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Ugel pouziti

Souprava therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit je diagnosticky test in vitro zaloZzeny na
technologii PCR uréeny pro kvalitativni detekci 7 mutaci genu IDH1 a 5 mutaci genu IDH2
a pro pfimou identifikaci 3 hlavnich mutaci v DNA extrahované z lidské mozkové tkané

fixované ve formalinu a zalité v parafinu (formalin-fixed, paraffin-embedded, FFPE).

Souprava therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit je uréena jako pomUcka pro Gcely klasifikace

gliomu.
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Shrnuti a vysvétleni

Mutace v genech isocitrat dehydrogenazy (isocitrate dehydrogenase, IDH), IDH1 a IDH2,
jsou Casté ugliomu Il. alll. stupné dle aktudlni klasifikace Svétové zdravotnické
organizace (World Health Organization, WHO) u dospélych pacientd a u sekundarnich
glioblastoml (glioblastoma, GBM) IV. stupné dle aktualni klasifikace WHO. Kromé
diagnostické hodnoty je pfitomnost mutaci IDH1/2 spojena s pozitivhi prognézou
u pacientd s gliomem (1-13).

Souprava therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit je analyzou pro detekci 12 specifickych
mutaci IDH1/2: 6 v kodonu 132 genu IDH1, 5 v homolognim kodonu 172 genu IDH2
a 1 v kodonu 100 genu IDH1 (tabulka 1). Souprava také pfimo identifikuje hlavni mutace
IDH1 a IDH2 vedouci k substitucim IDH1 R132H, IDH1 R132C a IDH2 R172K.
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Tabulka 1. Mutace IDH1 a IDH2 detekované pomoci soupravy therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit

Gen Mutace Zména baze COSMIC ID*
Arg132His (R132H) 395G>A COSM28746
Arg132Cys (R132C) 394C>T COSM28747
Arg132Ser (R132S) 394C>A COSM28748
IDH1 Arg132Gly (R132G) 394C>G COSM28749
Argl32Leu (R132L) 395G>T COSM28750
Arg132Val (R132V) 394_395CG>GT COSM28751
Arg100GIn (R100Q) 299G>A COSM88208
Argl72Lys (R172K) 515G>A COSM33733
Argl72Met (R172M) 515G>T COSM33732
IDH2 Argl72Trp (R172W) 514A>T COSM34039
Argl72Ser (R172S) 516G>T COSM34090
Argl72Gly (R172G) 514A>G COSM33731

* Kody mutaci (COSMIC ID) vychazeji z Katalogu somatickych mutaci pfi nadorovych onemocnénich
(Catalogue of Somatic Mutations in Cancer, www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic).
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Princip testu

Souprava therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit poskytuje €inidla k provedeni 9 samostatnych
amplifikacnich reakci pro detekci 12 mutaci (tabulka 1):

e 3 celkové amplifikaéni reakce kodonu 132 a 100 genu IDH1 a kodonu 172 genu IDH2
e 3 mutacni amplifikacni reakce kodon( 132 a 100 genu IDH1 a kodonu 172 genu IDH2

e 3 mutacné specifické amplifikani reakce mutaci IDH1 R132H, IDH1 R132C a IDH2
R172K

Celkové reakéni smési

Celkové primery a smési sond (PPM-Total) pouzivaji primery a sondy k amplifikaci jak
zmutovanych sekvenci, tak cilovych sekvenci divokého typu (obrazek 1).

Reakcni smési pro detekci mutaci

Primery a smési sond pro detekci mutaci kombinuji primery a sondy tak, aby amplifikovaly
jak zmutované sekvence, tak cilové sekvence divokého typu, a navic oligonukleotid,
blokovany na 3 konci pfidanim fosfatové skupiny, kterd zabrafiuje prodluZzovani (svorka
pro PCR), jez je specifické pro cilovou sekvenci divokého typu.

Pokud templat PCR obsahuje sekvenci divokého typu, 3'-fosfatovy oligonukleotid bude v
dasledku vyssi afinity dominovat nad vazbou primeru PCR. U DNA polymerazy nedochazi
k zadnému nebo jen k malému prodlouzeni a neni pozorovana zadna amplifikace,
pfipadné je pozorovana pouze nizka amplifikace.

Pokud je pfitomna zmutovana sekvence, bude vazba primeru PCR dominovat nad vazbou

3'-fosfatového oligonukleotidu a amplifikace bude pokracovat (obrazek 1).
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Reakéni smési pro identifikaci mutaci

Alelicky specifické amplifikace je dosazeno pomoci systému ARMS (Amplification
Refractory Mutation System, amplifikacni refrakterni mutacni systém), ktery vyuziva

schopnost DNA polymerazy rozliSovat mezi shodou a neshodou na 3'-konci PCR primeru.

Pokud se PCR primer zcela shoduje, amplifikace pokraCuje s plnou u¢€innosti. Pokud se
3’ baze neshoduje, probiha pouze amplifikace na nizké Urovni v pozadi reakce
(obrazek 1).

=»| Amplifik
PPM-Total IDH Divoky typ nebo e T e mplifikace
\ zmutovana DNA ]

-

-

I .
— = Z&dné nebo
DNA divokého typu G +—— nizkéa amplifikace

(s 3’ oligo-p) /?
Zmutovana DNA TDH G5 T =>{_ Ampliiikace ]

i A

e ~

e = Z&dnéa nebo
DNA divokého typu G F - nizka amplifikace

PPM-DHLMut |  —mmem > [ Ampifikace )
R132H DNA IDHLR132H G F E=>{_ Amplifikace

=== = Z&dna nebo
ZmutovanADNA G F nizka amplifikace
IDH1, bez R132H

\ »

PPM-IDH Mut

*——, Piimy nebo zpé&tny primer G—————F Sonda s dvojitym barvivem .
P Fosfatovy oligonukleotid (oligo-p)

\ .
Obrazek 1. Vysledky ziskané pomoci primert a smési sond v soupravé therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit.
Stejny princip jako pro detekci IDH1 R132H plati i pro IDH1 R132C a IDH2 R172K.
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Dodavané materialy

Obsah soupravy

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit (20)
Katalogové éislo 873011
Pocet reakci 20
Primers and Probe Mix for the detection of PPM-Total IDH1/R132 40 pl
total IDH1/R132 25x

(Primery a smési sond pro detekci celkového

IDH1/R132) (divoky typ a zmutovany)

Primers and Probe Mix for the detection of PPM-Total IDH2/R172 40 pl
Total IDH2/R172 25x

(Primery a smési sond pro detekci celkového

IDH2/R172) (divoky typ a zmutovany)

Primers and Probe mix for the detection of PPM-Total IDH1/R100 40 pl
Total IDH1/R100 25x

(Primery a smési sond pro detekci celkového

IDH1/R100) (divoky typ a zmutovany)

Primers and Probe Mix (including Oligo-P) for PPM-IDH1/R132 Mut 40 pl
the detection of Mutated IDH1/R132 25x%

(Primery a smés sond (v€etné oligo-p) pro

detekci zmutovaného IDH1/R132)

Primers and Probe Mix (including Oligo-P) PPM-IDH2/R172 Mut 40 pl
for the detection of Mutated IDH2/R172 25x%

(Primery a smés sond (v€etné oligo-p) pro

detekci zmutovaného IDH2/R172)

Primers and Probe mix (including Oligo-P) PPM-IDH1/R100 Mut 40 pl
for the detection of Mutated IDH1/R100 25x%

(Primery a smés sond (v€etné oligo-p) pro

detekci zmutovaného IDH1/R100)

Primers and Probe Mix for the identification of PPM-IDH1 Mut R132H 40 pl

IDH1 Mut R132H (Primery a smés sond pro
identifikaci IDH1 Mut R132H)

25x%

Tabulka pokracuje na dalSi strané
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Obsah soupravy (pokracovani)

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit (20)
Katalogové ¢islo 873011
Pocet reakci 20
Primers and Probe Mix for the identification of PPM-IDH1 Mut R132C 40 pl
IDH1 Mut R132C 25x

(Primery a smés sond pro identifikaci IDH1

Mut R132C)

Primers and Probe Mix for the identification of PPM-IDH2 Mut R172K 40 pl
IDH2 Mut R172K 25x

(Primery a smés sond pro identifikaci IDH2

Mut R172K)

IDH1/IDH2 Wild Type Genomic DNA Kontrola IDH1/IDH2, 270 pl
(Genomova DNA IDH1/IDH2, divokého typu) divokého typu

IDH1/IDH2 Mutated Positive Control Pozitivni kontrola IDH1/IDH2 270 pl

(Zmutovana pozitivni kontrola IDH1/IDH2)

Mix of Tag DNA Polymerase, dNTPs, MgClz, Master Mix pro qPCR 5x 900 pl
and buffer for gPCR (Smés Taq DNA 2%

polymeréazy, dNTP, MgCl2 a pufru pro gPCR)

Nuclease-Free Water (Voda bez nukleazy) Voda bez nukledzy 5x 525 pl
Pfiru¢ka therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit (anglicky) 1
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Dalsi potrebné materialy, které nejsou soucasti
soupravy

Pfi manipulaci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni pracovni odév,
jednorazové rukavice aochranné bryle. DalSi informace si vyhledejte v pfisluSnych
bezpecnostnich listech (BL) které obdrzite od dodavatele vyrobku.

