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Kit �WT1 ProfileQuant® (ELN*) 
*ELN: European Leukemia Net (rete europea per la  leucemia) 

 

Kit per la rilevazione quantitativa dei trascritti del gene WT1 (esoni 1-2) con l'impiego di 
ABI Prism TaqMan® 7500, 7900 o LightCycler® 480, strumenti 1.2.  
 

 

 

Rif: PQPP-02-CE 
 
 
Test:   ABI Prism TaqMan® 7500 o 7900:  

     24 campioni in duplicato in 3 esperimenti distinti. 
 

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

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

Conservare ad una temperatura compresa tra -15°C e -25°C 
Nota: conservare le miscele di primer e sonde (provette PPC e PPP) al buio 
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1. Uso previsto 
Il kit WT1 ProfileQuant® (ELN) è un test diagnostico in vitro di RQ-PCR quantitativa teso a misurare i livelli dei 
trascritti del gene WT1 (tumore di Wilms) presenti nell'RNA totale proveniente da pazienti affetti da leucemia 
mieloide acuta (AML) come supporto al monitoraggio della risposta alla terapia precoce e la malattia minima residua 
(MRD).  

 
Indicazioni: il kit è stato progettato in conformità agli studi "European Leukemia Net" (Cilloni et al., ASH 2007). Si 
consiglia di farne l'uso previsto dalle istruzioni fornite nel manuale in combinazione con gli strumenti ed i reagenti 
approvati (LightCycler 1.2 o 480 e ABI Prism TaqMan ® 7900 o 7500). Qualsiasi impiego non previsto del prodotto 
e/o l'alterazione dei componenti annullerà la responsabilità di IPSOGEN.  

2. Informazioni di base 
I protocolli terapeutici attuali per la leucemia mieloide acuta (AML) si basano su fattori prognostici che 
contribuiscono alla stratificazione terapeutica (Cheson et al., J Clin Oncol 2003; Estey et al., Lancet 2008). I fattori 
prognostici fondamentali fino ad ora individuati prevedono caratteristiche preterapeutiche come ad esempio l'età, il 
conteggio dei leucociti (WBC), il cariotipo e le mutazioni genetiche, in particolare FLT3 e NPM1 (Grimwade, Best 
Pract Res Clin Haematol 2001; Schlenk et al., N Engl J Med 2008).  
La risposta morfologica alla chemioterapia di induzione offre un ulteriore fattore predittivo, che è stato incluso negli 
attuali schemi della stratificazione di rischio impiegati per avvalorare le decisioni relative alla terapia di 
consolidamento in particolare il trapianto allogenico (Wheatley et al., J Haematol 1999). Mentre tali parametri 
distinguono i gruppi di pazienti esposti a rischi di recidiva ampiamente differenziati, è presente l'urgente esigenza di 
raffinare la stratificazione del rischio per individuare in modo più affidabile i pazienti che possono trarre il massimo 
(o il minimo) vantaggio dal trapianto. Una serie di studi ha evidenziato il potenziale della malattia minima residua 
(MRD) con il monitoraggio ad opera della reazione a catena della polimerasi quantitativa in tempo reale (RQ-PCR) 
per il rilevamento di target specifici della leucemia (cioè i trascritti del gene di fusione come ad esempio PML-
RARA, CBFB-MYH11, AML1-ETO (RUNX1-RUNX1T1) o le mutazioni, (ad esempio in NPM1)) per individuare i 
pazienti ad elevatissimo rischio di recidiva, a condizione che sia presente la possibilità di intervenire con una terapia 
precoce (Freeman et al. Semin Oncol, 2008).  
Tuttavia, circa la metà dei pazienti AML presenta una carenza di target specifici della leucemia adeguati e di 
conseguenza si è sollevato un notevole interesse per lo sviluppo di approcci alternativi per consentire il rilevamento 
di MRD da estendere ad una fascia di pazienti molto più vasta. Una strategia prevede l'impiego della citometria a 
flusso per l'individuazione ed il monitoraggio dei fenotipi aberranti associati alla leucemia; tutto ciò offre il 
vantaggio di grandi possibilità d'impiego, ma risulta complesso dal punto di vista tecnico (Freeman et al. Semin 
Oncol, 2008). Un altro approccio prevede l'impiego di saggi di RQ-PCR per il rilevamento dei trascritti che 
dimostrano un'elevata sovraespressione nei blasti AML in relazione al sangue e al midollo normali prestando la 
massima attenzione al gene del tumore di Wilm (WT1)  (Freeman et al. Semin Oncol, 2008).  
 

WT1 si trova sul cromosoma 11p13, codifica un fattore di trascrizione a dito di zinco ed è stato inizialmente 
individuato per la sua patogenicità del tumore di Wilms (Sugiyama, J Haematol, 2001). È stato dimostrata l'elevata 
espressione di WT1 in numerosi tumori ematopoietici fra cui AML (Sugiyama, J Haematol, 2001; Liu-Yin, Blood 
2008). Anche se vi è ancora una scarsa comprensione dei meccanismi che conducono alla sovraespressione di WT , 
è possibile sfruttare questo fenomeno come se si trattasse di un marcatore per stabilire la presenza, la persistenza o 
la nuova manifestazione dell'ematopoiesi leucemica. 

3. Progettazione del saggio 
Il kit WT1 ProfileQuant® (ELN) prevede plasmidi specifici oltre a primer e miscele di sonde per WT1 e ABL. 
Questi componenti sono stati approvati complessivamente nell'ambito di uno studio collaborativo condotto da un 
gruppo di esperti del consorzio European Leukemia Net. 
Il saggio precedentemente pubblicato da Van Dijk et al., ha superato gli altri saggi in modo sistematico ed è meno 
soggetto alle mutazioni dell'AML a causa della sua configurazione. Di conseguenza, è stato scelto come saggio ELN 
WT1.  
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Figura 1: Rappresentazione schematica del transcritto WT1 coperto dal set di primer e sonde RQ-PCR ELN. In 
alternativa l'esone 5 può essere eventualmente accoppiato. 

4. Principio tecnologico  

4.1. RQ-PCR 
Al contrario del tipico punto finale della PCR, RQ-PCR permette la quantificazione accurata dei prodotti 

della PCR durante la fase esponenziale del processo di amplificazione della PCR. È possibile ottenere i dati 
quantitativi della PCR in modo rapido senza l'elaborazione post-PCR con il rilevamento in tempo reale di segnali 
fluorescenti durante e/o dopo la ciclizzazione della PCR riducendo il rischio di contaminazione dei prodotti della 
PCR in modo significativo. Attualmente sono disponibili tre tipi principali di tecniche RQ-PCR: analisi RQ-PCR 
con i) colorante SYBR Green I, ii) sonde idrolitiche e iii) sonde di ibridazione.  

