Kit WT1 ProfileQuan® (ELN) CE Istruzioni per l'uso IPSOGEN Cancer Peof

Iv D Per impiego diagnostico in vitro

Kit WT1 Profile Quant® (ELN*)

*ELN: European Leukemia Net (rete europea per la ¢ucemia)

Kit per la rilevazione quantitativa dei trascriel gene WT1 (esoni 1-2) con l'impiego di
ABI Prism TagMan® 7500, 7900 o LightCycler® 48Qushenti 1.2.

Rif: PQPP-02-CE
Test: ABI Prism TagMan® 7500 o 7900:
24 campioni in duplicati@ 3 esperimenti distinti.

LightCycler® 1.2:
30 campioni in duplicatia 6 esperimenti distinti.

LightCycler® 480:
24 campioni in duplicato 3 esperimenti distinti.

Conservare ad una temperatura compresd 5 e -25°C
Nota: conservare le miscele di primer e sonde (prette PPC e PPP) al buio

Istruzioni per l'uso
Versione 01, Giugno 2009

MIPSOGEN

CANCER PROFILER
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IPSUGEN Kit WT1 ProfileQuant® (ELN)

CANCER PROFILER Kit per la rilevazione quantitativa dei trascrdgl gene WT1 (esoni 1-
2) con l'impiego di ABI Prism TagMan® 7500, 790QightCycler® 480, strumenti 1.2.
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1. Uso previsto

Il kit WT1ProfileQuan® (ELN) & un test diagnostico in vitro di RQ-PCR qgtitativa teso a misurare i livelli dei
trascritti del gene WT1 (tumore di Wilms) preseméil'RNA totale proveniente da pazienti affetti ldacemia

mieloide acuta (AML) come supporto al monitoragd@la risposta alla terapia precoce e la malatirama residua

(MRD).

Indicazioni: il kit & stato progettato in conformita agli stUiuropean Leukemia Net" (Cilloni et al., ASH 200%)
consiglia di farne l'uso previsto dalle istruzidoinite nel manuale in combinazione con gli strutned i reagenti
approvati (LightCycler 1.2 o 480 e ABI Prism TagMai900 o 7500). Qualsiasi impiego non previsto detlptto
e/o l'alterazione dei componenti annullera la raspbilita di IPSOGEN.

2. Informazioni di base

| protocolli terapeutici attuali per la leucemia etdide acuta (AML) si basano su fattori prognostitie
contribuiscono alla stratificazione terapeuticad&idn et al., J Clin Oncol 2003; Estey et al., La26€8).I fattori
prognostici fondamentali fino ad ora individuatepedono caratteristiche preterapeutiche come admsd'eta, il
conteggio dei leucociti (WBC), il cariotipo e le tagioni genetiche, in particolaf.T3 e NPM1 (Grimwade, Best
Pract Res Clin Haematol 2001; Schlenk et al., Nl Bided 2008).

La risposta morfologica alla chemioterapia di indae offre un ulteriore fattore predittivo, chetats incluso negli
attuali schemi della stratificazione di rischio iegati per avvalorare le decisioni relative allaapa di
consolidamento in particolare il trapianto allogen{Wheatley et al., J Haematol 1999). Mentre paliametri
distinguono i gruppi di pazienti esposti a rischietidiva ampiamente differenziati, € presentente esigenza di
raffinare la stratificazione del rischio per indluiare in modo piu affidabile i pazienti che posstraare il massimo
(o il minimo) vantaggio dal trapianto. Una seriestlidi ha evidenziato il potenziale della malattizmima residua
(MRD) con il monitoraggio ad opera della reazionmatena della polimerasi quantitativa in tempoedRQ-PCR)
per il rilevamento di target specifici della leudanfcioé i trascritti del gene di fusione come a@rapioPML-
RARA CBFB-MYH11 AML1-ETO (RUNX1-RUNX1TiLo le mutazioni, (ad esempio MPM1)) per individuare i
pazienti ad elevatissimo rischio di recidiva, adiaione che sia presente la possibilita di inteineeaon una terapia
precoce (Freeman et al. Semin Oncol, 2008).

Tuttavia, circa la meta dei pazienti AML presents carenza di target specifici della leucemia adgge di
conseguenza si é sollevato un notevole interegsie geiluppo di approcci alternativi per conseatirrilevamento
di MRD da estendere ad una fascia di pazienti muillovasta. Una strategia prevede l'impiego détaretria a
flusso per lindividuazione ed il monitoraggio denotipi aberranti associati alla leucemia; tutio offre il
vantaggio di grandi possibilita d'impiego, ma riautomplesso dal punto di vista tecnico (Freemaal.eBemin
Oncol, 2008). Un altro approccio prevede l'impiedjosaggi di RQ-PCR per il rilevamento dei trascrithe
dimostrano un'elevata sovraespressione nei blddii & relazione al sangue e al midollo normali paesio la
massima attenzione al gene del tumore di WIMT{) (Freeman et al. Semin Oncol, 2008).

WT1 si trova sul cromosoma 11p13, codifica un fattdrdrascrizione a dito di zinco ed é stato iniziatrte
individuato per la sua patogenicita del tumore dinW (Sugiyama, J Haematol, 2001). E stato dimtsttelevata
espressione diVT1in numerosi tumori ematopoietici fra cui AML (Sygma, J Haematol, 2001; Liu-Yin, Blood
2008) Anche se vi & ancora una scarsa comprensioneat&iamismi che conducono alla sovraespressioWérdi

e possibile sfruttare questo fenomeno come satsasse di un marcatore per stabilire la presdazaersistenza o
la nuova manifestazione dell'ematopoiesi leucemica.

3. Progettazione del saggio

Il kit WT1 ProfileQuan® (ELN) prevede plasmidi specifici oltre a primemescele di sonde per WT1 e ABL.
Questi componenti sono stati approvati complessévden nelllambito di uno studio collaborativo cotdala un
gruppo di esperti del consorzio European Leukenga N

Il saggio precedentemente pubblicato da Van Dijilgtha superato gli altri saggi in modo sisteowatd € meno
soggetto alle mutazioni dellAML a causa della soafigurazione. Di conseguenza, € stato scelto gaggio ELN
WT1
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Figura 1: Rappresentazione schematica del transcritto WTZrtopdal set di primer e sonde RQ-PCR ELN. In
alternativa I'esone 5 pud essere eventualmentepgiatn.