Dulezité: Zajistéte, aby pfistroje pouzivané v tomto postupu byly zkontrolovany a
nakalibrovany podle doporuceni vyrobce.

Cinidla (manudlni extrakce DNA)

e Souprava pro extrakci DNA: souprava QlAamp® DNA FFPE Tissue Kit (kat. ¢. 56404)

RNase A (17 500 U) (kat. €. 19101)

Xylen nebo Histolemon™ (Carlo Erba, kat. €. 454911, www.carloerbareagents.com)

Etanol (96-100 %)

1x pufr TE, pH 8,0

Cinidla (automaticka extrakce DNA)
e Souprava pro extrakci DNA: Souprava QIAsymphony® DSP DNA Mini Kit
(kat. ¢. 937236)
e Buffer ATL (kat. €. 19076 nebo 939016)
® RNase A (kat. ¢. 19101)
® Xylen nebo Histolemon (Carlo Erba, kat. €. 454911, www.carloerbareagents.com)
e FEtanol (96100 %)
e 1x pufr TE, pH 8,0
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Spotfebni materialy

Skalpely

Sterilni PCR pipetovaci $picky bez nukleazy s aerosolovou bariérou s hydrofobnimi
filtry

Zkumavky bez nukleazy o objemu 2,0 ml nebo 1,5 ml

Strip zkumavky s vi€ky Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, pro pfistroj Rotor-Gene Q
(kat. ¢. 981103 nebo 981106)

Led

Dodatecné spotiebni materialy pro automatickou extrakci DNA

Kazety pro pfipravu alikvotll Sample Prep Cartridges, 8-well (kat. ¢. 997002)
8-Rod Covers (kat. ¢. 997004)

FiltraCni Spicky Filter-Tips, 200 pl, Qsym SP (kat. €. 990332) a Filter-Tips, 1500 pl,
Qsym SP (kat. ¢. 997024)

Eluéni mikrozkumavky Elution Microtubes CL (kat. &. 19588)

Mikrozkumavky Micro tubes 2.0 ml Type H (Sarstedt®, kat. ¢. 72.693,

www.sarstedt.com)

Priruc¢ka k soupravé therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit 07/2020
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Vybaveni

® Stojan na sklicka a 2 kompatibilni 14zné& na skli¢ka pro xylen/Histolemon a etanol
® Mikrolitrové pipety ur¢ené pro PCR (1-10 pul, 10-100 pl, 200-1 000 pl)

e Stolni centrifuga s rotorem pro reakéni zkumavky o objemu 0,5 ml/ 1,5 ml a

mikrodesti¢ky (schopna dosahovat 13 000-14 000 otacek za minutu)

e Stolni tfepacka

® Pristroj na provadéni real-time PCR: Pristroj Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM a
souvisejici specificky material

e Software pfistroje Rotor-Gene Q MDx, verze 2.1.0 nebo vyssi

e Biofotometr

® Termomixer, vyhfivany orbitalni inkubator, topny blok nebo vodni lazer s mozZnosti
inkubace pfi teploté 56 °C a 90 °C
PFidatné vybaveni pro automatickou purifikaci

® Pristroj QIAsymphony SP

e Software pfistroje QIAsymphony SP verze 4.0 nebo vy3Si
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Varovani a bezpec€nostni opatfeni

Pro diagnostiku in-vitro

Informace o bezpecnosti

Pfi manipulaci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni pracovni odév,
bezpecnostnich listech (BL). Bezpecnostni listy jsou k dispozici online ve formatu PDF na
strankach www.giagen.com/safety, kde si uzivatelé mohou vyhledat, zobrazit a vytisknout
bezpecnostni listy pro kazdou soupravu QIAGEN a pro kazdou komponentu pfislusné
soupravy.

Informace o bezpecénosti pro pouzivanou purifikacni soupravu naleznete v odpovidajici
priruce k soupravé. Informace o bezpecnosti pro pfistroje najdete v uzivatelské pfiruc¢ce
prislusného pfistroje.

VSeobecna bezpecfnostni opatreni

® Tento test je uren k pouziti s pufrovanymi vzorky tkani po chirurgické resekci, které
jsou fixované formalinem a zalité v parafinu (formalin-fixed, paraffin-embedded, FFPE).

® Veskeré chemikalie a biologické materialy jsou potencialné nebezpeéné. Vzorky a
alikvoty jsou potencialné infekéni, a musi se s nimi proto zachazet jako s biologicky
nebezpecnymi materialy.

® Alikvoty a odpad z analyzy zlikvidujte v souladu s mistnimi bezpec&nostnimi predpisy.

e Cinidla v soupravé therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit jsou optimalné nafedéna. Cinidla

dale nefedte. Mlze to mit za nasledek zhorSeni kvality provedeni analyzy.
Nepouzivejte reakéni objemy (reakéni smés plus alikvot) nizsi nez 25 pl.
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VSechna reakéni €inidla dodavana v soupraveé therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit jsou
uréena k pouziti vyhradné s ostatnimi €inidly dodanymi ve stejné souprave.
Nenahrazujte Zadna Cinidla mezi soupravami therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit. MGze
to mit vliv na funkéni vlastnosti.

Viz uzivatelska pfiru¢ka pro pfistroj Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM, kde naleznete

dalsi varovani, bezpecnostni opatfeni a postupy.

Zmeéna inkubace a teplot miaze mit za nasledek chybné nebo nesouhlasné udaje.
Nepouzivejte soucasti s proSlym datem exspirace ani nespravné skladované soucasti.
U primer( a smési sond muze dojit ke zménam v pfipadé jejich vystaveni svétlu.
Dbejte maximalni opatrnosti, aby se zabranilo kontaminaci smési syntetickymi
materiadly, které jsou obsazeny v ¢inidle pozitivni kontroly.

Dbejte zvySené opatrnosti, aby nedoslo ke kontaminaci DNazou, coz by mohlo
zpUsobit degradaci templatové DNA.

Pro pfipravu reakénich smési a pfidavani templatu pouzivejte jednotlivé, k tomuto
ucelu vyhrazené pipety.

Pfipravu a rozdéleni reakénich smési provadéjte v prostoru oddéleném od prostoru
pouzivaného k pfidavani templata.

Neotevirejte pfistroj Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM, dokud neni cyklus testu
dokoncen.

Po dokonéeni cyklu testu zkumavky Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM neotevirejte.

Je nutné dbat opatrnosti, aby bylo zajiSténo spravné testovani alikvotl s dirazem na
pouziti nespravného alikvotu, chybu plnéni a pipetovani.
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Skladovani Cinidel a manipulace s nimi

Podminky pro pfepravu

Souprava therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit je dodavana na suchém ledu. Pokud neni
jakakoliv soucast soupravy therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit pfi dodani zmrzla, pokud
bé&hem prepravy doslo k otevieni vnéjSiho obalu anebo pokud zasilka neobsahuje balici
list, pfiru¢ku nebo ¢inidla, obratte se na oddéleni technickych sluzeb spole¢nosti QIAGEN
nebo na mistni prodejce (viz stranky www.qgiagen.com).

Skladovani

Soupravu therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit ulozte ihned po dodani do mraznic¢ky
a skladujte v temnu pfi konstantni teploté -30 aZ -15 °C.

Stabilita

Pfi ulozeni dle stanovenych podminek je souprava therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit

stabilni do uvedeného data exspirace.

Po otevieni Ize Cinidla ulozit v puvodnich obalech pfi teploté -30 az -15 °C az do data
exspirace uvedeného na obalu. Soupravu opakované nerozmrazujte a nezmrazujte.

Neprekracujte maximalni poc€et 5 cykld zmrazeni/rozmrazeni.
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Manipulace se vzorky a jejich ulozeni

Souprava therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit je uréena k pouziti s alikvoty DNA
extrahovanymi z nadorové tkané, fixované formalinem a zalité v parafinu (formalin-fixed

paraffin-embedded, FFPE), které byly odebrané pfi chirurgické resekci od subjektl s

rakovinou mozku. Se vSemi alikvoty tkané se musi zachazet jako s potencialné

nebezpecnym materialem.

Vzorek tkané musi byt fixovan ve 4-10% neutralnim pufrovaném formalinu (neutral
buffered formalin, NBF).