Il saggio sfrutta il principio delle sonde oligonucleotidiche idrolitiche a doppio colorante RQ-PCR. Durante 
l'amplificazione della PCR, i primer inversi e complementari ibridizzano secondo un prodotto con sequenza 
specifica. Nella stessa miscela è presente una sonda a doppio colorante. La sonda, che è formata da un 
oligonucleotide contrassegnato da un colorante reporter 5' e da un colorante quencher 3' a valle, ibridizza secondo 
una sequenza target all'interno del prodotto PCR. L'analisi RQ-PCR con le sonde idrolitiche sfrutta l'attività 
dell'esonucleasi 5'-3' della polimerasi da Thermus aquaticus (Taq). Quando la sonda è intatta, la vicinanza del 
colorante reporter al colorante quencher porta alla soppressione della fluorescenza del reporter principalmente ad 
opera del trasferimento energetico tipo Förster.  

Durante la PCR, se l'oggetto d'interesse è presente, la sonda completa l'annealing in modo specifico tra i 
punti dei primer inversi e complementari. L'attività dell'esonucleasi 5'-3' della polimerasi del DNA spezza la sonda 
tra il reporter ed il quencher solo se la sonda ibridizza secondo il target. I frammenti della sonda vengono quindi 
spostati dal target e la polimerizzazione del filamento continua. L'estremità 3' della sonda è bloccata per impedirne 
il prolungamento durante la PCR (figura 2). Questo processo si verifica ad ogni ciclo e non interferisce con 
l'accumulo esponenziale del prodotto. 

L'aumento del segnale della fluorescenza viene rilevato solo se la sequenza target è complementare alla 
sonda, e quindi si verifica l'amplificazione durante la PCR. A causa di questi requisiti l'amplificazione aspecifica 
non viene rilevata e l'aumento della fluorescenza è direttamente proporzionale all'amplificazione del target nel corso 
della PCR. 

4.2. Calibratore plasmidico, gene di controllo e normalizzazione 
Il saggio WT1 ProfileQuant® (ELN) impiega la tecnologia a convalidazione di plasmidi per la calibrazione e la 
normalizzazione dei risultati della RQ-PCR. Le curve standard vengono generate grazie alle concentrazioni note 
delle diluizioni plasmidiche del gene di controllo ABL e del gene WT1. La tecnologia ProfileQuant® di Ipsogen 
misura con precisione il numero di copie dei due geni nei campioni di cellule umane. È importante notare che il 
calcolo del rapporto della concentrazione specifica del transcritto WT1 rispetto alla concentrazione ABL endogena 
offre una quantificazione normalizzata del gene WT1 specifico a prescindere dal conteggio cellulare e dell'efficacia 
RT in ogni campione sottoposto a saggio. Gli standard sono forniti sottoforma di plasmidi di DNA molto stabili 
rispetto alla produzione su vasta scala di cDNA ottenuto da linea cellulare come materiale di controllo della qualità.  
 
Negli studi a centri multipli è stata dimostrata l'elevata riproducibilità della tecnologia standardizzata ProfileQuant® 
di Ipsogen (Gabert et al, 2003; Beillard et al, 2003) che costituisce calibratori adeguati alla normalizzazione 
intralaboratoriale ed interlaboratoriale dell'analisi della RQ-PCR. Questa tecnologia è adatta a ridurre o superare le 
variazioni sperimentali comunemente riscontrate tra gli strumenti e le metodiche PCR, e consente il confronto 
diretto dei risultati finali calcolati. 
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Figura 2: L'RNA totale viene sottoposto a trascrizione inversa e il cDNA che si produce viene amplificato dalla 
PCR impiegando una coppia di primer specifici ed una sonda interna specifica a doppio colorante (FAM-TAMRA). 
La sonda si lega all'amplicon durante ogni fase di annealing della PCR. Quando la Taq si estende dal primer 
legato all'amplicon, sposta l'estremità 5' della sonda, che viene quindi degradata dall'attività esonucleasica 5'-3' 
della polimerasi della Taq. La scissione continua fino a quando la sonda residua non riduce l'amplicon. Questo 
processo rilascia il fluoroforo (reporter) e il quencher in soluzione, separandoli a livello spaziale e provocando un 
aumento della fluorescenza proveniente da FAM (reporter) ed una riduzione di TAMRA (quencher). 
Nel kit WT1 ProfileQuant® (ELN) in dotazione, i controlli endogeni (trascritti ABL) vengono amplificati a partire 
dal campione in concomitanza al transcritto WT1. Le curve standard delle quantità note del calibratore sia per il 
controllo endogeno ABL sia per il cDNA WT1 consentono il calcolo del rapporto del segnale del transcritto WT1 
rispetto al segnale endogeno ABL in ogni campione. Le miscele specifiche di primer e sonde e le diluizioni in serie 
standard dei calibratori dei geni di controllo e quelli profilo sono fornite per la quantificazione dei geni di 
controllo ABL e dei geni WT1. 

4.2.1. Acquisizione della fluorescenza 
Quando la fluorescenza viene tracciata rispetto al numero di cicli, l'accumulo del prodotto della PCR viene mostrato 
come riportato di seguito (figura 3). Di conseguenza la curva dell'amplificazione è formata da 

�  una fase preparatoria iniziale (al di sotto del livello di rilevamento dello strumento)  
�  una fase esponenziale (o fase logaritmica) e  
�  una stabilizzazione 

È possibile effettuare la determinazione quantitativa con la massima precisione solo durante la fase esponenziale. Il 
primo ciclo in cui lo strumento è in grado di distinguere la fluorescenza generata dall'amplificazione essendo al di 
sopra del segnale di fondo viene detto ciclo soglia (Ct) o punto di superamento (Cp). Selezionando la soglia 
all'interno della fase logaritimico-lineare, è possibile calcolare la quantità effettiva delle molecole iniziali dato che 
l'intensità della fluorescenza è direttamente proporzionale alla quantità di prodotto della PCR nella fase 
esponenziale.  
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Nella fase di stabilizzazione, non si verifica nessun aumento significativo della quantità dei prodotti della PCR. 
Questa situazione è principalmente dovuta alla riduzione dei componenti della PCR e alla nuova fase di annealing 
dei filamenti dei prodotti della PCR a causa dell'elevata concentrazione di prodotti finali impedendo un'ulteriore 
fase di annealing del primer. 
�

�

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

4.2.2. Quantificazione assoluta 
L'approccio più diretto e preciso per l'analisi dei dati quantitativi prevede l'impiego di una curva standard preparata 
a partire da una serie di diluizioni del templato di controllo di concentrazione nota. Questo sistema è noto come 
"curva standard" o quantificazione "assoluta". Seguendo l'amplificazione delle serie di diluizione standard, la curva 
standard viene generata rilevando il logaritmo del numero iniziale di copie del templato rispetto al Cp generato per 
ogni diluizione. Il rilevamento di questi punti genera la curva standard. L'impiego dell'equazione della curva 
standard consente di determinare il numero iniziale di copie dei campioni da quantificare. 
Nel kit WT1 ProfileQuant® (ELN) in dotazione, i controlli endogeni (trascritti ABL) vengono amplificati a partire 
dal campione, ma anche dal transcritto WT1. Si provvede alla realizzazione delle diluizioni standard in serie del 
cDNA WT1 e le curve standard che si sono generate consentono il calcolo di precisione del numero di copie di 
trascritti WT1 e ABL in ogni campione.  
 

5. Reagenti e strumenti 

5.1. Reagenti forniti in dotazione 
 

Fiala Gene di controllo ABL 
Diluizioni standard Volume Numero parti  

C1-ABL 103 copie / 5 µl 50 µl IP-PF-000050 

C2-ABL 104 copie / 5 µl 50 µl IP-PF-000051 

C3-ABL 105 copie / 5 µl 50 µl IP-PF-000052 
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Fiala Gene profilo WT1  
Diluizioni standard Volume Numero parti  

P1-WT1 101 copie / 5 µl 50 µl IP-PF-000210 

P2-WT1 102 copie / 5 µl 50 µl IP-PF-000211 

P3-WT1 103 copie / 5 µl 50 µl IP-PF-000212 

P4-WT1 105 copie / 5 µl 50 µl IP-PF-000213 

P5-WT1 106 copie / 5 µl 50 µl IP-PF-000214 

 
Miscele di primer e sonde Contenuto Volume Numero parti  

PPC-ABL 25X 
Provetta arancione 
In dotazione pronta per l'uso 

Miscela di primer inversi e 
complementari specifici per il gene di 
controllo ABL e una sonda FAM-
TAMRA specifica 

90 µl IP-PF-000068 

PPP-WT1 (ELN) 25X 
Provetta arancione 
In dotazione pronta per l'uso 

Miscela di primer inversi e 
complementari specifici per il gene WT1 
(esone 1-2) e una sonda FAM-TAMRA 
specifica 

110 µl IP-PF-000370 

Tabella 1: composizione dei reagenti del kit WT1 ProfileQuant®  
 
Nota: centrifugare le provette di "diluizioni standard" e "primer e sonde" prima dell'uso. 
 
Ogni kit è sufficiente alla quantificazione di: 
 
- 24 campioni in duplicato con un volume di reazione finale di 25 µl cadauno con uno strumento ABI Prism 
TaqMan® o LightCycler® 480 (il kit è ottimizzato per 3 sequenze di 52 reazioni cadauna).  
 
- 30 campioni in duplicato con un volume di reazione finale di 20 µl cadauno con uno strumento LightCycler® 1.2 
(il kit è ottimizzato per 6 sequenze da 30 reazioni cadauna).  
 
Nota: le sequenze aggiuntive potrebbero provocare una riduzione di alcuni reagenti. I volumi sono forniti con valori 
arrotondati per eccesso per compensare la variabilità della pipettatura. 

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

·  Strumento per la PCR in tempo reale LightCycler® 1.2 o 480 o ABI Prism TaqMan® 7900 o 7500 e 
materiale specifico associato 

·  Ciclatore termico o bagno in acqua (passaggio di trascrizione inversa) 
·  Attrezzatura generica da laboratorio: 

o Provette della PCR prive di RNasi e DNasi da 0,5 ml o 0,2 ml 
o Puntali per pipetta della PCR sterile resistenti alla contaminazione da aerosol privi di nucleasi con 

filtri idrofobici 
o Microcentrifuga attrezzata per provette da 0,2 ml / 0,5 ml. Velocità max.: 13 000 / 14 000 giri/min 
o Pipettatore a microlitri dedicato alla PCR (1-10 µl; 10-100 µl; 100-1000 µl) 
o H2O�priva di nucleasi di grado PCR 
o Ghiaccio 

5.3. Reagenti necessari, ma non forniti in dotazione 
 
Indicazioni: il test non consente la sintesi di cDNA da RNA purificato. 
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I reagenti supplementari consigliati ed approvati che l'utente è tenuto a predisporre sono:  

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

Miscela master PCR universale TaqMan® 
(PCR miscela master 2X) Applied Biosystems® # 4304437 

Tampone e polimerasi Taq 
Miscela master per sonde LightCycler® 
TaqMan® (PCR miscela master 5X) Roche # 4535286001 

Transcrittasi inversa (200 U/µl) Superscript™ o Superscript II™ 

Tampone primo filamento 5X Tampone 5X (in dotazione con Invitrogen® 
RT) 

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

Invitrogen®# 18064-022 

5.4. Avvertenze e precauzioni 

5.4.1. Consigli specifici per la manipolazione 
Il presente kit è destinato ad un impiego diagnostico in vitro. I reagenti e le istruzioni forniti nel kit sono stati 
approvati per garantire prestazioni ottimali. Un'ulteriore diluizione dei reagenti o l'alterazione dei tempi e delle 
temperature di incubazione potrebbe provocare dati errati o discordanti. I reagenti PPC e PPF potrebbero subire 
alterazioni se esposti alla luce. Tutti i reagenti sono formulati in modo specifico per l'impiego con questo test. Si 
sconsiglia di effettuare eventuali sostituzioni per garantire le prestazioni ottimali del test. 
 
La determinazione del livello dei trascritti con PQ-PCR richiede sia la trascrizione inversa dell'mRNA e 
l'amplificazione del cDNA generato dalla PCR. Per questo motivo è necessario eseguire tutta la procedura di saggio 
in condizioni di assenza di RNasi / DNasi. Si consiglia di attenersi a "Clinical and Laboratory Standards Institute 
Guideline" [linea guida dell'istituto competente in materia di standard clinici e di laboratorio]: "Nucleic Acid 
Amplification Assays for Molecular Hematopathology; Approved Guideline" [saggi di amplificazione dell'acido 
nucleico per ematopatologia; linea guida approvata]. Documento NCCLS MM5-A. 
 