4. Principio tecnologico

4.1.RQ-PCR

Al contrario del tipico punto finale della PCR, RRER permette la quantificazione accurata dei ptodot
della PCR durante la fase esponenziale del procgissmplificazione della PCR. E possibile ottenerdati
quantitativi della PCR in modo rapido senza l'etabimne post-PCR con il rilevamento in tempo retleegnali
fluorescenti durante e/o dopo la ciclizzazionea@®CR riducendo il rischio di contaminazione deidotti della
PCR in modo significativo. Attualmente sono disgidnitre tipi principali di tecniche RQ-PCR: analRQ-PCR
con i) colorante SYBR Green |, ii) sonde idrolitcé iii) sonde di ibridazione.

Il saggio sfrutta il principio delle sonde oligohewtidiche idrolitiche a doppio colorante RQ-PCRirénte
amplificazione della PCR, i primer inversi e cdempentari ibridizzano secondo un prodotto con segae
specifica. Nella stessa miscela & presente unaasandioppio colorante. La sonda, che & formata da un
oligonucleotide contrassegnato da un colorantertep8' e da un colorante quencher 3' a valledilora secondo
una sequenza target all'interno del prodotto PCRndlisi RQ-PCR con le sonde idrolitiche sfruttttiVita
dell'esonucleasi 5'-3' della polimerasi da Therrageaticus (Taq). Quando la sonda € intatta, lanaicda del
colorante reporter al colorante quencher porta sal@pressione della fluorescenza del reporter ipaimoente ad
opera del trasferimento energetico tipo Forster.

Durante la PCR, se l'oggetto d'interesse e presinsmnda completa I'annealing in modo specifieoi t
punti dei primer inversi e complementari. L'at@videll'esonucleasi 5'-3' della polimerasi del DNvezza la sonda
tra il reporter ed il quencher solo se la sondalilza secondo il target. | frammenti della sonéagono quindi
spostati dal target e la polimerizzazione del féato continua. L'estremita 3' della sonda é blecpat impedirne
il prolungamento durante la PCR (figura 2). Quegstocesso si verifica ad ogni ciclo e non interfeison
l'accumulo esponenziale del prodotto.

L'aumento del segnale della fluorescenza vieneaite solo se la sequenza target € complementare all
sonda, e quindi si verifica 'amplificazione dueatd PCR. A causa di questi requisiti I'amplificarg aspecifica
non viene rilevata e l'aumento della fluorescendaeitamente proporzionale all'amplificazione @ebet nel corso
della PCR.

4.2. Calibratore plasmidico, gene di controllo e normaltzzazione

Il saggio WT1 ProfilQuan® (ELN) impiega la tecnologia a convalidazione di piati per la calibrazione e la
normalizzazione dei risultati della RQ-PCR. Le @istandard vengono generate grazie alle concemtiazote
delle diluizioni plasmidiche del gene di controd@BL e del gene WT1. La techologia Profjeant® di Ipsogen
misura con precisione il numero di copie dei duei gei campioni di cellule umane. E importante netehe il
calcolo del rapporto della concentrazione specifiebtranscritto WT1 rispetto alla concentraziorigéLAendogena
offre una quantificazione normalizzata del gene VEpécifico a prescindere dal conteggio celluladeléefficacia
RT in ogni campione sottoposto a saggio. Gli steshd@no forniti sottoforma di plasmidi di DNA mol&iabili
rispetto alla produzione su vasta scala di cDNAruito da linea cellulare come materiale di cordrdélla qualita.

Negli studi a centri multipli & stata dimostratddvata riproducibilita della tecnologia standazdia ProfilQuant®
di Ipsogen (Gabert et al, 2003; Beillard et al, 208he costituisce calibratori adeguati alla normzalzione
intralaboratoriale ed interlaboratoriale dell'asiafiella RQ-PCR. Questa tecnologia &€ adatta araduisuperare le
variazioni sperimentali comunemente riscontrateglfastrumenti e le metodiche PCR, e consente lifromto
diretto dei risultati finali calcolati.
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Figura 2: L'RNA totale viene sottoposto a trascrizione inaegsil cCDNA che si produce viene amplificato dalla
PCR impiegando una coppia di primer specifici ed sonda interna specifica a doppio colorante (FAKMRA).
La sonda si lega all'amplicon durante ogni faseadnealing della PCR. Quando la Taq si estende diahgy
legato all'amplicon, sposta I'estremita 5' dellanda, che viene quindi degradata dall'attivita esdeasica 5'-3'
della polimerasi della Taq. La scissione continuafa quando la sonda residua non riduce |I'amplicQuesto
processo rilascia il fluoroforo (reporter) e il gneher in soluzione, separandoli a livello spazialprovocando un
aumento della fluorescenza proveniente da FAM (tepped una riduzione di TAMRA (quencher).

Nel kit WT1 ProfileQua® (ELN) in dotazione, i controlli endogeni (trastiridBL) vengono amplificati a partire
dal campione in concomitanza al transcritto WT1.cueve standard delle quantita note del calibrataia per il
controllo endogeno ABL sia per il cDNA WT1 conseatid calcolo del rapporto del segnale del transicriWwT1
rispetto al segnale endogeno ABL in ogni campitweemiscele specifiche di primer e sonde e le ddnizn serie
standard dei calibratori dei geni di controllo e @li profilo sono fornite per la quantificazione idgeni di
controllo ABL e dei geni WT1.

4.2.1. Acquisizione della fluorescenza

Quando la fluorescenza viene tracciata rispettaaiero di cicli, I'accumulo del prodotto della P@RBne mostrato
come riportato di seguito (figura 3). Di conseguel@curva delllamplificazione e formata da

una fase preparatoria iniziale (al di sotto dedlliv di rilevamento dello strumento)

una fase esponenziale (o fase logaritmica) e

una stabilizzazione
E possibile effettuare la determinazione quantitation la massima precisione solo durante la fagenenziale. Il
primo ciclo in cui lo strumento € in grado di digfuere la fluorescenza generata dall'amplificazessendo al di
sopra del segnale di fondo viene detto ciclo soffi o punto di superamento (Cp). Selezionandsdglia
allinterno della fase logaritimico-lineare, e gb#e calcolare la quantita effettiva delle molexahiziali dato che
lintensita della fluorescenza € direttamente przipoale alla quantita di prodotto della PCR nelése
esponenziale.
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Nella fase di stabilizzazione, non si verifica nessumento significativo della quantita dei proddtlla PCR.
Questa situazione € principalmente dovuta allaziahe dei componenti della PCR e alla nuova fasendealing
dei filamenti dei prodotti della PCR a causa deNata concentrazione di prodotti finali impedenddulteriore
fase di annealing del primer.

Base Fase espone nziale stabilizzazione

Quantita del prodotto della PCR é

Soglia

Linea di riferimento lcp l Numero ciclo ﬁ

Figura 3: Acquisizione della fluorescenza nella fase di zadrione e nelle fasi successive di amplificazione.