Z parafinového bloku je tfeba vyfiznout sériové fezy o velikosti 10 um a upevnit je na
podlozni sklika.

Vyskolena osoba (napfiklad patolog) by méla posoudit obsah a oblast nadoru na
sousednim fezu obarveném hematoxilynem a eosinem (Hematoxilyn & Eosin, H&E).
Pouzijte sériové Fezy k extrakci DNA.

K testu jsou zpUsobilé pouze fezy s obsahem tumoru = 40 %.

U fez(, které obsahuji < 50 mm? tkariové oblasti, doporu¢ujeme zpracovat dostate¢ny
pocet fezl, které zvysi celkovou tkariovou oblast na alespori 50 mm? (100 mm? pro
automatickou extrakci na pfistroji QlIAsymphony SP).

Vzorky nadoru, bloky, skli¢ka a alikvoty pfipravené k extrakci oznacujte manipulujte s
nimi a uchovavejte je kontrolovanym zpusobem podle mistnich postupa.

Bloky FFPE a podlozni sklicka uchovavejte pfi teploté mistnosti. Sklicka je mozné pred
extrakci DNA uchovat pfi teploté okoli po dobu az 4 tydnl pro pouZiti se soupravou
therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit.

Po extrakci mGze byt genomova DNA skladovana az 1 tyden pfi teploté 2—-8 °C nebo
8 tydnu pfi teploté -25 az -15 °C.

18
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Postup

Extrakce a pfiprava DNA

K purifikaci genomové DNA z alikvotll pfipravenych z FFPE vzork( mozkového nadoru
pouzivejte soupravu QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (kat. €. 56404) nebo soupravu
QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (kat. €. 937236).

Poznamka: Souprava therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit byla validovana pouze v
kombinaci se soupravou QlAamp DNA FFPE Tissue Kit nebo se soupravou QIAsymphony
DSP DNA Mini Kit. K extrakci DNA nepouzivejte zadny jiny produkt.

Pouziti soupravy QlAamp DNA FFPE Tissue Kit

UPOZORNENI | Peglivé si projdéte nasledujici modifikace, které je tfeba provést
v protokolu QlAamp.

® Priprava alikvotl pfed deparafinizaci a extrakci DNA je popsana v ¢asti ,Vychozi
material“ v pfiru¢ce QlAamp DNA FFPE Tissue Handbook a Manipulace se vzorky
a jejich ulozeni, stranka 18 v této pfirucce.

® Souprava QlAamp DNA FFPE Tissue Kit musi byt pouzita pouze ruéné.

® Krok RNase popsany v pfiru¢ce QlAamp DNA FFPE Tissue Handbook musi byt
proveden.

® Nepouzivejte roztok na odstranéni parafinu Deparaffinization Solution spole¢nosti
QIAGEN. Pro deparafinizaci pouzivejte pouze metodu s xylenem/etanolem, jak je
popsano v ¢asti ,Postup deparafinizace sklicek pfi pouziti soupravy QlAamp DNA
FFPE Tissue Kit", dole. Xylen maze byt nahrazen Histolemonem (nahrada xylenu).

® Rozklad vzorku pomoci proteinazy K musi probihat 1 hodinu.
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e Alikvoty se museji eluovat dvakrat do 30 pl eluéniho pufru (Buffer ATE) ze soupravy
QlAamp DNA FFPE Tissue Kit.

Postup deparafinizace skli¢ek pfi pouziti soupravy QlAamp DNA FFPE Tissue Kit

1. Umistéte sklicka do konkrétniho stojanu na sklicka.

2. Umistéte stojan se sklicky na 2 minuty do 1a4zné na skli¢ka, ktera obsahuje xylen nebo
Histolemon. Protfepejte 2 nebo 3 pohyby dozadu a dopfedu.

3. Umistéte stojan na 2 minuty do druhé Iazné na skli¢ka, ktera obsahuje etanol
(96-100 %). Protfepejte 2 nebo 3 pohyby dozadu a dopfedu.

4. Vysuste skli¢ka pri teploté 15-37 °C. To zabere nékolik minut.

5. Oznacte mikrocentrifugacni zkumavky o objemu 1,5 ml pro kazdy alikvot a do
kazdé zkumavky pfidejte 180 pl pufru Buffer ATL (ze soupravy QlAamp DNA FFPE
Tissue Kit).

6. Nakapejte nékolik kapek pufru Buffer ATL na tkarové fezy na sklickach (dostate¢né
tak, aby byl povrch tkané pokryt).

7. Seskrabnéte tkanovou oblast sterilnim skalpelem a seskrabanou tkan pfidejte do
odpovidajici ozna¢ené mikrocentrifugacni zkumavky.

8. Do kazdé zkumavky pfidejte 20 ul proteindzy K (ze soupravy QlAamp DNA FFPE

Tissue Kit) a vifenim promichejte.

9. Inkubuijte pfi teploté 56 °C 1 hodinu.

Pokracujte krokem inkubace pfi teploté 90 °C v protokolu QIAamp DNA FFPE Tissue Kit
(krok 12 v pFiru¢ce QlAamp DNA FFPE Tissue Handbook, ¢erven 2012, strana 13).
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Pouziti soupravy QIAsymphony DSP DNA Mini Kit

UPOZORNENI | Peglivé si projdéte nasledujici modifikace, které je tfeba provést v
listu protokolu QIAsymphony SP: Tissue_LC_200_V7_DSP.

® Priprava alikvotl pfed deparafinizaci a extrakci DNA je uvedena v ¢asti ,Manipulace

se vzorky a jejich uloZeni”, strana 18.
e Krok RNase popsany v listu protokolu QIAsymphony SP musi byt proveden.

® Nepouzivejte roztok na odstranéni parafinu Deparaffinization Solution spole¢nosti
QIAGEN. Pro deparafinizaci pouzivejte pouze metodu s xylenem/etanolem, jak je
popsano v ¢asti Postup deparafinizace skli¢ek pfi pouziti soupravy QIAsymphony DSP
DNA Mini Kit dole. Xylen maze byt nahrazen Histolemonem (ndhrada xylenu).

® Rozklad vzorku pomoci proteinazy K musi probihat 1 hodinu.

® Elucni objem 50 pl je tfeba zvolit na dotykové obrazovce.

Postup deparafinizace skli¢ek pfi pouziti soupravy QlIAsymphony DSP DNA

Mini Kit

Provedte deparafinizaci podle nasledujicich krok(i, které se Ii§i od listu protokolu
QlAsymphony SP: Tissue_LC_200_V7_DSP.

1. Umistéte sklicka do konkrétniho stojanu na sklicka.

2. Umistéte stojan se sklicky na 2 minuty do 1azné na sklicka, ktera obsahuje xylen nebo
Histolemon. Protiepejte 2 nebo 3 pohyby dozadu a dopfedu.

3. Umistéte stojan na 2 minuty do druhé 1azné na sklicka, ktera obsahuje etanol
(96-100 %). Protiepejte 2 nebo 3 pohyby dozadu a dopfedu.

4. Vysuste sklicka pfi teploté 15-37 °C. To zabere nékolik minut.

5. Oznacte mikrocentrifugacni zkumavky o objemu 1,5 ml pro kazdy alikvot a do kazdé
zkumavky pfidejte 220 pl pufru Buffer ATL.
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6. Nakapejte nékolik kapek pufru Buffer ATL na tkarnové fezy na sklickach (dostate¢né
tak, aby byl povrch tkané pokryt).
7. Seskrabnéte tkafiovou oblast sterilnim skalpelem a seskrabanou tkan pfidejte do

odpovidajici ozna¢ené mikrocentrifugaéni zkumavky.

8. Do kazdé zkumavky pridejte 20 pl proteinazy K (ze soupravy QlIAamp DNA FFPE
Tissue Kit) a vifenim promichejte.

Pokracujte krokem inkubace pfi teploté 56 °C v listu protokolu QIAsymphony SP:
protokol Tissue_LC_200_V7_DSP (krok 12 v protokolu ,Deparafinizace pomoci xylenu*,
duben 2012). Inkubuijte pfi teploté 56 °C 1 hodinu.

Genomova DNA

Genomovou DNA uchovavejte po extrakci pfi teploté 2—8 °C po dobu az 1 tydne nebo po
dobu 8 tydn( pfi teploté -25 az -15 °C.

Mnozstvi DNA by meélo byt stanoveno méfenim optické hustoty (optical density, OD)

alikvotu pfi 260 nm.

Naredte DNA na koncentraci 5 ng/ul v 1x TE pufru pfi pH 8,0.

Reakce PCR je optimalizovana pro alikvoty obsahujici 25 ng purifikované genomové DNA.
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Protokol: Detekce mutaci IDH1/2

Dulezité body pfed zahajenim pouzivani
® K optimalnimu vyuziti soupravy therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit je nutné alikvoty

usporadat do davek po 4. V pfipadé mensich davek bude mozné soupravou
therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit otestovat méné alikvotU.