Prestare la massima attenzione per evitare: 

·  contaminazioni di RNasi/DNasi che potrebbero provocare la degradazione del templato mRNA e del cDNA 
generato. 

·  mRNA o contaminazione da carry-over della PCR portando ad un'indicazione di falso positivo. 
 
Si consiglia quindi di adottare i seguenti accorgimenti: 

·  Impiegare materiale da laboratorio privo di nucleasi (ad esempio pipette, puntali per pipette, fiale per 
reazioni) ed indossare i guanti per l'esecuzione del saggio. 

·  Impiegare puntali nuovi per pipette resistenti all'aerosol per tutti i passaggi della pipettatura per evitare la 
contaminazione incrociata dei campioni e dei reagenti. 

·  Preparare la miscela master Pre PCR con materiale apposito (pipette, puntali...) in un'area dedicata dove non 
vengono introdotte matrici di DNA (cDNA, DNA, plasmide). Aggiungere il templato in una zona a parte 
(preferibilmente in una stanza separata) con materiali specifici (pipette, puntali...). 

·  Manipolare le diluizioni standard (C1-3 e P1-5) in un ambiente separato. 

5.4.2. Indicazioni di sicurezza 

·  Indossare attrezzature di protezione personali per evitare il contatto con occhi e pelle. Consultare la scheda 
tecnica di sicurezza dei materiali (MSDS) per maggiori informazioni. 

·  I tessuti umani devono essere considerati come se fossero in grado di trasmettere infezioni smaltendoli con 
l'adozione delle precauzioni adeguate ed in conformità alle linee guida OSHA e / o CAP (o equivalenti per 
la UE). 

5.4.3. Manipolazione e conservazione 

·  È possibile spedire il kit a temperatura ambiente, ma è necessario conservarlo ad una temperatura compresa 
tra -25°C e -15°C in un congelatore a temperatura costante.  

·  Ridurre al minimo l'esposizione alla luce delle miscele di primer e sonde (provette PPC e PPF).  
·  Miscelare delicatamente e centrifugare le provette prima dell'apertura.  
·  Conservare tutti i componenti del kit nei contenitori originali. 
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Queste condizioni di conservazione si applicano ai componenti aperti e a quelli non ancora aperti. I componenti 
conservati in condizioni diverse da quelle specificate sull'etichetta potrebbero non fornire prestazioni corrette 
interessando negativamente i risultati dei saggi. 

5.4.4. Stabilità del kit 
Le date di scadenza per ogni reagente sono riportate sulle singole etichette dei componenti. Il kit conserva inalterate 
le prestazioni fino alla data di scadenza riportata sull'etichetta in condizioni di conservazione corrette. 

5.4.5. Indicazioni di instabilità 
Non è presente nessun segno evidente che indichi l'instabilità del prodotto. Tuttavia, si consiglia di effettuare i 
controlli di positività e negatività allo stesso tempo con campioni non noti.  

5.4.6. Controllo di qualità 
Il kit è prodotto in conformità allo standard ISO 13485:2003 e secondo cGMP (CFR titolo 21 capitolo 820). I 
certificati delle analisi sono disponibili su richiesta a: support@ipsogen.com. 

5.4.7. Indicazioni 
Gli utenti sono tenuti a disporre un'adeguata formazione ed aver acquisito dimestichezza con questa tecnologia 
prima dell'impiego del dispositivo.  
Eseguire il test secondo "Clinical and Laboratory Standards Institute Guideline" [linea guida dell'istituto competente 
in materia di standard clinici e di laboratorio]: "Nucleic Acid Amplification Assays for Molecular 
Hematopathology; Approved Guideline" [saggi di amplificazione dell'acido nucleico per ematopatologia; linea 
guida approvata]. Documento NCCLS MM5-A. Si consiglia di impiegare il kit attenendosi alle istruzioni fornite nel 
presente manuale, in combinazione ad uno strumento approvato precedentemente specificato (materiali necessari 
2.2). 
Qualsiasi impiego non previsto del prodotto e/o l'alterazione dei componenti annullerà la responsabilità di 
IPSOGEN. 
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6. Istruzioni per l'uso 
 

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

 
La preparazione dell'RNA derivante dai campioni di cellule umane deve essere svolta con una procedura approvata. 
La qualità del saggio dipende in larga misura dalla qualità dell'RNA inserito. Si consiglia quindi di analizzare l'RNA 
purificato con elettroforesi su gel di agarosio o con l'impiego di Agilent Bioanalyzer® prima dell'analisi. 

6.1.  Protocollo di trascrizione inversa consigliato e standardizzato 
�

�  Scongelare tutti i componenti necessari e disporli sul ghiaccio. 
�  Miscelare bene (senza sottoporre ad agitazione a vortice) e centrifugare rapidamente (~ 10 sec., 10.000 

giri/min. per raccogliere il liquido sul fondo della provetta). 
�  Incubare 1 µg di RNA (da 1 a 4 µl) per 10 min. a 70°C e raffreddare immediatamente su ghiaccio per 5 

min. 
�  Centrifugare rapidamente (~ 10 sec., 10.000 giri/min. per raccogliere il liquido sul fondo della provetta) e 

tenere su ghiaccio. 
�  Preparare la seguente premiscela RT a seconda del numero di campioni sottoposti all'esame.  
 

 

Premiscela RT  Vol. per 1 campione Conc. finale 
5X Expand™, tampone di transcrittasi inversa (primo 
filamento) 4,0 µl 1X 

MgCl2 (50 mM) 2,0 µl 5 mM 
dNTP (10 mM cad. da preparare precedentemente e  
conservare a -20°C in aliquote) 

2,0 µl 1 mM 

DTT (100 mM)  2,0 µl 10 mM 
Inibitore della RNasi (40 U/µl) 0,5 µl 20 U 
Esamero casuale 5,0 µl 25 µM 
MMLV o Superscript II (200 U) 0,5 µl 100 U 
Volume della miscela RT 16 µl  
RNA campione da sottoporre al test (1 µg) da 1 a 4 µl 50 ng/µl 

Acqua priva di nucleasi di grado PCR Regolare vol. a 20 
µl  

 
�  Miscelare bene e centrifugare rapidamente (~ 10 sec., 10.000 giri/min. per raccogliere il liquido sul fondo 

della provetta). 
�  Incubare a 20°C per 10 min. 
�  Incubare a 42°C su un ciclatore termico o bagno in acqua per 45 min,  

quindi passare immediatamente a 99°C per  3 min. 
�  Raffreddare su ghiaccio (arrestare la reazione) per 5 min. 
�  Centrifugare rapidamente (~ 10 sec., 10.000 giri/min. per raccogliere il liquido sul fondo della provetta) il 

cDNA ottenuto (tenere su ghiaccio). 
�  Diluire il cDNA finale con 30 µl di H2O. Volume totale = 50 µl 
�  Eseguire i seguenti passaggi a seconda dello strumento RQ-PCR in dotazione. 