4.2.2. Quantificazione assoluta

L'approccio piu diretto e preciso per l'analisi dati quantitativi prevede I'impiego di una curtarglard preparata
a partire da una serie di diluizioni del templatacdntrollo di concentrazione nota. Questo sist&m#oto come
"curva standard" o quantificazione "assoluta". ®egio I'amplificazione delle serie di diluizionersdard, la curva
standard viene generata rilevando il logaritmordehero iniziale di copie del templato rispetto al generato per
ogni diluizione. Il rilevamento di questi punti gga la curva standard. L'impiego dell'equaziondadelirva
standard consente di determinare il numero inizia®pie dei campioni da quantificare.

Nel kit WT1 ProfileQuant® (ELN) in dotazione, i controlli endogeni (tragtirABL) vengono amplificati a partire
dal campione, ma anche dal transcritto WT1. Siyede alla realizzazione delle diluizioni standandserie del
cDNA WT1 e le curve standard che si sono generatsentono il calcolo di precisione del numero dpieadi
trascritti WT1 e ABL in ogni campione.

5. Reagenti e strumenti

5.1. Reagenti forniti in dotazione

. Gene di controllo ABL .
Fiala S Volume | Numero parti
Diluizioni standard
C1-ABL 10° copie / 5 pl 50 pl | IP-PF-000050
C2-ABL 10" copie / 5 pl 50 ul | IP-PF-000051
C3-ABL 10° copie / 5 pl 50 ul | IP-PF-000052
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Fiala SE ?ZeiopnriCJ;itlgn\/dV;(lj Volume | Numero parti
P1-WT1 10" copie / 5 pl 50 pl| IP-PF-000210
P2-WT1 10? copie / 5 pl 50 pl| IP-PF-000211
P3-WT1 10° copie / 5 pl 50 pul| IP-PF-000212
P4-WT1 10° copie / 5 pl 50 pl| IP-PF-000213
P5-WT1 10° copie / 5 ul 50 pl| IP-PF-000214
Miscele di primer e sonde Contenuto Volume | Numero parti
PPC-ABL 25X tﬂéfncsglrr?éﬁtg??iggéﬁg?lpir il gene di
:T]rz\é?;tgjrzgnp?g:tz per s controllo ABL e una sonda FAM- 90 ul | IP-PF-000068
AMRA specifica
PPP-WT1 (ELN) 25X tﬂéfncsglrr?éﬁtg??iggéﬁg?lpir il gene WT1
Provetta_ arancione .| (esone 1-2) e una sonda FAM-TAMRA 110 pl | IP-PF-000370
In dotazione pronta per | usospecifica

Tabella 1: composizione dei reagenti del KifT1 ProfileQuan®
Nota: centrifugare le provette di "diluizioni standard" e "primer e sonde" prima dell'uso.
Ogni kit é sufficiente alla quantificazione di:

- 24 campioni in duplicato con un volume di reaeidimale di 25 pl cadauno con uno strumento ABKIRri
TagMar? o LightCyclef 480 (il kit & ottimizzato per 3 sequenze di 5ieai cadauna).

- 30 campioni in duplicato con un volume di reagidimale di 20 ul cadauno con uno strumento Liget@y 1.2
(il kit e ottimizzato per 6 sequenze da 30 reaztawmiauna).

Nota: le sequenze aggiuntive potrebbero provocaaeriduzione di alcuni reagenti. | volumi sono fitiraon valori
arrotondati per eccesso per compensare la vatéadiéila pipettatura.

5.2. Materiali ed attrezzature necessari
Per eseguire il saggio, si consigliano le attragea¢d i materiali riportati di seguito:

Strumento per la PCR in tempo reale LightCytlér2 o 480 o ABI Prism TagM&n7900 o 7500 e
materiale specifico associato
Ciclatore termico o bagno in acqua (passaggicadctizione inversa)
Attrezzatura generica da laboratorio:

0 Provette della PCR prive di RNasi e DNasi da 0, 2 ml

o Puntali per pipetta della PCR sterile resister#éi abntaminazione da aerosol privi di nucleasi con
filtri idrofobici
Microcentrifuga attrezzata per provette da 0,2 b/ml. Velocita max.: 13 000 / 14 000 giri/min
Pipettatore a microlitri dedicato alla PCR (1-1030-100 pl; 200-1000 ul)
H,O priva di nucleasi di grado PCR
Ghiaccio

O o0ooo

5.3.Reagenti necessari, ma non forniti in dotazione

Indicazioni: il test non consente la sintesi di cDNA da RNAificato.
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| reagenti supplementari consigliati ed approviaé Lutente é tenuto a predisporre sono:

Reagente Reagente approvato (nome del marchio) | Reagente approvato (fornitore,
riferimento in Europa)

Miscela master PCR universale TagMan®
(PCR miscela master 2X)

Miscela master per sonde LightCycler®
TagMan® (PCR miscela master 5X)

Applied Biosystems® # 4304437

Tampone e polimerasi Taq
Roche # 4535286001

Transcrittasi inversa (200 U/ul) Superscript™ o &spript 1™

Tampone 5X (in dotazione con Invitrogen®

RT) Invitrogen®# 18064-022

Tampone primo filamento 5X

DTT 100 mM DTT (in dotazione con Invitrogen® RT)

5.4. Avvertenze e precauzioni

5.4.1. Consigli specifici per la manipolazione

Il presente kit & destinato ad un impiego diageosin vitro. | reagenti e le istruzioni forniti n&lt sono stati
approvati per garantire prestazioni ottimali. Ut@tibre diluizione dei reagenti o l'alterazione tlinpi e delle
temperature di incubazione potrebbe provocare etaditi 0 discordanti. | reagenti PPC e PPF potnebbabire
alterazioni se esposti alla luce. Tutti i reagesoino formulati in modo specifico per l'impiego agmesto test. Si
sconsiglia di effettuare eventuali sostituzioni garantire le prestazioni ottimali del test.

La determinazione del livello dei trascritti con @R richiede sia la trascrizione inversa dellmRNA
I'amplificazione del cDNA generato dalla PCR. Peesjo motivo € necessario eseguire tutta la proaatiissaggio
in condizioni di assenza di RNasi / DNasi. Si cgliaidi attenersi a "Clinical and Laboratory Stamigalnstitute
Guideline" [linea guida dell'istituto competente nmateria di standard clinici e di laboratorio]: "tleic Acid

Amplification Assays for Molecular Hematopathologdpproved Guideline" [saggi di amplificazione dastido

nucleico per ematopatologia; linea guida approv&atumento NCCLS MM5-A.