® Doporucujeme testovat vSechny alikvoty jednou béhem cyklu PCR, jak je uvedeno v
tabulce 2, a s rozvrzenim plniciho bloku a nastavenim rotoru, jak je uvedeno v tabulce

3 a na obrazku 2.

Tabulka 2. Pocet reakci pro pristroje Rotor-Gene Q MDx s rotorem na 72 zkumavek

Alikvoty Reakce
n alikvotd DNA n x 1 reakce
2 kontroly DNA 2 reakce: pozitivni kontrola a kontrola divokého typu,

kazda testovana jednou béhem jednoho cyklu PCR

Kontrola vody 1 reakce
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T WTC: Wild-type control (kontrola divokého typu).
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Obréazek 2. Navrhované nastaveni rotoru pro experiment se soupravou therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit.

Dilezité: Dbejte na to, abyste vzdy umistili alikvot do pozice 1 rotoru. Jinak pfistroj
neprovede kalibraci a budou ziskana nespravna fluorescenéni data.
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Postup

1.
2.

Rozmrazte vSechny nezbytné soucasti a umistéte je na led.

Pfipravte si nasledujici smési PCR podle poc¢tu zpracovavanych alikvotu.

Poznamka: Viechny koncentrace jsou pro koneény objem reakce.

Tabulka 4 popisuje pipetovaci schéma pro pripravu jedné smési ginidel, vypottené k
ziskani findIniho objemu reakce 25 pl. Pro kazdou PPM Ize podle poétu reakci pripravit

premix. Jsou pfiddny objemy navic pro kompenzaci chyb pfi pipetovdni.

Tabulka 4. Pfiprava smési PCR

Pre-mix:
Slozka 1 reakce (ul) 7 + 1 reakci (pl)* Kone¢na koncentrace
Master Mix pro qPCR 2x 12,5 100 1x
PPM,* 25x 1 8 1x
Voda bez nukleazy 6,5 52 -
i +
Ty s -
Celkovy objem 25 25 kazda -

* Pfipravte 9 pfedmichanych smési (pre-mixu), jednu s kazdou z PPM dodavanych v soupravé.
T Pozitivni kontrola, negativni kontrola nebo kontrola vody.

Do zkumavky Rotor-Gene nadavkujte 20 pl roztoku pre-mixu (tabulka 3).

Pridejte 5 ul materialu, ktery ma byt kvantifikovan (25 ng alikvotu genomové DNA nebo
kontroly), do odpovidajici zkumavky (celkovy objem 25 pl; tabulka 3).

Opatrné promichejte pipetovanim nahoru a dolu.

Zkumavky vloZte do adaptéru dodavaného s pfistrojem (obrazek 2).

Poznamka: Nevyuzité pozice je tfeba vyplnit prézdnymi zkumavkami.

PIny adaptér vlozte do pfistroje Rotor-Gene Q MDx.

Naprogramujte pfistroj Rotor-Gene Q MDx programem tepelného cyklovani, jak je
uvedeno v tabulce 5.
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Tabulka 5. Teplotni profil

Hold Teplota: 95 °C
(Vydrz) Cas: 10 min.
Cycling 40krat
(Cyklovani)

95 °C podobu 15s

60 °C po dobu 60 s se ziskanim fluorescence FAM™ v kanélu Green: Single

9. Kliknéte na moznost Gain Optimisation (Optimalizace zisku) v dialogovém okné New
Run Wizard (Privodce novym zpracovanim), abyste otevreli dialogové okno Auto-Gain
Optimisation Setup (Nastaveni automatické optimalizace zisku). Nastavte rozsah pro
zeleny kanal (Green) od 2FI pro Min Reading (Minimalni odecet) do 10FI pro Max
Reading (Maximalni odecet).

10.Zaskrtnéte policko Perform Optimisation Before 1st Acquisition (Provést
optimalizaci pfed 1. akvizici) a zavfete dialogové okno Auto-Gain Optimisation Setup
(Nastaveni automatické optimalizace zisku).

11.Spustte tepelné cyklovani.
12.Jakmile tepelné cyklovani skonci, provedte nasledujici.

12a. Vyberte polozku Options (MozZnosti) > Crop Start Cycles (Smazat cykly startu).
PFed cyklem 10 data odstrarite, abyste zahodili vdechny artefakty.

12b. Vyberte moznost Analysis (Analyza) > Cycling A. Green from 10 (Cycling A.
Green, od 10.00), ozna¢enou ve zpravé jako ,leva prahova hodnota = 10,00

12¢. Vyberte moznost Dynamic Tube (Dynamicka zkumavka) jako normaliza¢ni
metodu a pomoci funkce Slope Correct (Oprava smérnice) opravte smérnici
Sumu.

12d. Funkci Outlier Removal (Odstranéni odlehlych hodnot) nastavte na 0%
(odpovida prahové hodnoté NTC).

12e. Funkci Reaction Efficiency Threshold (Prahova hodnota Gc¢innosti reakce)
nastavte jako deaktivovanou.

12f. Prahovou hodnotu definujte na 0.03.

12g. Nastavte graf na linearni stupnici.

12h. Vyberte moznost Digital Filter (Digitalni filtr): Light (svétlo).
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Interpretace vysledku

Kontrola vody

Kontroly vody (beztemplatové kontroly) by mély poskytovat nulové hodnoty Ct pro vSechny

primery a smési sond.

Pokud je u kontroly vody ziskana kladna hodnota Cr, jednad se o vysledek kfizové

kontaminace. Re$eni naleznete v &asti ,Redeni potizi“, strana 37.

Kontrola kvality pomoci hodnot Ct kontrol

Validaci experimentu umozniuji kontrola IDH1/2 divokého typu (wild-type control, WTC) a
pozitivni kontrola zmutované IDH1/2 (Mut-PC).

® Pokud neni k dispozici Zaddna hodnota Ct, je kontrola pro pfisluSnou detekéni analyzu

klasifikovana jako negativni na mutaci.

® Pokud jsou zjistény hodnoty Ct, vypocita se pro kazdou kontrolu nasledujicim

zpusobem ACr.

ACT ipH1R132 Mut = C1 IDHU/R132 Mut — CT Total IDHL/R132
ACt pH2/R172 Mut = CT 1DH2/R172 Mut — CT Total IDH2/R172
ACT 1pH1/R100 Mut = CT IDHL/R100 Mut — CT Total IDHL/R100
ACT 1pH1 Mut R132H = CT 1DH1 Mut R132H — CT Total IDHL/R132
ACT 1pH1 Mut R132¢ = Cr 1DHL Mut R132C — CT Total IDH1/R132

ACT 1pH2 Mut R172K = CT 1DH2 Mut R172K — CT Total IDH2/R172
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Kontroly jsou klasifikovany jako pozitivni na mutaci, pokud jsou hodnoty ACt mensi nez
prislusné mezni hodnoty ACt, uvedené v tabulce 6, pfipadné jsou témto hodnotam rovny.

Pokud je hodnota ACr vySSi nez mezni hodnota, je kontrola pro uvaZzovanou analyzu

mutaci klasifikovana jako negativni na mutaci.

Tabulka 6. Mezni hodnoty pro jednotlivé analyzy mutaci

Analyza mutaci Mezni hodnota (ACr)
IDH1/R132 Mut 5,34
IDH2/R172 Mut 6,42
IDH1/R100 Mut 4,65
IDH1 Mut R132H 6,87
IDH1 Mut R132C 7,14
IDH2 Mut R172K 8,49

e Kontrola IDH1/2 divokého typu musi byt pro kazdou analyzu mutaci detekovana jako

negativni na mutaci (tabulka 7).

® Pozitivni kontrola zmutované IDH1/2 musi byt pro kazdou analyzu mutaci detekovana

jako pozitivni na mutaci (tabulka 7).

Cely experiment je odmitnut, pokud neni spinéna jedna nebo obé podminky.
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Tabulka 7. Priklad validace cyklu na kontrolach

Voda (No Template Kontrola IDH1/IDH2, Pozitivni kontrola
Hodnota Control, NTC) divokého typu IDH1/IDH2
CT Total IDH1/R132 Nedetekovano 25,45 23,95
CT IDH1/R132 Mut Nedetekovano 34,32 25,76
ACT IDH1/R132 Mut Nedetekovano 8,87 1,81
Cr Total IDH2IR172 Nedetekovano 25,42 24,93
CT IDH2/R172 Mut Nedetekovano 34,36 26,36
ACT IDH2/R172 Mut Nedetekovano 8,94 1,43
C Total IDHL/R100 Nedetekovano 26,30 24,69
CT IDHL/R100 Mut Nedetekovano 33,04 26,39
ACT IDH1/R100 Mut Nedetekovano 6,74 1,70
CT IDH1 Mut R132H Nedetekovano 35,20 26,48
ACT IDH1 Mut R132H Nedetekovano 9,75 2,53
CT IDH1 Mut R132C Nedetekovano 37,16 27,07
ACT IDH1 Mut R132C Nedetekovano 11,71 3,12
Cr IDH2 Mut R172K Nedetekovano Nedetekovano 27,97
ACT IDH2 Mut R172K Nedetekovano - 3,04
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Validace vstupu alikvotu
Pfed interpretaci musi byt validovan vstup alikvotu.