 
Nota: il protocollo è ricavato dallo studio EAC. Vedere Gabert et al, 2003 e Beillard et al, 2003. 

6.2. Strumento ABI Prism TaqMan® (7500 e 7900) o LightCycler® 480 
�

Per testare n campioni di cDNA, si consiglia di eseguire la misurazione dei seguenti punti due volte: 
 
Con la miscela di sonde e primer ABL 
n campioni di cDNA  n x 2 reazioni 
Standard ABL  6 reazioni (3 diluizioni, ciascuna testata in duplicato) 
Controllo acqua  2 reazioni 
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Con la miscela di sonde e primer WT1 (ELN) 
n campioni di cDNA  n x 2 reazioni 
Standard WT1  10 reazioni (5 diluizioni, ciascuna testata in duplicato) 
Controllo acqua  2 reazioni 

6.2.1. Elaborazione campioni 
Si consiglia di testare almeno 8 campioni di cDNA nello stesso esperimento per ottimizzare l'impiego degli 
standard e delle miscele di primer e sonde. Il seguente schema della piastra mostra un esempio dell'esperimento. 
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Figura 4: configurazione consigliata della piastra per un esperimento. S: campione di cDNA; P1-5: standard WT1; 
C1-3 standard ABL 
 
Nota: ogni kit WT1 ProfileQuant® (ELN) offre una quantità di reagenti sufficienti ad eseguire questo esperimento 
da 8 campioni di cDNA 3 volte. 

6.2.2. RQ-PCR per strumento ABI PRISM®  
�

�  Scongelare tutti i componenti necessari e disporli sul ghiaccio. 
�  Centrifugare rapidamente tutte le provette (~ 10 sec., 10.000 giri/min. per raccogliere il liquido sul fondo 

della provetta). 
�  Preparare la seguente premiscela RQ-PCR a seconda del numero di campioni sottoposti all'esame. 

 
Reagenti della premiscela RQ-PCR Conc. finale 1 reazione 24 reazioni 28 reazioni 

Miscela master PCR universale TaqMan 2X Applied Biosystems  1X 12,5 µl 312,5 µl 362,5 µl 
Miscela di primer e sonde IPSOGEN 25X 1X 1 µl 25 µl 29 µl 
Regolare vol. a 20 µl con H2O�priva di nucleasi  6,5 µl 162,5 µl 188,5 µl 

 
Volume 
totale 

= 20 µl 500 µl 580 µl 

Materiale da quantificare  
(cDNA campione, standard o controllo acqua)  

5 µl 
  

 
Tutte le concentrazioni indicate si intendono per il volume finale della reazione. 
La precedente tabella descrive lo schema di pipettatura per la preparazione in una miscela di reagente in base ai 
calcoli tesi ad ottenere un volume finale della reazione PCR di 25 µl. Si può preparare una premiscela a seconda del 
numero di reazioni impiegando la stessa miscela di primer e sonde (o PPC-ABL o PPP-WT1 (ELN)). 
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Da eseguire su ghiaccio: 
 

�  Distribuire 20 µl della premiscela RQ-PCR per crogiolo. 
�  In un'area del laboratorio diversa e con materiale dedicato, aggiungere 5 µl del prodotto RT (cDNA, 100 ng 

RNA equivalente) ottenuto al punto 6.1 precedente nel crogiolo corrispondente (volume totale 25 µl). 
�  Miscelare con delicatezza pipettando verso l'alto ed il basso. 
�  Chiudere la piastre e centrifugare rapidamente (300 g, ~ 10 sec)  
�  Disporre la piastra nel ciclatore termico attenendosi alle indicazioni del produttore. 
�  Eseguire il seguente programma: 

Programma RQ-PCR 

Temperatura Tempo Cicli Acquisizione 

50°C 2 min X 1 Non presente 

95°C 10 min X 1 Non presente 

95°C 15 sec Non presente 

60°C 1 min 
X 50 

Singolo 

 
�  Si consiglia una soglia impostata a 0,1 come descritto nel 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 di eseguire la misurazione dei campioni di cDNA due volte: 
 

• Con la miscela di sonde e primer ABL 
n campioni di cDNA  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 testare 5 campioni di cDNA nello stesso 
esperimento per ottimizzare l'impiego degli standard e 
delle miscele di primer e sonde. Lo schema dei capillari 
riportato di seguito mostra un esempio di un tipico 
esperimento.� 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 5: Configurazione dei capillari su rotore LightCycler®. S: campione di cDNA, P1-5: standard WT1; C1-3 
standard ABL  
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Nota: ogni kit WT1 ProfileQuant® (ELN) offre una quantità di reagenti sufficienti ad eseguire questo esperimento 
da 5 campioni di cDNA 6 volte. 

 

6.3.2. RQ-PCR per strumento LightCycler® 
NB: a causa dei particolari requisiti tecnologici, gli esperimenti LightCycler devono essere eseguiti con reagenti 
specifici. Si consiglia di impiegare il kit master per sonde LightCycler TaqMan® e di seguire le istruzioni del 
produttore per la preparazione della miscela master 5X. 
 

�  Scongelare tutti i componenti necessari e disporli sul ghiaccio. 
�  Centrifugare rapidamente tutte le provette (~ 10 sec., 10.000 giri/min. per raccogliere il liquido sul fondo 

della provetta). 
�  Preparare la seguente premiscela RQ-PCR a seconda del numero di campioni sottoposti all'esame. 

 
Reagenti della premiscela RQ-PCR Conc. finale 1 reazione 14 reazioni 16 reazioni 

Miscela master appena preparata 5X LightCycler TaqMan® Master  1X 4 µl 60 µl 68 µl 
Miscela di primer e sonde IPSOGEN 25X 1X 0,8 µl 12 µl 13,6 µl 
Regolare vol. a 15 µl con H2O�priva di nucleasi  10,2 µl 153 µl 173,4 µl 

 
Volume 
totale = 15 µl 225 µl 255 µl 

Materiale da quantificare  
(cDNA campione, standard o controllo acqua)  5 µl  

 

 
Tutte le concentrazioni indicate si intendono per il volume finale della reazione. 
La precedente tabella descrive lo schema di pipettatura per la preparazione in una miscela di reagente in base ai 
calcoli tesi ad ottenere un volume finale della reazione PCR di 20 µl. Si può preparare una premiscela a seconda del 
numero di reazioni impiegando la stessa miscela di primer e sonde (o PPC-ABL o PPP-WT1 (ELN)). 
 
