni testu pouZivejte jednordzovou zéstéru, rukavice a masku.

Vzorky by mély byt zcela ddvkovény do reakcni smési a zadny vzorek by nemél ulpivat na sténé zkumavky.

Dodrzujte nezbytna opatfeni v souladu s bezpecnymi laboratornimi postupy pfi manipulaci se vzorky a pfistroji, protoZe testované vzorky jsou

klasifikovany jako nebezpecné.

m Bylo prokazano, Ze heparin inhibuje PCR. NepouZivejte s timto postupem heparinizované vzorky. Spolehlivost vysledk{ zavisi na fadném
odbéru vzorki a spravnych postupech prepravy.

m PouZivejte bézna laboratorni bezpe€nostni opatfeni. Pfi manipulaci se vzorky a €inidly soupravy pouZivejte jednorazové rukavice a laboratorni
plasté.

m Po manipulaci se vzorky a Cinidly soupravy si dikladné umyjte ruce.

m Cinidlo s enzymem a primery/sondami obsahuje v pufru synteticky oligonukleotid. Zabrarite styku &inidla s kiiZi, o&ima a sliznicemi, coz by
mohlo zplisobit kozni podrazdéni. PFi styku s témito Cinidly omyjte postizené misto vodou. Pfi rozliti téchto Cinidel postupujte podle vhodnych
postupl pro zvladani rozliti.

m NEZAMENUJTE, NEMICHEJTE ani nekombinuijte &inidla ze souprav s rliznymi &isly arzi.

m Zabrante mikrobialni a nukleazové kontaminaci Cinidel a zajistéte, aby byly pfipadné srazeniny rozpustény.
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VSechny testované vzorky musi byt povazovany za potencialné infekéni nebo biologicky nebezpecné a pfi manipulaci se vzorky a pfistroji musi byt

dodrzovéna vSechna nezbytnd opatfeni v souladu s bezpecnymi laboratornimi postupy.

Podminky uchovévani ¢inidel musi byt striktné dodrzovany, aby byla zajisténa deklarovana funkénost soupravy.
Nedotykejte se vnitfnich stén jamek cartridge; pouzivejte sterilni pipetovaci Spicky a rukavice.

Zabraiite kontaminaci reagencii a vzorkd heparinem, nebot mize ovlivnit vysledky testu.

Omezeni

m Pro dosaZeni optimalnich vysledki je nezbytné diisledné dodrZovat piibalovy letdk soupravy neboli ndvod k pouZiti (IFU). Vysledky tohoto testu jsou
citlivé na zplsob odbéru, transportu, uchovavani a zpracovani vzorku a jakékoli nesrovnalosti mohou vést k nepiesnym vysledkdm. Napfiklad kfizova

kontaminace, pokud neni béhem zpracovéni vzorku fadné

m Test je omezen na specifikovand extrakéni Cinidla, typy vzork( a prislusné pfistroje. Jiné neovéfené situace mohou pred pouzitim vyZadovat

laboratorni ovéreni.

kontrolovana, mlze vést k fale$né pozitivnim vysledkim.

m Pro optimalni provedeni tohoto testu je nezbytné disledné dodrzovani spravné laboratorni praxe (GLP).

m Pripadné mutace v cilovych oblastech genomu, na které se vazi primery/sondy pouzité pfi navrhu soupravy, mohou vést k nekonzistentnim

vysledkdm.

o u

m Stejné jako u jakéhokoli diagnostického testu musi byt vysledky testu této soupravy interpretovany podle ¢asti ,interpretace vysledk(“ tohoto navodu,

s ohledem na vSechny klinické a laboratorni nélezy.

Symboly pouzité na oznaceni

Symboly

Definice

L
b
Al

CHRANTE PRED SLUNECNiM ZARENIM

|

TEPLOTNi OMEZENi

DIAGNOSTICKY ZDRAVOTNICKY PROSTREDEK IN VITRO

OBSAH DOSTACUJICI PRO <n> TESTU

UPOZORNENI

NEPOUZIVEJTE, POKUD JE OBAL POSKOZEN

VD
@ TOUTO STRANOU NAHORU
E@ RIDTE SE NAVODEM K POUZITi
KOD SARZE
KATALOGOVE CisLo
g DATUM POUZITELNOSTI

ﬂ DATUM VYROBY

I VYROBCE
®

ZPLNOMOCNENY ZASTUPCE PRO EVROPSKE SPOLECENSTVi / EVROPSKOU UNII

N
™

EVROPSKA SHODA

Genes 2Me Private Limited Plot No - 33 Sector-5, IMT Manesar, Gurugram, Haryana - 122052 (India), Telefonni ¢isla: +91 18001 214030 / +91 88000
J 23600 / +91 8800821778, E-mail: contact@genes2me.com

W OBELIS S.A. Bd General Wahis 53 B-1030 Brussels Belgium, Tel: +3227325954, Fax: +3227326003, E-mail: mail@obelis.net
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