Hodnota Cr ziskana pro alikvot s jednotlivymi PPM-Total (Ct Total IpHU/R132, CT Total IDH2/R172
a Ct Total IDHLR100) Musi byt mensi nez 32,00. Hodnoty Ct Tota 2 32,00 jsou zpUsobeny
Spatnou kvalitou DNA. Alikvot musi byt testovan znovu. Jestlize je mnoZstvi DNA stale
nedostateéné, extrahujte vice nadorové tkané, pokud je k dispozici (viz ,Re$eni potizi,

strana 37).
Vysledky alikvotu

Detekce mutace IDH1/2

Pro kazdy vzorek vypocitejte nasledujicim zplsobem hodnoty ACt ziskané pfi kazdé
analyze detekce mutace (PPM-IDH1/R132 Mut, PPM-IDH2/R172 Mut, PPM-IDH1/R100
Mut).

ACt ipH1/R132 Mut = CT 1IDHL/R132 Mut — CT Total IDHL/R132
ACT ipH2/R172 Mut = C1 IDH2/R172 Mut — CT Total IDH2/R172
ACt 1pH1/R100 Mut = CT 1DH1/R100 Mut — CT Total IDHL/R100

Pokud pro analyzu detekce mutace hodnota Ct neexistuje, musi byt vzorek pro

uvazovanou mutaci klasifikovan jako negativni na mutaci.

Vzorky jsou klasifikovany jako pozitivni na mutaci, pokud je hodnota ACt mensi nez mezni
hodnota ACr pfislusné analyzy detekce mutaci, které je uvedena v tabulce 8, pfipadné této

mezni hodnoté rovna.
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Tabulka 8. Mezni hodnoty pro jednotlivé analyzy detekce mutaci

Analyza mutaci Mezni hodnota (AC+)
IDH1/R132 Mut 5,34
IDH2/R172 Mut 6,42
IDH1/R100 Mut 4,65

Identifikace mutace IDH1/2

Pro kazdy vzorek vypocitejte nasledujicim zplsobem hodnoty ACt ziskané pfi kazdé
analyze identifikace mutace (PPM-IDH1 Mut R132H, PPM-IDH1 Mut R132C, PPM-IDH2
Mut R172K).

ACt 1pH1 Mut R132H = CT 1DH1 Mut R132H — CT Total IDH1/R132
ACT 1pH1 Mut R132¢ = CT 1DHL Mut R132¢ — CT Total IDH1/R132
ACT 1pH2 Mut R172K = CT 1DH2 Mut R172K — CT Total IDH2/R172

Pokud pro analyzu identifikace mutace hodnota Ct neexistuje, musi byt vzorek klasifikovan

jako negativni na mutaci.

Mutace vzorku je identifikovana, pokud je hodnota ACt mens$i nez mezni hodnota ACt
pfisludné analyzy identifikace mutaci, kterd je uvedena v tabulce 9, pfipadné této mezni
hodnoté rovna. Priklady interpretace hodnoty ACt jsou uvedeny v tabulce 10 a tabulce 11.

Tabulka 9. Mezni hodnoty pro jednotlivé analyzy identifikace mutaci

Analyza mutaci Mezni hodnota (ACr)
IDH1 Mut R132H 6,87
IDH1 Mut R132C 7,14
IDH2 Mut R172K 8,49
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Tabulka 10. Priklad detekce mutace IDH1/2

Detekce mutace

Mutace nebyla detekovana

Hodnota Alikvot 1 Alikvot 2
Cr1 Total IDHUR132 26,39 26,32

CT IDHI/R132 Mut 33,86 28,29
ACT IDHUR132 Mut 7,47 1,97

Cr1 Total IDH2/R172 26,79 25,79

Cr ipH2/R172 Mut 35,13 35,21
ACT iDH2/R172 Mut 8,34 9,42

Cr Total IDH1/R100 27,20 27,37

C1 IDHU/R100 Mut 33,83 33,76
ACT 1DHUR100 Mut 6,63 6,39

Detekovana mutace R132
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Tabulka 11. Priklad identifikace mutace IDH1/2

Hodnota Alikvot 1 Alikvot 2

Cr1 Total IDHUR132 26,39 26,32

CT IDH1 Mut R132H 33,82 28,27

ACT 1DH1 Mut R132H 7,43 1,95

Crt Total IDHUR132 26,39 26,32

Cr IDHL Mut R132C 37,94 Nedetekovano
ACT IpH1 Mut R132C 11,55 -

Cr Total IDH2/R172 26,79 25,79

Cr IDH2 Mut R172K Nedetekovano Nedetekovano
ACT 1DH2 Mut R172K - -

Identifikace mutace Mutace nebyla detekovana Byla detekovana mutace pro R132H

34
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Interpretace mutaci IDH1/2

Postup pouzity k pfifazeni typu mutace IDH1/2 alikvotim pozitivnhim na

uveden v tabulce 12. Priklad interpretace je uveden v tabulce 13.

Tabulka 12. Privodce interpretaci

mutaci IDH1/2 je

Identifikace mutace

(mezil% a2 %)* (mezil% a4 %)*

(pfiblizné 1 %)*

Detekovano Detekovano Detekovano IDH2  Mutace nebyla
IDH1 Mut R132H  IDH1 Mut R132C  Mut R172K detekovana
Detekovana Detekovana Detekovana - Mutace R132, ale
mutace R132 mutace R132H mutace R132C ani R132H, ani
R132C
[}
S Detekovana - - Detekovana Mutace R172, ale
é mutace R172 mutace R172K ne R172K
Y Detekovana - - - R100
<  mutace R100
@
0O  Mutace nebyla  Detekovan nizky Detekovan nizky Detekovan nizky Mutace nebyla
detekovana obsah mutace obsah mutace obsah mutace detekovana
R132H R132C R172K

* Tyto pfipady se mohou zfidka vyskytnout a je tfeba zkontrolovat vSechny alikvoty a technicka kritéria
prijatelnosti, zejména obsah nadorovych bunék. Pokud jsou vS§echna kritéria spinéna, mél by byt alikvot

otestovan znovu.
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Tabulka 13. Priklad uvadéni a interpretace mutaci IDH1/2

Alikvot 1 Alikvot 2
Detekce mutace Mutace nebyla detekovana Detekovana mutace R132
Identifikace mutace Mutace nebyla detekovana Byla detekovana mutace pro R132H

Nebyla detekovana ani

identifikovana Zadna mutace Mutace R132H

Interpretace vysledku

Poznamka: Pokud ma alikvot 2 nebo vice hodnot ACt mens$ich nez mezni hodnoty ACr,
pfipadné témto meznim hodnotam rovné, pak je mutantni stav pfifazen mutaci s nejvétSim
rozdilem mezi mezni hodnotou a ziskanou hodnotou ACr. Viz pfiklad v tabulce 14.

Tabulka 14. Pfiklad interpretace v pfipadé vice pozitivnich vysledku

Alikvot 3 Alikvot 4
ACT IDH1/R132 Mut 1,24 5,24
ACr cutoff ipHuRr132 mut 5,34 5,34
(ACrt cutoff — ACT) ibHUR132 Mut 4,10 0,10
ACT IDH2/R172 Mut 5,32 5,95
ACt cutoff ipH2/r172 Mut 6,42 6,42
(ACt cutoff — ACT) ipH2/R172 Mut 1,10 0,47
Interpretace vysledku Mutace R132 Mutace R172
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Reseni potizi

Uvedené navody mohou pomoci pfi feSeni potizi, které mohou nastat pfi praci se

systémem. Vice informaci naleznete na internetovych strankach www.giagen.com.

Komentare a navrhy

Ucpana kolona béhem extrakce DNA

Nelplna lyza

Nedostatek DNA v eluétu z extrakce

Nedostate¢na oblast FFPE tkané

Opakujte odstfedovani.
Zbyvaijici lyzat Ize prenést do nové kolony.

Opakujte cyklus extrakce s mensim mnozstvim FFPE tkané.

Opakuijte cyklus extrakce s vice fezy FFPE tkané.

Kontrola IDH1/2 divokého typu nebyla detekovana

a) Chyby pfi pipetovani nebo
vynechana ¢inidla; obraceni

zkumavek nebo jamek

b)  Nevhodné skladovani soucasti

soupravy

c) Datum exspirace soupravy
therascreen IDH1/2 RGQ PCR

Kit jiz uplynulo.