Da eseguire su ghiaccio: 
 

�  Distribuire 15 µl della premiscela RQ-PCR per capillare. 
�  Aggiungere 5 µl del prodotto RT (cDNA, 100 ng RNA equivalente) ottenuto al punto 6.1 precedente nel 

corrispondente capillare  (volume totale 20 µl). 
�  Miscelare con delicatezza pipettando verso l'alto ed il basso. 
�  Disporre i capillari negli adattatori forniti in dotazione con l'apparecchiatura e centrifugare rapidamente 

(700 g, ~ 10 sec)  
�  Caricare i campioni nell'apparato attenendosi alle indicazioni del produttore. 
�  Eseguire il seguente programma PCR: (consigliato su uno strumento LightCycler®): 

 
Programma RQ-PCR di LightCycler per sonda 

TaqMan 
Temperatura Tempo Cicli Rampa Acquisizione 

95°C 10 min X 1 20 Non presente 

95°C 10 sec 20 Non presente 

60°C 1 min 
X 50 

20 Singolo 

45°C 1 min X 1 20 Non presente 

 
�  Si consiglia l'impiego dell'analisi automatica (F"max) con la versione del software 4.0 di LightCycler per 

ottenere risultati riproducibili. 

7. Acquisizione ed interpretazione dei risultati 

7.1. Acquisizione della fluorescenza 
Le curve tipiche della fluorescenza per gli standard sono riportate di seguito (tutte le figure sono schermate di 
LightCycler 1.2). 
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Figura 6: Rilevamento standard ABL. Concentrazione logaritmica, rispettivamente (C1, C2, C3): 103, 104 e 105 
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Figura 7: Rilevamento standard WT1. Concentrazione logaritmica, rispettivamente (F1�  F5): 101, 102, 103, 105, 
106  

7.2. Espressione dei risultati 

7.2.1. Curva standard, calcolo e criteri di qualità 
Per ogni gene (ABL e WT1), i valori Cp / Ct grezzi ottenuti con le diluizioni standard dei plasmidi sono 
rappresentati in base al numero di copie logaritmiche (3, 4 e 5 per C1, C2 e C3; 1, 2, 3, 5 e 6 per P1, P2, P3, P4 e 
P5). La figura riportata di seguito mostra un esempio della curva teorica calcolata con 5 diluizioni standard. Si 
calcola una curva di regressione lineare (y = ax + b) per ogni gene (ABL e WT1) in cui a corrisponde al 
componente angolare della linea e b rappresenta l'intercetta y, (la coordinata y in cui la linea attraversa l'asse y). 
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Figura 8: Curva teorica standard. I Cp o Ct misurati sono inseriti rispetto al numero nominale di copie log 10 di 
ogni standard. 
 

�  Dato che gli standard sono pari a dieci volte le diluizioni, il componente angolare teorico della 
curva è di - 3,32. Secondo Van der Velden et al., Leukemia 2003, un componente angolare 
compreso tra -3,0 e -3,9 è accettabile fino a quando r²  è  > 0,95. Tuttavia, si auspica un valore per r² 
maggiore di 0,98 per risultati di precisione (Branford et al., Leukemia 2006). 

�  Si consiglia di rilevare lo standard P1 e considerarlo nel calcolo della curva. 
 

7.2.1.1. Calcolo  
Si consiglia di impiegare l'equazione della curva standard ABL per trasformare i valori Cp grezzi (ottenuti con PPC-
ABL) per i campioni non noti nei numeri di copie ABL (ABL CN). 
 

ABL standard curva angolare Componente
ABL standardcurvaIntercettaABLCpMedia

CNABLCampioneLog -
=�

10
 

Si consiglia di impiegare l'equazione della curva standard WT1 per trasformare i valori Cp grezzi (ottenuti con PPP-
WT1) per i campioni non noti nei numeri di copie WT1 (WT1CN). 
 

1
1

1
10 WTstandard curva angolare Componente

WTstandardcurvaIntercettaCpbcrMMedia
CNWTCampioneLog -

=�  

Il rapporto di questi valori CN dà il numero di copie normalizzate (NCN) per 10000 copie di ABL: 

100001 xNCN
ABL
WT

CN

CN=  

7.2.1.2. Controllo di qualità su valori ABL 
La scarsa qualità dell'RNA o i problemi che si verificano nelle fasi della RQ-PCR producono un ridotto ABLCN. Si 
consiglia di scartare i risultati dai campioni che presentano ABLCN < 4246.  

7.2.1.3. Riproducibilità tra replicati 
La variazione dei valori Cp tra i replicati dovrebbe essere minore di 2 corrispondendo ad una quadrupla variazione 
dei valori dei numeri delle copie. 
Secondo Van der Velden et al., Leukemia 2003, la variazione dei valori Cp tra i replicati è generalmente minore di 
1,5 se il valore medio Cp dei replicati è inferiore a 36. 
Nota: i singoli utenti sono tenuti a misurare le rispettive riproducibilità nei laboratori a loro disposizione. 

7.2.1.4.  Controlli H2O 
Il controllo H2O dovrebbe risultare CN zero sia per ABL che per WT1. 
Un controllo positivo è il risultato di una contaminazione incrociata. Consultare la "Guida alla risoluzione dei 
problemi" alla fine del documento per individuare una soluzione. 

Curva standard 



Kit WT1 ProfileQuant® (ELN) CE  Istruzioni per l'uso IPSOGEN Cancer Profiler 

 Pagina 16 di 24 DMK03-62 V01 

7.2.2. Numero di copie normalizzato (NCN) ed espressione dei risultati 
Il rapporto dei valori WT1 e ABL CN restituisce il numero di copie normalizzato (NCN) espresso ogni 10000 copie 
del gene di controllo ABL.  

NCN = WT1CN  / ABLCN x 10000 

8. Caratteristiche prestazionali: studi non clinici  

8.1. Linearità 
Gli studi di linearità sono stati condotti su 14 campioni ognuno dei quali è stato ottenuto da una diversa miscela di 
RNA estratta dalla linea cellulare ad espressione elevata e dai campioni di donatori sani (livello d'espressione di 
WT1 ridotto). Ogni campione è stato testato tre volte. Per i valori NCN compresi tra 2,20 e 3838,11 NCN, lo studio 
ha dimostrato che il saggio WT1 ProfileQuant® era lineare nell'intervallo di valori specifico.   