Prestare la massima attenzione per evitare:
contaminazioni di RNasi/DNasi che potrebbero praveda degradazione del templato mMRNA e del cDNA
generato.
MRNA o contaminazione da carry-over della PCR paitead un'indicazione di falso positivo.

Si consiglia quindi di adottare i seguenti accosgtit
- Impiegare materiale da laboratorio privo di nudlgasl esempio pipette, puntali per pipette, fiabr p

reazioni) ed indossare i guanti per I'esecuziohsalggio.
Impiegare puntali nuovi per pipette resistentiaalibsol per tutti i passaggi della pipettaturagétare la
contaminazione incrociata dei campioni e dei reagen
Preparare la miscela master Pre PCR con matepptesao (pipette, puntali...) in un‘area dedicatesdnon
vengono introdotte matrici di DNA (cDNA, DNA, plaste). Aggiungere il templato in una zona a parte
(preferibilmente in una stanza separata) con naitspecifici (pipette, puntali...).
Manipolare le diluizioni standard (C1-3 e P1-5umambiente separato.

5.4.2. Indicazioni di sicurezza

Indossare attrezzature di protezione personalepiégire il contatto con occhi e pelle. Consultarsdheda
tecnica di sicurezza dei materiali (MSDS) per maggnformazioni.

| tessuti umani devono essere considerati comesseffo in grado di trasmettere infezioni smaltancn
l'adozione delle precauzioni adeguate ed in confaralle linee guida OSHA e / 0 CAP (o equivalqrér
la UE).

5.4.3. Manipolazione e conservazione

E possibile spedire il kit a temperatura ambiemta,& necessario conservarlo ad una temperaturaresanp
tra -25°C e -15°C in un congelatore a temperatostante.

Ridurre al minimo I'esposizione alla luce delle ¢eie di primer e sonde (provette PPC e PPF).
Miscelare delicatamente e centrifugare le provatit@a dell'apertura.

Conservare tutti i componenti del kit nei contenitmiginali.
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Queste condizioni di conservazione si applicanooanponenti aperti e a quelli non ancora apertorhgonenti
conservati in condizioni diverse da quelle speatBcsull'etichetta potrebbero non fornire prestazimrrette
interessando negativamente i risultati dei saggi.

5.4.4. Stabilita del kit

Le date di scadenza per ogni reagente sono ripastdle singole etichette dei componenti. Il kihserva inalterate
le prestazioni fino alla data di scadenza riporsaléietichetta in condizioni di conservazione ette.

5.4.5. Indicazioni di instabilita

Non é presente nessun segno evidente che indic$tiabilita del prodotto. Tuttavia, si consiglia effettuare i
controlli di positivita e negativita allo stessomgo con campioni non noti.

5.4.6. Controllo di qualita

Il kit e prodotto in conformita allo standard 1IS@4B5:2003 e secondo cGMP (CFR titolo 21 capitol®)82
certificati delle analisi sono disponibili su rielta asupport@ipsogen.cam

5.4.7. Indicazioni

Gli utenti sono tenuti a disporre un'adeguata faiore ed aver acquisito dimestichezza con questlegia
prima dell'impiego del dispositivo.

Eseguire il test secondo "Clinical and Laborataign8ards Institute Guideline” [linea guida deitigb competente
in materia di standard clinici e di laboratorio]lNucleic Acid Amplification Assays for Molecular
Hematopathology; Approved Guideline” [saggi di aifigdzione dell'acido nucleico per ematopatolodiaga
guida approvata]. Documento NCCLS MM5-&i.consiglia di impiegare il kit attenendosi akéruzioni fornite nel
presente manuale, in combinazione ad uno strunegoovato precedentemente specificato (materiaiessari
2.2).

Qualsiasi impiego non previsto del prodotto e/dtefazione dei componenti annullera la respongabitii
IPSOGEN.
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6. Istruzioni per l'uso

Prima di qualsiasi operazione si consiglia agli utdi di leggere le presenti istruzioni con attenzioa acquisendo
dimestichezza con tutti i componenti.

La preparazione dellRNA derivante dai campioriellule umane deve essere svolta con una procegpravata.
La qualita del saggio dipende in larga misura dgtialita del'RNA inserito. Si consiglia quindi@nalizzare I'RNA
purificato con elettroforesi su gel di agarosicon timpiego di Agilent Bioanalyzer® prima dell'disa

6.1. Protocollo di trascrizione inversa consigliato etandardizzato

Scongelare tutti i componenti necessari e disgatlghiaccio.

Miscelare bene (senza sottoporre ad agitazionerticape centrifugare rapidamente (~ 10 sec., 1D.00
giri/min. per raccogliere il liquido sul fondo dalprovetta).

Incubare 1 pg di RNA (da 1 a 4 y¢r 10 min. a 70°Ce raffreddare immediatamente su ghiaccio per 5
min.

Centrifugare rapidamente (~ 10 sec., 10.000 gin/mer raccogliere il liquido sul fondo della prttag e
tenere su ghiaccio.

Preparare la seguente premiscela RT a secondarmero di campioni sottoposti all'esame.

Premiscela RT Vol. per 1 campione | Conc. finale
5X Expand™, tampone di transcrittasi inversa (primo 404l 1X
filamento)

MgCI2 (50 mM) 2,0 ul 5 mM
dNTP (10 mM caSI. o_la preparare precedentemente e 2,0l 1 mM
conservare a -20°C in aliquote)

DTT (100 mM) 2,0 ul 10 mM
Inibitore della RNasi (40 U/ul) 0,5 ul 20U
Esamero casuale 5,0 pl 25 uM
MMLV o Superscript Il (200 U) 0,5 ul 100U
Volume della miscela RT 16 pl

RNA campione da sottoporre al test (1 pg) dalh4dyp 50 ng/ul
Acqua priva di nucleasi di grado PCR Regolaruel vol. a 2

Miscelare bene e centrifugare rapidamente (~ 10 $@®00 giri/min. per raccogliere il liquido gohdo
della provetta).

Incubarea 20°Cper10 min.

Incubarea 42°Csu un ciclatore termico o bagno in acqua4femin,

quindi passare immediatame@®9°Cper 3 min.

Raffreddare su ghiaccio (arrestare la reazioned pain.

Centrifugare rapidamente (~ 10 sec., 10.000 gini/mpér raccogliere il liquido sul fondo della priteg il
cDNA ottenuto (tenere su ghiaccio).

Diluire il cDNA finale con 30 pl di HO. Volume totale = 50 pl

Eseguire i seguenti passaggi a seconda dello sttorRQ-PCR in dotazione.