Zkontrolujte pipetovaci schéma a nastaveni reakce.

Zopakujte cyklus PCR.

Soupravu therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit skladuijte pfi
teploté -30 az -15 °C a primery a smési sond chrarite pred svétlem.

Viz ,Skladovani ¢inidel a manipulace s nimi*, strana 17.
Neprekracujte maximalni pocet 5 cyklt zmrazeni/rozmrazeni.

Zkontrolujte skladovaci podminky a datum exspirace (viz Stitek
soupravy) reakénich ¢inidel a v pfipadé potfeby pouzijte novou

soupravu therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit.
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Komentare a navrhy

Pozitivni kontrola IDH1/2 nebyla detekovéana

a)

b)

c)

Chyby pfi pipetovani nebo
vynechana ¢inidla; obraceni

zkumavek nebo jamek

Nevhodné skladovani soucasti

soupravy

Datum exspirace soupravy
therascreen IDH1/2 RGQ PCR

Kit jiz uplynulo.

Zkontrolujte pipetovaci schéma a nastaveni reakce.

Zopakujte cyklus PCR.

Soupravu therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit skladuijte pfi
teploté -30 az -15 °C a primery a smési sond chrarite pred svétlem.

Viz ,Skladovani ¢inidel a manipulace s nimi*, strana 17.

Neprekracujte maximalni pocet 5 cykll zmrazeni/rozmrazeni.

Zkontrolujte skladovaci podminky a datum exspirace (viz Stitek
soupravy) reakénich €inidel a v pfipadé potfeby pouzijte novou

soupravu therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit.

Zadny signal, véetné zadného signalu pro kontroly

a)  Zadna reakcni zkumavka Dbejte na to, abyste vzdy umistili alikvot do pozice 1 rotoru. Jinak
v pozici 1 pfistroje pfistroj neprovede kalibraci a budou ziskana nespravna
Rotor-Gene Q MDx fluorescenéni data.

b)  Chyby pii pipetovani nebo Zkontrolujte pipetovaci schéma a nastaveni reakce.
vynechana cinidla; obraceni

Zopakujte cyklus PCR.
zkumavek nebo jamek

c)  Nevhodné skladovani soucasti Soupravu therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit skladuijte pfi
soupravy teploté -30 az -15 °C a primery a smési sond chrarite pred svétlem.

Viz ,Skladovani ¢inidel a manipulace s nimi“, strana 17.
Neprekracujte maximalni pocet 5 cyklt zmrazeni/rozmrazenti.

d)  Datum exspirace soupravy Zkontrolujte skladovaci podminky a datum exspirace (viz Stitek
therascreen IDH1/2 RGQ PCR soupravy) reakénich ¢inidel a v piipadé potieby pouzijte novou
Kit jiz uplynulo. soupravu therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit.

38 Priruc¢ka k soupravé therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit 07/2020



Komentare a navrhy

e) Byl zvolen nespravny detekéni Nastavte detekéni kanal na Cycling Green nebo 530 nm / 640 nm.
kanal

f)  Zadny program pro pofizovani Zkontrolujte program cyklovani. Viz tabulka 5, strana 27.
dat

U rezimu pofizovani dat zvolte moznost Single (Jednotlivé) na

konci kazdého hybridiza¢niho segmentu PCR programu.

Rozdily v intenzité fluorescence

Chyby pii pipetovani nebo Zkontrolujte pipetovaci schéma a nastaveni reakce.

vynechana ¢inidla; obraceni
Zopakujte cyklus PCR.
zkumavek nebo jamek

Intenzita fluorescence je prilis nizka

a)  Nevhodné skladovani soucasti Soupravu therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit skladuijte pi
soupravy teploté -30 az -15 °C a primery a smési sond chrarite pred svétlem.

Viz ,Skladovéni ¢inidel a manipulace s nimi*, strana 17.

Neprekracujte maximalni pocet 5 cyklt zmrazeni/rozmrazeni.

b)  Datum exspirace soupravy Zkontrolujte skladovaci podminky a datum exspirace (viz $titek
therascreen IDH1/2 RGQ PCR soupravy) reakénich ¢inidel a v pfipadé potieby pouzijte novou
Kit jiz uplynulo. soupravu therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit.

c)  Velmi nizké mnoZstvi cilové DNA  pfed zahajenim vzdy zkontrolujte koncentraci DNA. Viz ,Extrakce

a pfiprava DNA", strana 19.
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Komentare a navrhy

Negativni kontrola (H20) davéa pozitivni vysledek

KFizova kontaminace, Vymeéiite véechna kriticky dalezita &inidla nebo pouzijte novou
kontaminace Cinidel, chyba soupravu therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit.

pristroje, obraceni jamky nebo

S alikvoty, sou¢astmi soupravy a spotfebnim materialem vzdy
kapilary, pfipadné poskozeni

zachéazejte v souladu s bézné pfijimanou praxi, aby nedoslo k
sondy

prenosu kontaminace.

Primery a smési sond uchovavejte mimo dosah svétla.
Zkontrolujte faleSné pozitivni vysledky na fluorescenénich kfivkach.

Zkontrolujte nastaveni reakce. Viz ,Protokol: Detekce mutaci

IDH1/2", strana 23.

Kontrola kvality

V souladu se systémem managementu jakosti spolecnosti QIAGEN certifikovanym podle
norem ISO byla kazda Sarze soupravy therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit testovana podle
predem stanovenych specifikaci, aby byla zaru¢ena jednotna kvalita vyrobku. Certifikaty

analyzy jsou k dispozici na pozadani na strankach www.giagen.com/support/.
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Omezeni

Tato souprava je uréena pro profesiondalni pouziti.

Tento vyrobek je uren k pouziti persondlem specialné instruovanym a vySkolenym
v technikach molekularni biologie, ktery je dikladné obeznamen s touto technologii.

Tato souprava musi byt pouzita dle pokynl uvedenych v této pfFirucce v kombinaci
s validovanym pfistrojem uvedenym v ¢asti ,DalSi potfebné materialy, které nejsou
soucasti soupravy” na strané 12.

Dbejte na konec doby pouZitelnosti uvedeny na baleni a na Stitcich jednotlivych soucasti.

Nepouzivejte soucasti po datu exspirace.

Souprava therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit je validovdna pouze pro pufrovanou
mozkovou tkan, fixovanou ve formalinu a zalitou v parafinu.

Souprava therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit je validovana pouze pro pouziti se soupravou
QlAamp DNA FFPE Tissue Kit nebo se soupravou QIAsymphony DSP DNA Mini Kit.

Byl validovan pouze pfistroj Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (pro PCR) a pfistroj
QIAsymphony SP (pro pfipravu vzorkd).

Jakékoli jiné nez uréené pouZiti tohoto vyrobku a/nebo Uprava soucasti zbavi spole¢nost
QIAGEN odpovédnosti.

Kazdy uzivatel je zodpovédny za validaci funkénich vlastnosti systému u vSech postupl
pouzivanych v dané laboratofi, které nejsou zahrnuty ve studiich funkénich vlastnosti
vyrobkd QIAGEN.
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Test je uréen kdetekci 7 mutaci v kodonech 132 a 100 genu IDH1 a5 mutaci
v kodonu 172 genu IDH2. Vzorky s vysledky uvedenymi jako ,No mutation detected”
(Mutace nebyla detekovana) mohou ukryvat mutace IDH1 ¢€i IDH2 nedetekované touto

analyzou.

Detekce mutaci zavisi na celistvosti alikvotu, obsahu tumoru a mnozstvi amplifikovatelné
DNA pfitomné ve vzorku.

Veskeré diagnostické vysledky generované pomoci tohoto vyrobku je nutné interpretovat

v kontextu veSkerych relevantnich klinickych a laboratornich nalezu.
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Charakteristika funkénich viastnosti

Hodnoty meze slepého alikvotu (limit of blank, LOB)

Mez slepého alikvotu (limit of blank, LOB) (podle smérnice CLSI/NCCLS EP17-A; 14) byla
stanovena u negativnich alikvotll (FFPE normalni mozek, 8 alikvotli, 64 méfeni/Sarze,
2 Sarze).

Vysledky LOB jsou uvedeny v tabulce 15.