8.2. Precisione  
Lo studio sulla precisione è stato condotto su 4 campioni ognuno dei quali è stato ottenuto da una diversa miscela di 
RNA estratta dalle linee cellulari ad espressione elevata e ridotta WT1. Sono state effettuate sedici misurazioni su 
ogni campione. Le tabelle riportate di seguito offrono una panoramica riassuntiva dei dati analitici:  
 

Plasmidi WT1 Ct medio �  n CV(%) 
P1- 101 copie / 5 µl 36,13 0,87 15 2,42 
P2- 102 copie / 5 µl 32,70 0,40 16 1,21 
P3- 103 copie / 5 µl 29,39 0,43 16 1,45 
P4- 105 copie / 5 µl 22,62 0,41 16 1,80 
P5- 106 copie / 5 µl 19,25 0,38 16 1,98 

�

Plasmidi ABL Ct medio �  n CV(%) 
C1- 103 copie / 5 µl 29,59 0,35 16 1,20 
C2- 104 copie / 5 µl 26,11 0,40 15 1,52 
C3- 105 copie / 5 µl 22,77 0,28 16 1,22 
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8.3. Limite di vuoto (LOB) e limite di rilevamento (LOD)  
Il progetto dello studio è stato basato sulle indicazioni illustrate nel documento NCCLS EP17-A "Protocols for 
Determination of Limits of Detection and Limits of Quantitation; Approved Guideline" [protocolli per la 
definizione dei limiti di rilevamento e dei limiti di quantificazione; linea guida approvata]. 
 
Il livello di fondo (LOB) è stato definito sui campioni di sangue normali di donatori sani (4 campioni, 73 
misurazioni) e lo si è riscontrato pari a 3.66 WT1 NCN. 
�

Il limite di rilevamento (LOD, sensibilità analitica) è stato definito sui campioni noti con livello d'espressione WT1 
ridotto di donatori sani che presentavano cellule con un livello d'espressione WT1 elevato (in modo che il valore 
NCN previsto fosse il quadruplo di LOB, 4 campioni , 72 misurazioni), e lo si è riscontrato pari a 13,08 WT1 NCN. 

9. Caratteristiche prestazionali: studi clinici  

9.1. ������������ WT1 nei campioni di soggetti sani 
 
Dato che WT1 viene espresso nelle cellule ematopoietiche normali, stabilire i livelli di espressione osservati nei 
campioni di controllo rappresenta un aspetto critico in modo che sia possibile definire le soglie distinguendo la 
leucemia residua dall'amplificazione di fondo. L'analisi di 204 campioni di controllo di volontari sani con il saggio 
ELN ha confermato che l'espressione WT1 nei campioni di sangue periferico (PB), midollo osseo (BM) e cellule 

Diluizione RNA linea 
cellulare 

NCN medio �  n CV(%) 

10% 10 472 5 598,76 16 53 
1,5% 1 880 747,01 16 40 
0,05% 86 37,79 16 44 
0,0025% 3 1,90 16 57 
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staminali del sangue periferico (PBSC) è molto ridotta con un valore mediano pari a 19,8 copie WT1 /104 copie ABL 
(intervallo 0 - 213) in BM, 0,01 (intervallo 0,01 - 47,6) in PB e 6,1 (intervallo 0 - 39) in PBSC (figura 9 riportata di 
seguito). L'espressione WT1 in PB è stata significativamente inferiore rispetto a quella in BM (p < 0,0001). Sulla 
base di questi risultati, il limite superiore del valore normale è stato definito come 250 NCN per BM e 50 NCN per 
PB. 

�
Figura 9: Espressione WT1 nei campioni di donatori sani  

9.2. Definizione dell'espressione WT1 con il saggio standardizzato ELN RQ-PCR nei 
campioni AML sottoposti a trattamento preterapeutico  

 
Per valutare le possibilità di applicazione del saggio di RQ-PCR WT1 ELN per rilevare MRD, sono stati analizzati 
620 campioni sottoposti a trattamento preterapeutico (238 PB e 382 BM) di 504 pazienti. WT1 presentava una 
sovraespressione rispetto al fondo (definito come >250 e >50 copie WT1 / 104 copie ABL rispettivamente in BM e 
PB) nell'86% e nel 91% dei campioni AML diagnostici di BM e PB (figura 9 in alto). Il valore mediano delle copie 
WT1 / 104 copie ABL era pari a 2505, (intervallo 0-7,5 x 105) in BM (p < 0,0001 rispetto a BM normale) e a 3107 
(intervallo 0 - 1,13 x 106) in PB (p < 0,0001 rispetto a PB normale). Non si è presentata nessuna differenza 
significativa dell'espressione tra PB e BM in tutto il gruppo, come confermato dai risultati ottenuti fra i pazienti con 
campioni PB e BM diagnostici accoppiati (figure 10a e 10b di seguito).  
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Figure 10a e 10b: Confronto dei risultati ottenuti nei pazienti con campioni PB e BM diagnostici accoppiati 
 
La variazione del livello d'espressione WT1 normalizzato è stata riscontrata secondo la citogenetica (figura 11 di 
seguito, p < 0,001), con livelli particolarmente elevati nei casi di inv(16)(p13q22) / t(16;16)(p13;q22) (mediano 2,31 
x 104, intervallo 12 - 3,14 x 105). Sono stati anche rilevati livelli di WT1 significativamente più elevati in AML con 
mutazioni NPM1 (mutante NPM1: mediano 1,44 x 104, intervallo 0 - 1,13 x 106; tipo selvaggio NPM1: mediano 
6566, intervallo 0 - 7,5 x 105, p = 0,005). 
 

r = 0,90, p < 0,0001  
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Figura 11: Variazione dell'espressione WT1 secondo la citogenetica  
 
È stato possibile confrontare il livello dell'espressione WT1, in base alla definizione del saggio ELN nei 15 casi con 
mutazioni negli esoni 7 e 9 del gene WT1, con quello con WT1 di tipo selvaggio (p = 0,2).  Tuttavia, l'analisi delle 
sequenze di una serie di 32 casi, in cui il saggio ELN suggeriva un livello ridotto dell'espressione del transcritto 
WT1 (< 250 copie / 104 copie ABL), ha dimostrato che in 3 casi (9,4%) questa condizione era associata a mutazioni 
che hanno spezzato il punto congiungimento del primer complementare (figure 12 di seguito).  