Nota: il protocollo e ricavato dallo studio EAC. ke Gaberet al,2003 e Beillarcet al, 2003.

6.2. Strumento ABI Prism TagMan® (7500 e 7900) o LightCgler® 480

Per testare n campioni di cDNA, si consiglia diggsee la misurazione dei seguenti punti due volte:

Con la miscela di sonde e primer ABL

n campioni di cODNA  n x 2 reazioni

Standard ABL 6 reazioni (3 diluizioni, ciascunatéga in duplicato)
Controllo acqua 2 reazioni
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Con la miscela di sonde e primer WT1 (ELN)
n campioni di cONA  n x 2 reazioni
Standard WT1
Controllo acqua

2 reazioni

6.2.1. Elaborazione campioni

10 reazioni (5 diluizioni, ciascuestata in duplicato)

Si consiglia di testar@almeno 8 campioni di cDNA nello stesso esperimenfeer ottimizzare l'impiego degli
standard e delle miscele di primer e sonde. Il seguschema della piastra mostra un esempio geliiezento.

-

~

HEHOGAR00

moboonDnnnnon
CEE @@

PPC ABL

Figura 4: configurazione consigliata della piastra per un esmento.S: campione di cDNAP1-5 standard WT1;

C1l-3standard ABL

Nota: ogni kit WT1 ProfilQuant® (ELN) offre una quantita di reagenti sufficientl aseguire questo esperimento

da 8 campioni di cDNA 3 volte.
6.2.2. RQ-PCR per strumento ABI PRISM®

Scongelare tutti i componenti necessari e disgatlghiaccio.
Centrifugare rapidamente tutte le provette (~ 10, 96.000 giri/min. per raccogliere il liquido dohdo

della provetta).

Preparare la seguenteemiscela RQ-PCRa seconda del numero di campioni sottoposti alies

Reagenti della premiscela RQ-PCR Conc. finale| 1 reazione | 24 reazioni | 28 reazioni |
Miscela master PCR universale TagMan 2X AppliedsBabems 1X 12,5 ul 312,5 ul 362,5 4l
Miscela di primer e sonde IPSOGEN 25X 1X 1ul 25 29 ul
Regolare vol. a 20 pl con,B priva di nucleasi 6,5 ul 162,5 ul 188,5
Vt‘;'t‘glge =20 4l 500 il 580 il
Materiale da quantificare 5 ul

(cDNA campione, standard o controllo acqua)

Tutte le concentrazioni indicate si intendono pgoiume finale della reazione.
La precedente tabella descrive lo schema di pipettgoer la preparazione in una miscela di reagentese ai
calcoli tesi ad ottenere un volume finale dellzzieae PCR di 25 ul. Si puo preparare una premistsleconda del
numero di reazioni impiegando la stessa miscetrintier e sonde (o PPC-ABL o PPP-WT1 (ELN)).
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Da eseguire su ghiaccio:

Distribuire 20 ul della premiscela RQ-PCRper crogiolo.

In un'area del laboratorio diversa e con matedaldicato, aggiungei® pl del prodottaRT (cDNA, 100 ng
RNA equivalente)ottenuto al punto 6.1 precedentd crogiolo corrispondente(volume totale 25 .
Miscelare con delicatezza pipettando verso I'altd basso.

Chiudere la piastre e centrifugare rapidamente (36010 sec)

Disporre la piastra nel ciclatore termico attenesnddle indicazioni del produttore.

Eseguire il seguente programma:

Programma RQ-PCR
Temperatura | Tempo| Cicli |Acquisizione
50°C 2 minl X1 |Non presentg

95°C 10 min X 1 |Non presente

95°C 15 seq X 50 Non presente
60°C 1 min Singolo

Si consiglia una soglia impostata a 0,1 come d#éserel protocollo EAC nella fase d'analisi sullo
strumento ABI Prism® 7900.

6.3. Strumento LightCycler® 1.2

Per testare n campioni di cDNA, si consiglia digegee la misurazione dei campioni di cDNA due vplte

* Con la miscela di sonde e primer ABL
n campioni di cONA  n x 2 reazioni
Standard ABL 3 reazioni (3 diluizioni standard)
Controllo acqua 1 reazione

» Con la miscela di sonde e primer WT1 (ELN)
n campioni di cDNA  n x 2 reazioni
Standard WT1 5 reazioni (5 diluizioni standard)
Controllo acqua 1 reazione

6.3.1. Elaborazione campioni

Si consiglia di testar® campioni di cDNA nello stesso
esperimento per ottimizzare l'impiego degli standard e
delle miscele di primer e sonde. Lo schema deilleaipi
riportato di seguito mostra un esempio di un tipico
esperimento.

S2 s1 S1

Figura 5: Configurazione dei capillari su rotore LightCyctelS: campione di cDNAP1-5 standard WT1C1-3
standard ABL
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Nota: ogni kit WT1 Profil®Quant® (ELN) offre una quantita di reagenti sufficienti aseguire questo esperimento
da 5 campioni di cDNA 6 volte.

6.3.2. RQ-PCR per strumento LightCycler®

NB: a causa dei particolari requisiti tecnologici, géiperimenti LightCycler devono essere eseguiti reagenti
specifici. Si consiglia di impiegare il kit mastper sonde LightCycler TagMan® di seguire le istruzioni del
produttore per la preparazione della miscela m&ster

Scongelare tutti i componenti necessari e disgatlghiaccio.

Centrifugare rapidamente tutte le provette (~ 10, 96.000 giri/min. per raccogliere il liquido gohdo
della provetta).

Preparare la seguemnteemiscela RQ-PCRa seconda del numero di campioni sottoposti alies

Reagenti della premiscela RQ-PCR Conc. finale| 1 reazione | 14 reazioni | 16 reazioni
Miscela master appena preparata 5X LightCycler Tan®Master 1X 4 ul 60 ul 68 ul
Miscela di primer e sonde IPSOGEN 25X 1X 0,8 ul 2 13,6 ul
Regolare vol. a 15 pl con,B priva di nucleasi 10,2 ul 153 ul 173,4 (|
Vt?)ltL;_T;e =15 pl 225 pl 255 yl
Materiale da quantificare 5 ul
(cDNA campione, standard o controllo acqua)

Tutte le concentrazioni indicate si intendono pe&oiume finale della reazione.

La precedente tabella descrive lo schema di pipestgoer la preparazione in una miscela di reagenbase ai
calcoli tesi ad ottenere un volume finale dellzzi@ae PCR di 20 pl. Si puo preparare una premistsieconda del
numero di reazioni impiegando la stessa misceaintier e sonde (o PPC-ABL o PPP-WT1 (ELN)).