Tabulka 15. Hodnoty meze slepého alikvotu (limit of blank, LOB)

Analyza LOB Konec¢na hodnota LOB

Validac¢ni Sarze 1: 6,57
R132 Mut . 6,32
Validac¢ni Sarze 2: 6,32

Valida¢ni Sarze 1: 7,91
R132H Mut . 7,91
Validaéni Sarze 2: 8,22

Validaéni Sarze 1: 8,04
R132C Mut . 8,04
Validaéni Sarze 2: 8,20

Valida¢ni Sarze 1: 7,74
R172 Mut L. 7,59
Validaéni Sarze 2: 7,59

Valida¢ni Sarze 1: 9,93
R172K Mut . 9,93
Validac¢ni Sarze 2: 10,58

Valida¢ni Sarze 1: 6,52
R100 Mut T 5,17
Valida¢ni $arze 2: 5,19

Limit detekce (limit of detection, LOD)

Limit detekce (limit of detection, LOD; téz analyticka citlivost) byl stanoven na zakladé
LPFistupu profilu pfesnosti“ popsaného ve smérnici CLSI/NCCLS EP17-A (14). Na jednu
mutaci bylo pouzito pét nizko pozitivnich alikvotll (plazmidova DNA dopinéna do DNA
divokého typu gliomu) (30 az 110 méfeni pro jeden typ mutace a procento mutace).

Vysledky LOD jsou uvedeny v tabulce 16.
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Tabulka 16. Limit detekce (limit of detection, LOD)

Analyza Mutace LOD Mezni hodnota analyzy Citlivost (%)
R132H Mut R132H 6,87 6,87 0,78
R132C Mut R132C 7,14 7,14 1,19
R172K Mut R172K 8,49 8,49 0,61
R132H 5,50 2,32
R132C 5,34 4,35
R132L 5,42 2,30
R132 Mut 5,34
R132G 5,61 2,23
R132S 5,42 2,75
R132Vv 5,56 2,24
R172K 6,42 1,06
R172G 6,58 3,00
R172 Mut R172M 6,66 6,42 3,31
R172S 6,42 14,93
R172W 6,68 2,36
R100 Mut R100Q 4,65 4,65 3,45

Mutace je detekovana, pokud je hodnota ACt mensi nez hodnota LOD, pfipadné této

hodnoté rovna.
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Uginek vstupni hladiny DNA

DNA byla extrahovana z 4 rGznych alikvott gliomu: 2 s divokym typem IDH1/2 a 2 nesouci
mutaci IDH1 R132H (395G>A).

Byla testovana tfi rGzna mnozstvi DNA (v€etné doporu¢eného pro protokol), aby se
vyhodnotil dopad vstupni hladiny DNA na kvalitativni vysledky. Vysledky ukéazaly, ze
vstupni hladina DNA neméla na kvalitativni vysledky zadny vliv. Nicméné u vstupni hladiny
DNA niZsi, nez je doporuceno (< 25 ng DNA), bylo zaznamenéno vice technickych selhani
(selhani kontroly kvality pro Ct tota). Proto se pro provedeni testu doporu€uje vstupni
hladina DNA 25 ng v objemu 5 pl.

Opakovatelnost a reprodukovatelnost

Studie presnosti byla provedena na 4 riznych alikvotech (plazmidova DNA dopinéna do
DNA gliomu divokého typu, zastupujici divoky typ (wild-type, WT), mutantni a mezni
alikvot), které byly testovany 40krat v duplikatu (n = 80 méfeni).

Smérodatné odchylky (standard deviations, SD) a varia¢ni koeficienty (coefficients of
variation, CV) jsou uvedeny v tabulce 17.
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Tabulka 17. Pfesnost vysledku

Stredni Mira spravnych

Analyza Alikvot  hodnota ACt SDr* SDrun' SDrota’®  CVrotal (%) detekci

WT 11,58 1,08 0,00 1,11 10 100% (78/78)

5% 5,19 0,26 0,23 0,46 9 100% (76/76)
R132C Mut

10% 4,37 0,27 0,14 0,48 11 100% (78/78)

30% 2,62 0,20 0,21 0,46 18 100% (78/78)

WT 10,87 1,48 0,00 1,48 14 100% (78/78)

5% 4,46 0,27 0,05 0,31 7 100% (78/78)
R132H Mut

10% 3,57 0,28 0,14 0,31 9 100% (76/76)

30% 1,86 0,21 0,20 0,30 16 100% (72/72)

WT 12,20 0,31 0,17 0,39 3 100% (66/66)

5% 6,19 0,50 0,00 0,63 10 100% (76/76)
R172K Mut

10% 5,23 0,32 0,20 0,48 9 100% (76/76)

30% 3,68 0,18 0,11 0,36 10 100% (76/76)

* R: Repeatability (Opakovatelnost).
T Cyklus: Reprodukovatelnost mezi cykly.
* Celkem: Celkova piesnost (véetné mezi pFistroji, mezi pracovniky obsluhy a mezi arzemi).

Tabulka pokracuje na dalSi strané
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Tabulka 17. Pfesnost vysledki (pokracovani)

Stredni Mira spravnych
Analyza Alikvot  hodnota ACt SDr* SDrun® SDrota®  CVrota (%) detekci
WT 7,21 0,41 0,27 0,52 7 100% (70/70)
5% 3,68 0,27 0,16 0,33 9 100% (76/76)
R100 Mut
10% 2,93 0,24 0,15 0,32 11 100% (76/76)
30% 1,56 0,25 0,07 0,26 17 100% (76/76)
WT 8,01 0,76 0,00 0,78 10 100% (152/152)
R132H 4,29 0,30 0,15 0,48 11
5%
999% (151/152)
R132C 4,44 0,30 0,00 0,56 13
5%
R132 Mut R132H 3,49 0,27 0,22 0,46 13
10%
99% (151/152)
R132C 3,69 0,27 0,23 0,53 14
10%
R132H 1,87 0,21 0,02 0,33 18
30%
100% (152/152)
R132C 2,00 0,26 0,28 0,59 29
30%
WT 9,47 0,91 0,87 1,45 15 100% (66/66)
5% 4,45 0,35 0,12 0,56 13 100% (76/76)
R172 Mut
10% BI55| 0,29 0,02 0,53 15 100% (76/76)
30% 2,05 0,18 0,15 0,47 23 100% (76/76)

* R: Repeatability (Opakovatelnost).
T Cyklus: Reprodukovatelnost mezi cykly.
* Celkem: Celkova pfesnost (véetné mezi pfistroji, mezi pracovniky obsluhy a mezi Sarzemi).
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Srovnani metod

Srovnani s imunohistochemii (immunohistochemistry, IHC) pro detekci
IDH1/R132H.

Byla provedena studie, ktera prokazala shodu mezi stavem mutace, jak byl vyhodnocen
pomoci soupravy therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit a pomoci IHC (klon HO9 protilatky
proti lidské IDH1R132H, DIANOVA).

Bylo vybrano celkem 103 klinickych alikvot( gliomu. Nejstar§imu bloku bylo 10 let.

VSechny bloky prosly kontrolou kvality jak pro soupravu therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit,
tak pro IHC.

Vysledky prokazaly miru pozitivni shody (positive percentage agreement, PPA) 100 %,
miru negativni shody (negative percent agreement, NPA) 98 %, a celkovou miru shody
(overall agreement, OA) 99 % (tabulka 18).
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Tabulka 18. Analyza shody mezi soupravou therascreen RGQ PCR Kit a IHC

Mira shody Frekvence (%) 95% interval spolehlivosti
PPA 45/45 (100%) [92;100]
NPA 57/58 (98%) [91;100]
OA 102/103 (99%) [96;100]

Srovnani s obousmérnym sekvenovanim

Byla provedena studie, ktera prokazala shodu mezi stavem mutace, jak byl vyhodnocen
pomoci soupravy therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit a pomoci obousmérné sekvenacni
metody.

Bylo vybrano celkem 103 klinickych alikvotd tumoru od pacientd s gliomem. Nejstar§Simu
bloku bylo 10 let.

V8ech 103 vzorkl prosSlo kontrolami kvality pro soupravu therascreen IDH1/2 RGQ PCR
Kit a 101 vzork( vratilo vysledky pro obousmérné sekvenovani.

Vysledky prokézaly miru pozitivni shody (positive percentage agreement, PPA) 100 %,
miru negativni shody (negative percent agreemen, NPA) 92 % a celkovou miru shody
(overall agreement, OA) 96% (tabulky 19 a 20).
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Tabulka 19. Souprava therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit vs. obousmérna sekvenaéni metoda

Obousmérné sekvenovani Sangerovou metodou

R132* R132C R132H R172! wT
%

o R132 6 0 0 0 0
o
a4
o R132C 0 2 0 0 0
T =
a4
s R132H 0 0 42 0 3
o O
e o
a R172" 0 0 0 0 1
[}
<

wT 0 0 0 0 47

* R132 znamena, Ze v alikvotu byla zjisténa mutace R132, ale ani R132H, ani R132C.
T R172 znamena, Ze v alikvotu byla zjisténa mutace R172, ale ne R172K.