 

 
 

Figura 12: Mutazioni di WT1 rilevate in 3 pazienti affetti da "ridotta 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 qualità del campione RNA 
·  Malfunzionamento passaggio RT 

·  Verificare sempre la qualità e la concentrazione 
dell'RNA 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 qualità del campione RNA 
·  Malfunzionamento passaggio RT 

·  Verificare sempre la qualità e la concentrazione 
dell'RNA prima di iniziare le operazioni 

·  Eseguire un controllo positivo dell'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 ProfileQuant® (ELN) ad 

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

·  Evitare di ripetere le operazioni di congelamento 
e scongelamento 

Il controllo negativo (H2O) 
è positivo. 

·  Contaminazione incrociata ·  Sostituire tutti i reagenti critici 
·  Ripetere l'esperimento con nuove aliquote di tutti 

i reagenti 
·  Manipolare sempre i campioni, i componenti del 

kit ed i componenti di uso frequente in conformità 
alle pratiche generalmente accettate per evitare la 
contaminazioni da carry-over 

·  LightCycler®: è stato selezionato il canale di 
rilevamento non corretto. 

·  Impostare la regolazione del canale su F1/F2 o 
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 
·  LightCycler®: nessuna acquisizione dati 

programmata 
·  Verificare i programmi del ciclo 
·  Selezionare la modalità di acquisizione "single" 

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

Segnale assente, anche nei 
controlli standard 

·  Effetti di inibizione del materiale dei 
campioni provocati da insufficiente 
purificazione 

·  Ripetere la preparazione dell'RNA 

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

·  Qualità o concentrazione dell'RNA 
·  Malfunzionamento della reazione RT 

·  Verificare sempre la qualità e la concentrazione 
dell'RNA prima di iniziare le operazioni 

·  Eseguire un controllo positivo dell'RNA della 
linea cellulare in parallelo 

·  Stoccaggio non corretto dei componenti del 
kit 

·  Reagenti aliquota  
·  Conservare il kit WT1 ProfileQuant® (ELN) ad 

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

·  Evitare di ripetere le operazioni di congelamento 
e scongelamento 

Intensità della fluorescenza 
troppo ridotta 

·  Quantità iniziale molto ridotta dell'RNA 
target 

·  Aumentare la quantità di RNA campione. Nota: a 
seconda della metodica scelta per la preparazione 
dell'RNA, si possono eventualmente manifestare 
effetti inibitori 

I campioni del controllo 
negativo sono positivi. 

·  Contaminazione da carry-over ·  Sostituire tutti i reagenti critici 
·  Ripetere l'esperimento con nuove aliquote di tutti 

i reagenti 
·  Manipolare sempre i campioni, i componenti del 

kit ed i componenti di uso frequente in conformità 
alle pratiche generalmente accettate per evitare la 
contaminazioni da carry-over 

Intensità della fluorescenza 
sottoposta a variazioni. 

·  Pipettare 
 

·  LightCycler®: la variabilità provocata dal 
cosiddetto "errore di pipettatura" può essere 
ridotta analizzando i dati in modalità F1/F2 o 530 
nm / 640 nm 
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·  LightCycler®: centrifugazione insufficiente 
dei capillari 

·  La miscela PCR preparata si trova ancora nel 
vaso superiore del capillare. 

·  Una bolla d'aria è bloccata nella punta del 
capillare 

·  Centrifugare sempre i capillari caricati con la 
miscela della reazione come descritto 
nell'apposito manuale delle istruzioni per l'uso 
dell'apparato. 

·  Superficie esterna della punta del capillare 
sporca 

·  Indossare sempre i guanti quando si manipolano i 
capillari 

LightCycler®: errore della 
curva standard 

·  Pipettare ·  LightCycler®: la variabilità provocata dal 
cosiddetto "errore di pipettatura" può essere 
ridotta analizzando i dati in modalità F1/F2 o 530 
nm / 640 nm 

NOTA: se non è possibile attribuire il problema a nessuna delle cause precedentemente indicate, o se l'operazione 
correttiva consigliata non riesce a risolvere il problema, contattare il servizio di assistenza tecnica IPSOGEN all'indirizzo 
support@ipsogen.com per ulteriore assistenza. 
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12. Nota per l'acquirente 
 
Il presente prodotto è destinato ad un impiego diagnostico in vitro. Non è consentito rivendere i prodotti 
IPSOGEN, modificati per la rivendita o l'impiego per la realizzazione di prodotti commerciali senza il 
consenso scritto rilasciato da IPSOGEN. 
 
Le informazioni contenute nel presente documento sono soggette a modifiche senza preavviso. IPSOGEN 
non si assume nessuna responsabilità degli errori che si possono eventualmente trovare nel presente 
documento. Il presente documento è considerato completo ed accurato all'atto della pubblicazione. In nessun 
caso IPSOGEN deve essere considerata responsabile di danni accidentali, speciali, multipli o secondari in 
relazione all'impiego del presente documento o derivante da quest'ultimo. 
 
Il presente prodotto è ottimizzato per l'impiego nella reazione a catena della polimerasi (Polymerase Chain 
Reaction - PCR) sotto la tutela dei brevetti di proprietà di Hoffmann-La Roche, Inc., e F. Hoffmann-La 
Roche, Ltd. ("Roche"). Con l'acquisto del presente prodotto all'acquirente non viene concessa, ne' in maniera 
espressa ne' in maniera implicita, nessuna licenza ai sensi dei presenti brevetti destinati all'uso del processo 
della PCR. 
 
Con l'acquisto del presente prodotto all'acquirente non viene concesso in maniera implicita nessun diritto nei 
confronti della tecnologia TaqMan® ai sensi dei brevetti statunitensi 5,210,015, 5,487,972 e 5,538,848 o 
delle rispettive controparti. L'acquisto del presente prodotto non conferisce nessun diritto per l'uso in 
applicazioni diagnostiche cliniche. 
 
L'impiego del gene WT1 è concesso con licenza esclusiva da Genzyme Corporation (US) ai sensi del 
brevetto EP 0 453 560. 
 
La tecnologia ProfileQuant® è coperta dalle applicazioni internazionali in materia di brevetti WO 02/074949 
e WO 04/078020 e dalle rispettive controparti straniere, applicazione del brevetto statunitense in corso. 
 
ProfileQuant® è un marchio di fabbrica registrato di IPSOGEN              
                                                
LightCycler® è un marchio di fabbrica di Roche Diagnostics, TaqMan® è un marchio di fabbrica di Roche 
Molecular Systems, ABI PRISM® e Applied Biosystems® sono marchi di fabbrica di Applera Corporation, 
Superscipt® è un marchio di fabbrica di Invitrogen Corp. 
�
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13. Informazioni sui contatti  
 
Realizzazione a cura di: IPSOGEN  
 
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 
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