Da eseguire su ghiaccio:

Distribuire 15 ul della premiscela RQ-PCRper capillare.

Aggiungereb pl del prodottdRT (cDNA, 100 ng RNA equivalentepttenuto al punto 6.1 precedentd
corrispondente capillare (volume totale 20 pj.

Miscelare con delicatezza pipettando verso I'adtd basso.

Disporre i capillari negli adattatori forniti in thzione con l'apparecchiatura e centrifugare rapéfae
(700 g, ~ 10 sec)

Caricare i campioni nell'apparato attenendosiiatlecazioni del produttore.

Eseguire il seguente programma PCR: (consigliatmsustrumento LightCycler®):

Programma RQ-PCR di LightCycler per sonda
TagMan
Temperatura | Tempo | Cicli |Rampal|Acquisizione
95°C 10min| X1 20 | Non presentg
95°C 10 sec X 50 20 |Non present¢
60°C 1 min 20 Singolo
45°C 1 min X1 20 | Non presentg

Si consiglia I''mpiego dell'analisi automatica (Ftx) con la versione del software 4.0 di LightCyger
ottenere risultati riproducibili.

7. Acquisizione ed interpretazione dei risultati

7.1. Acquisizione della fluorescenza

Le curve tipiche della fluorescenza per gli staddsono riportate di seqguito (tutte le figure socbesmate di
LightCycler 1.2).
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Figura 6: Rilevamento standard ABL. Concentrazione logariémitspettivamente (C1, C2, C3):3ad e 16

Figura 7: Rilevamento standard WT@oncentrazione logaritmica, rispettivamente (FE5): 10, 1¢, 1, 1C,
10°

7.2. Espressione dei risultati

7.2.1. Curva standard, calcolo e criteri di qualita

Per ogni gene (ABL e WT1), i valori Cp / Ct grez#itenuti con le diluizioni standard dei plasmidineo
rappresentati in base al numero di copie logarhmi3, 4 e 5 per C1, C2e C3; 1, 2, 3,5 e 6 pePRLP3, P4 e
P5). La figura riportata di seguito mostra un esentella curva teorica calcolata con 5 diluiziotérdard. Si
calcola una curva di regressione lineare (ya=+ b) per ogni gene (ABL e WT1) in cw corrisponde al
componente angolare della linelh emppresenta l'intercetia (la coordinatay in cui la linea attraversa l'asge
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Curva standard ¥=-3.321x +30.84
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Figura 8: Curva teorica standard. | Cp o Ct misurati sonoerns rispetto al numero nominale di copie lggdi
ogni standard.

Dato che gli standard sono pari a dieci volte leizibni, il componente angolare teorico della
curva e di - 3,32. Secondo Van der Velden et atykemia 2003, un componente angolare
compreso tra -3,0 e -3,9 & accettabile fino a quahde > 0,95. Tuttavia, si auspica un valorerper
maggiore di 0,98 per risultati di precisione (Bandfet al., Leukemia 2006).

Si consiglia di rilevare lo standard P1 e considenael calcolo della curva.

7.2.1.1.Calcolo

Si consiglia di impiegare l'equazione della curteandard ABL per trasformare i valori Cp grezzi ¢otiti con PPC-
ABL) per i campioni non noti nei numeri di copie BBABL cy).

Media ABLCp- Intercettacurva standard ABL

Log CampioneABLCN =
10 Componentengolare curva standard ABL

Si consiglia di impiegare l'equazione della cunaandard WT1 per trasformare i valori Cp grezzidpottti con PPP-
WT1) per i campioni non noti nei numeri di copie W{IWT1cy).

Media MbcrCp - Intercettacurva standard WT1

LOog,_CampionewT1CN =
10 Componenteangolare curva standardWTl

Il rapporto di questi valori CN da il numero di éemormalizzate (NCN) per 10000 copie di ABL:
NCN = m)<10000

CN

7.2.1.2.Controllo di qualita su valori ABL

La scarsa qualita del'RNA o i problemi che si fieaino nelle fasi della RQ-PCR producono un rid&®BL cy. Si
consiglia di scartare i risultati dai campioni glresentano ABgy < 4246.

7.2.1.3.Riproducibilita tra replicati

La variazione dei valori Cp tra i replicati dovrebbssere minore di 2 corrispondendo ad una quadvapiazione
dei valori dei numeri delle copie.

Secondo Van der Velden et al., Leukemia 2003, texi@ne dei valori Cp tra i replicati € generalfgeminore di
1,5 se il valore medio Cp dei replicati & inferiar86.

Nota: i singoli utenti sono tenuti a misurare kgpattive riproducibilita nei laboratori a loro dispzione.

7.2.1.4. Controlli H,O

Il controllo H,O dovrebbe risultare CN zero sia per ABL che perdWT
Un controllo positivo € il risultato di una contarakzione incrociata. Consultare la "Guida alla tigmne dei
problemi" alla fine del documento per individuaretsoluzione.
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7.2.2. Numero di copie normalizzato (NCN) ed espressione=drisultati

Il rapporto dei valori WT1 e ABL CN restituisceribmero di copie normalizzato (NCN) espresso ogAD0Q:opie
del gene di controllo ABL.
NCN = WT1cn /ABLCN X 10000

8. Caratteristiche prestazionali: studi non clinici

8.1.Linearita

Gli studi di linearitd sono stati condotti su 14noni ognuno dei quali e stato ottenuto da unardi miscela di
RNA estratta dalla linea cellulare ad espressidaeata e dai campioni di donatori sani (livellosfieessione di
WT1 ridotto). Ogni campione é stato testato tréevdPer i valori NCN compresi tra 2,20 e 3838,11IN\® studio
ha dimostrato che il saggio WT1 Profflaant® era lineare nell'intervallo di valori specifico.

8.2.Precisione

Lo studio sulla precisione € stato condattiod campioni ognuno dei quali & stato ottenutardadiversa miscela di
RNA estratta dalle linee cellulari ad espressideeata e ridotta WT1. Sono state effettuate sedisurazioni su
ogni campione. Le tabelle riportate di seguitoaifs una panoramica riassuntiva dei dati analitici:

Plasmidi WT1 Ct medio n CV(%)
P1- 10 copie / 5 pl 36,13 0,87 15 2,42
P2- 16 copie / 5 pl 32,70 0,40 16 1,21
P3- 10 copie / 5 pl 29,39 0,43 16 1,45
P4- 18 copie / 5 pl 22,62 0,41 16 1,80
P5- 18 copie / 5 pl 19,25 0,38 16 1,98
Plasmidi ABL Ct medio n CV(%)
C1- 16 copie / 5 pl 29,59 0,35 16 1,20
C2- 1¢ copie /5 yl 26,11 0,40 15 1,52
C3- 10 copie / 5 yl 22,77 0,28 16 1,22
Diluizione RNA linea NCN medio n CV(%)
cellulare
10% 10 472 5 598,76 16 53
1,5% 1880 747,01 16 40
0,05% 86 37,79 16 44
0,0025% 3 1,90 16 57

8.3. Limite di vuoto (LOB) e limite di rilevamento (LOD)

Il progetto dello studio e stato basato sulle iadioni illustrate nel documento NCCLS EP17-A "Pouls for
Determination of Limits of Detection and Limits duantitation; Approved Guideline" [protocolli pea |
definizione dei limiti di rilevamento e dei limitli quantificazione; linea guida approvatal.

Il livello di fondo (LOB) e stato definito sui cangmi di sangue normali di donatori sani (4 campjon3
misurazioni) e lo si e riscontrato pari a 3.66 ANQN.

Il limite di rilevamento (LOD, sensibilita analia} & stato definito sui campioni noti con livellespressione WT1
ridotto di donatori sani che presentavano cell@e gn livello d'espressione WT1 elevato (in mode ihvalore
NCN previsto fosse il quadruplo di LOB, 4 campipiR misurazioni), e lo si & riscontrato pari 280B3WT1 NCN.

9. Caratteristiche prestazionali: studi clinici

9.1. WT1 nei campioni di soggetti sani

Dato cheWTL1 viene espresso nelle cellule ematopoietiche narre@bilire i livelli di espressione osservati nei
campioni di controllo rappresenta un aspetto eritit modo che sia possibile definire le soglie idgiendo la
leucemia residua dall'amplificazione di fondo. laksi di 204 campioni di controllo di volontari sason il saggio
ELN ha confermato che l'espressiond 1 nei campioni di sangue periferico (PB), midoliees (BM) e cellule
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staminali del sangue periferico (PBSC) & moltottaioon un valore mediammari a 19,8 copi®VT1/10" copieABL
(intervallo O - 213) in BM, 0,01 (intervallo 0,047,6) in PB e 6,1 (intervallo O - 39) in PBSC (iig 9 riportata di
seguito). L'espression&T1lin PB e stata significativamente inferiore rispedtquella in BM (p < 0,0001). Sulla
base di questi risultati, il limite superiore dalare normale e stato definito come 250 NCN per 85D NCN per
PB.

Figura 9: Espressione WT1 nei campioni di donatori sani

9.2. Definizione dell'espressionaNTL1 con il saggio standardizzato ELN RQ-PCR nei
campioni AML sottoposti a trattamento preterapeutico

Per valutare le possibilita di applicazione delgiagli RQ-PCRWTL1ELN per rilevare MRD, sono stati analizzati
620 campioni sottoposti a trattamento preterapeu@38 PB e 382 BM) di 504 pazientWT1 presentava una
sovraespressione rispetto al fondo (definito co®®&0>e >50 copi&VT1/ 10' copie ABL rispettivamente in BM e
PB) nell'86% e nel 91% dei campioni AML diagnosticBM e PB (figura 9 in alto)ll valore mediano delle copie
WT1/ 10' copieABL era pari a 2505, (intervallo 0-7,5 x°1@n BM (p < 0,0001 rispetto a BM normale) e a 3107
(intervallo 0 - 1,13 x 19 in PB (p < 0,0001 rispetto a PB normale). Nore spresentata nessuna differenza
significativa dell'espressione tra PB e BM in tuttgruppo, come confermato dai risultati otterftdi i pazienti con
campioni PB e BM diagnostici accoppiati (figure Ha0b di seguito).
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r=0,90, p <0,0001

Figure 10a e 10bConfronto dei risultati ottenuti nei pazienti coanspioni PB e BM diagnostici accoppiati

La variazione del livello d'espressiokéT 1 normalizzato e stata riscontrata secondo la aitetiga (figura 11 di

seguito, p < 0,001), con livelli particolarmente\ti nei casi di inv(16)(p13922) / t(16;16)(p13y2mediano 2,31

x 10%, intervallo 12 - 3,14 x 1. Sono stati anche rilevati livelli 8V T1significativamente pit elevati in AML con
mutazioni NPM1 (mutante NPM1: mediano 1,44 X, ifitervallo 0 - 1,13 x 19 tipo selvaggio NPM1: mediano
6566, intervallo 0 - 7,5 x £0p = 0,005).
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Figura 11: Variazione dell'espressione WT1 secondo la citoigae

E stato possibile confrontare il livello dell'esgg®neWT1, in base alla definizione del saggio ELN nei 15i can
mutazioni negli esoni 7 e 9 del gew&l'], con quello coWT1di tipo selvaggio (p = 0,2). Tuttavia, l'analille
sequenze di una serie di 32 casi, in cui il sagdidl suggeriva un livello ridotto dell'espressiond transcritto
WT1(< 250 copie / 1DcopieABL), ha dimostrato che in 3 casi (9,4%) questa comakizera associata a mutazioni
che hanno spezzato il punto congiungimento delgricomplementare (figure 12 di seguito).

Figura 12: Mutazioni di WT1 rilevate in 3 pazienti affetti Ga&dotta espressione WT1"
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10.Guida alla risoluzione dei problemi

Problema

Causa/e probabile/i

Operazione/i correttiva/e consigliata/e

Risultato negativo del gene
di controllo (ABL) e WT1
in tutti i campioni —
Standard OK

- Scarsa qualita del campione RNA
- Malfunzionamento passaggio RT

- Verificare sempre la qualita e la concentraziong

del’lRNA prima di iniziare le operazioni

- Eseguire un controllo positivo dell'RNA della

linea cellulare in parallelo

Risultato negativo del gene
di controllo (ABL) nei
campioni — Standard OK

- Scarsa qualita del campione RNA
- Malfunzionamento passaggio RT

- Verificare sempre la qualita e la concentraziong

del'RNA prima di iniziare le operazioni

- Eseguire un controllo positivo del'RNA della

linea cellulare in parallelo

Negativo segnale standard

- Pipettare
- Stoccaggio non corretto dei componenti del

kit

- Verificare lo schema di pipettatura e la

configurazione della reazione

- Ripetere la sequenza della PCR
- Reagenti aliquote
- Conservare il kit WT1 Profil@uan® (ELN) ad

una temperatura compresa tra -15 e -25°C e
conservare le miscele di primer e sonde (PPC
PPP) in un luogo riparato dalla luce

- Evitare di ripetere le operazioni di congelament

e scongelamento

D

=}

Il controllo negativo (H,O)
€ positivo.

- Contaminazione incrociata

- Sostituire tutti i reagenti critici
- Ripetere I'esperimento con nuove aliquote di tutti

i reagenti

- Manipolare sempre i campioni, i componenti de

kit ed i componenti di uso frequente in conform
alle pratiche generalmente accettate per evitar
contaminazioni da carry-over

ita
e la

D

Segnale assente, anche nei
controlli standard

- LightCyclef®: & stato selezionato il canale di

rilevamento non corretto.

- Impostare la regolazione del canale su F1/F2 g

530 nm /640 nm

- Errori di pipettatura o reagenti esclusi

- Verificare lo schema di pipettatura e la

configurazione della reazione

- Ripetere la sequenza della PCR

- LightCyclef: nessuna acquisizione dati

programmata

- Verificare i programmi del ciclo
- Selezionare la modalita di acquisizione "single’

[singola] alla fine di ogni segmento di annealing
del programma PCR

J

- Effetti di inibizione del materiale dei

campioni provocati da insufficiente
purificazione

- Ripetere la preparazione del'lRNA

Segnale assente o ridotto
nei campioni, ma controlli
standard OK.

- Qualita o concentrazione dellRNA
- Malfunzionamento della reazione RT

- Verificare sempre la qualita e la concentraziong

del'RNA prima di iniziare le operazioni

- Eseguire un controllo positivo del'RNA della

linea cellulare in parallelo

Intensita della fluorescenza
troppo ridotta

- Stoccaggio non corretto dei componenti del

kit

- Reagenti aliquota
- Conservare il kit WT1 Profil@uan® (ELN) ad

una temperatura compresa tra -15 e -25°C e
conservare le miscele di primer e sonde (PPC
PPP) in un luogo riparato dalla luce

- Evitare di ripetere le operazioni di congelament

e scongelamento

D

o

- Quantita iniziale molto ridotta del'RNA

target

- Aumentare la quantita di RNA campione. Notaj

seconda della metodica scelta per la preparazi
del’lRNA, si possono eventualmente manifesta
effetti inibitori

a
pne
e

| campioni del controllo
negativo sono positivi.

- Contaminazione da carry-over

- Sostituire tutti i reagenti critici
- Ripetere I'esperimento con nuove aliquote di ty

i reagenti

- Manipolare sempre i campioni, i componenti de
kit ed i componenti di uso frequente in conformi

alle pratiche generalmente accettate per evitar
contaminazioni da carry-over

Intensita della fluorescenza
sottoposta a variazioni.

- Pipettare

- LightCycler®: la variabilita provocata dal

cosiddetto "errore di pipettatura” puo essere

ridotta analizzando i dati in modalita F1/F2 o STO

nm/ 640 nm
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. LightCyclef®: centrifugazione insufficiente

dei capillari

- La miscela PCR preparata si trova ancora

vaso superiore del capillare.

- Una bolla d'aria € bloccata nella punta del

hel

- Centrifugare sempre i capillari caricati con la

miscela della reazione come descritto
nell'apposito manuale delle istruzioni per l'uso
dell'apparato.

mnoi

capillare
- Superficie esterna della punta del capillare| - Indossare sempre i guanti quando si manipolal
sporca capillari
LightCycler®: errore della - Pipettare - LightCyclef®: la variabilita provocata dal

curva standard

cosiddetto "errore di pipettatura” puod essere
ridotta analizzando i dati in modalita F1/F2 0 5
nm /640 nm

TO

NOTA: se non & possibile attribuire il problema @ssuna delle cause precedentemente indicate, psrakione
correttiva consigliata non riesce a risolvere dlgema, contattare il servizio di assistenza techiRSOGEN all'indirizzo
support@ipsogen.coper ulteriore assistenza.
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12 Nota per lI'acquirente

Il presente prodotto e destinato ad un impiegordiatico in vitro. Non e consentito rivendere i potid
IPSOGEN, modificati per la rivendita o l'impiegorpa realizzazione di prodotti commerciali senza il
consenso scritto rilasciato da IPSOGEN.

Le informazioni contenute nel presente documentm sbggette a modifiche senza preavviso. IPSOGEN
non si assume nessuna responsabilita degli ert@i ¢ possono eventualmente trovare nel presente
documento. Il presente documento e considerato ledon@d accurato all'atto della pubblicazione. éssun
caso IPSOGEN deve essere considerata responsabidgmmi accidentali, speciali, multipli o secondiri
relazione all'impiego del presente documento ovdate da quest'ultimo.

Il presente prodotto e ottimizzato per l'impiegdlaneeazione a catena della polimerasi (Polymefasain
Reaction - PCR) sotto la tutela dei brevetti dippieta di Hoffmann-La Roche, Inc., e F. Hoffmann-La
Roche, Ltd. ("Roche"). Con l'acquisto del presgmtelotto all'acquirente non viene concessa, n@daniera
espressa ne' in maniera implicita, nessuna licansansi dei presenti brevetti destinati all'usbpidecesso
della PCR.

Con l'acquisto del presente prodotto all'acquirgoie viene concesso in maniera implicita nessduttalinei
confronti della tecnologia TagM&rei sensi dei brevetti statunitensi 5,210,015, B3& e 5,538,848 o
delle rispettive controparti. L'acquisto del prdseprodotto non conferisce nessun diritto per l'uso
applicazioni diagnostiche cliniche.

L'impiego del gene WT1 e concesso con licenza sseluda Genzyme Corporation (US) ai sensi del
brevetto EP 0 453 560.

La tecnologia Profil®uanf’ & coperta dalle applicazioni internazionali in enit di brevetti WO 02/074949
e WO 04/078020 e dalle rispettive controparti sémam applicazione del brevetto statunitense is@or

ProfileQuant® & un marchio di fabbrica registrato di IPSOGEN
LightCyclef® & un marchio di fabbrica di Roche Diagnostics,Mad® &€ un marchio di fabbrica di Roche

Molecular Systems, ABI PRISKMe Applied Biosystenfssono marchi di fabbrica di Applera Corporation,
Superscigt & un marchio di fabbrica di Invitrogen Corp.
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13.Informazioni sui contatti
Realizzazione a cura dPSOGEN

IPSOGEN SA — Sede produttiva

Luminy Biotech Entreprises

Case 923. 163, avenue de Luminy

13288 MARSEILLE/MARSIGLIA cedex 9.
France/Francia

Tel: +33 (0)4 91 29 30 90

Fax: +33 (0)4 91 29 30 99

E-mail: support@ipsogen.com
infos@ipsogen.com
Web:www.ipsogen.com

© Copyright 2009, IPSOGEN. Tutti i diritti riservat
Kit WT1 Profile Quant® (ELN)
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