Tabulka 20. Analyza shody s obousmérnym sekvenovanim

Mira shody Frekvence (%) 95% interval spolehlivosti
PPA 50/50 (100%) [93;100]
NPA 47/51 (92%) [81;97]
OA 97/101 (96%) [90;98]
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Symboly

Nasledujici tabulka obsahuje symboly, které mohou byt uvedeny na oznaceni nebo v tomto

dokumentu.
W Obsahuje dostatek Cinidel pro <N> reakci
<N>
g PouZijte do
IVD Zdravotnicky prostfedek pro diagnostiku in vitro

Katalogové Cislo

Cislo sarze

Cislo materialu (tj. oznad&eni dilu)

Soucasti (tj. seznam dodavanych soucasti)

Obsahuje (obsah)

EAEEEER

Pocet (tj. injek&ni lahvicky, lahvicky)
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Ry,

n

=l el

R oznaduje revizi pfirucky a n je Cislo revize

Globalni Cislo obchodni polozky

Teplotni omezeni

Vyrobce

Viz navod k pouziti

Upozornéni
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Informace pro objednani

Vyrobek Obsah Kat. €.
therascreen IDH1/2 Pro 20 reakci: 9 smési primer(l a sond, kontrola 873011
RGQ PCR Kit (20) divokého typu, pozitivni kontrola, Master Mix,

voda bez nukleazy
Pristroj Rotor-Gene Q MDx a pfrisluSenstvi
Rotor-Gene Q MDx Cyklér pro real-time PCR a analyzator Melt 9002033
5plex HRM System s vysokym rozliSenim s 5 kanaly

(zelenym, Zlutym, oranzovym, ¢ervenym,

karminovym) plus HRM kanalem, pfenosny

pocitag, software, pfislusenstvi, ro€ni zaruka na

v8echny ¢asti a provedeni; instalace a Skoleni
Rotor-Gene Q MDx Cyklér pro real-time PCR s 5 kandly (zeleny, 9002032
5plex HRM Platform Zluty, oranzovy, €erveny, karminovy), notebook,

software, prisluSenstvi: zahrnuje ro¢ni zaruku

na soucasti a servis bez instalace a Skoleni
Loading Block Hlinikovy blok pro ruéni nastaveni reakce 9018901
72 x 0.1ml Tubes pomoci jednokanalové pipety s vyuzitim

zkumavek 72x 0,1 ml
Strip Tubes and Caps, 250 stripli po 4 zkumavkach s vicky, 981103
0.1ml (250) pro 1 000 reakci
Strip Tubes and Caps,  10x 250 stript po 4 zkumavkach s vicky na 981106
0.1ml (2500) 10 000 reakci
Souprava QlAamp DNA FFPE Tissue Kit — pro purifikaci genomové
DNA z tkani zalitych v parafinu
QlAamp DNA FFPE Pro pfipravu 50 vzork( DNA: 50 kolonek 56404
Tissue Kit (50) QIAamp MinElute® Columns, proteinaza K,

pufry, sbérné zkumavky Collection Tubes (2 ml)
QIAsymphony DSP DNA Mini Kit — pro automatickou purifikaci DNA
z 1-96 vzorki
QIAsymphony DSP Pro 192 preparatu, kazdy po 200 ul: 937236
DNA Mini Kit (192) obsahuje 2 kazety s reagenciemi, stojany

na enzymy a pfislusenstvi
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Vyrobek Obsah Kat. €.
Pristroj QIAsymphony SP a prislusenstvi
QIAsymphony SP Modul pro pfipravu alikvotd QIAsymphony: 9001751
System zahrnuje instalaci a $koleni a ro¢ni zaruku na
vS§echny ¢asti a provedeni
QIAsymphony SP Modul pro pfipravu alikvotd QIAsymphony: 9001297
zahrnuje ro¢ni zaruku na vSechny ¢asti
a provedeni
Sample Prep 8jamkové kazety pro pfipravu alikvotl pro 997002
Cartridges, 8-well (336) pouziti s pfistrojem QIAsymphony SP
8-Rod Covers (144) Vicka 8-Rod Covers pro pouziti v pfistroji 997004
QlAsymphony SP
Filter-Tips, 200 pl, Spicky s filtrem na jedno pouZiti, ve stojanech:; 990332
Qsym SP (1024) (8x 128). Pro pouziti s pfistroji QlAcube a
QlAsymphony SP/AS
Filter-Tips, 1500 pl, Spicky s filtrem na jedno pouZiti, ve stojanech: 997024
Qsym SP (1024) (8x 128). Pro pouziti s pfistroji QlIAsymphony
SP/AS
Elution Microtubes CL  Nesterilni polypropylenové zkumavky 19588
(24 x 96) (maximalni kapacita 0,85 ml, kapacita pro
uchovavani méné nez 0,7 ml, eluéni kapacita
0,4 ml); 2 304 ve stojanech po 96; v&etné stripl
s vicky
Cinidla
RNase A (17,500 U) 2,5 ml (100 mg/ml; 7 000 jednotek/ml, roztok) 19101
Buffer ATL (200 ml) Tkanovy lyzovy pufr, 200 ml, pro 1 000 preparat( 19076

Aktualni licenéni informace a odmitnuti odpovédnosti specifické pro vyrobek jsou uvedeny
v pfiruéce pro soupravu QIAGEN nebo uzivatelské pfiru€ce. Prfirucky k soupravam
QIAGEN a uzivatelské pfirucky jsou k dispozici na strankach www.qgiagen.com nebo si je

Ize vyzadat od technickych sluzeb spoleénosti QIAGEN nebo mistniho distributora.
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Historie revizi dokumentu

Datum Zmény

R5, ¢ervenec 2020 Revidovana ¢ast Interpretace vysledku, do niz byly doplnény informaci tykajici se
klasifikace kontrol a alikvotll v zavislosti na detekci hodnoty Ct

Revidovany sloupec Kontrola IDH1/IDH2 divokého typu v tabulce 7 pro
Cr IDH Mut R172K a ACt ibH2 Mut R172K

Revidované sloupce Alikvot 1 a Alikvot 2 v tabulce 11 pro Cr ipH1 Mut R132C,
ACT IDH1 Mut R132C, CT IDH2 Mut R172K, & ACT IDH2 Mut R172K
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Tato stranka je umysiné ponechana prazdna.
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Omezena licenéni smlouva pro soupravu therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit

Pouzivanim tohoto vyrobku vyjadfuje kterykoliv kupujici nebo uzivatel produktu svij souhlas s nésledujicimi podminkami:

1.

Tento vyrobek se muze pouzivat vyhradné v souladu s protokoly poskytnutymi s timto vyrobkem a touto pfirukou a pro pouziti pouze se soucastmi
dodanymi v soupravé. Spolecnost QIAGEN neposkytuje Zzadnou licenci svych dusevnich prav k pouzivani nebo zaclenéni soucasti, které jsou obsazeny

v této soupravé, spolecné s kterymikoliv soucastmi, které nejsou v této soupravé obsazeny, s vyjimkou pfipadd popsanych v této priruéce a dalich
protokolech dostupnych na strankach www.qiagen.com. Nékteré z téchto dopliujicich protokoll byly poskytnuty uZivateli vyrobku spoleénosti QIAGEN pro
jiné uzivatele vyrobk QIAGEN. Tyto protokoly nebyly spolenosti QIAGEN dukladné testovany ani optimalizovany. Spoleénost QIAGEN nezarucuje ani
neposkytuje zaruku na to, Ze neporusuiji prava tretich stran.

Spolecnost QIAGEN neposkytuje Zadnou jinou zaruku nez vyslovné stanovené licence v tom smyslu, Ze tato souprava a/nebo jeji pouZiti nenarusuje prava
tretich stran.

Tato souprava a jeji soucasti jsou licencovany k jednorazovému pouZziti a nesmi se pouzivat opakované, prepracovavat ani opakované prodavat.
Spole¢nost QIAGEN specificky odmita jakékoliv dalsi vyslovné nebo nepfimé licence s vyjimkou téch, které jsou uvedeny vyslovné.

Kupujici a uZivatel této soupravy souhlasi s tim, Ze nepodnikne ani nikomu jinému neumoZzni podniknout zadné kroky, které by mohly vést k jakékoliv shora
zakazané cinnosti anebo ji usnadnily. Spole¢nost QIAGEN miiZze prosazovat zakazy tohoto ujednani o omezené licenci u kteréhokoliv soudu, a bude
vyzadovat kompenzaci za veskeré naklady vynaloZené na vySetifovani a soudni vylohy véetné poplatk(l za pravni zastupce v pfipadé jakéhokoliv soudniho

sporu s cilem prosadit toto ujednani o omezené licenci nebo kteréhokoliv ze svych prav k dusevnimu vlastnictvi v souvislosti se soupravou nebo jejimi
soucastmi.

Pro aktualizovana licenéni ustanoveni viz www.giagen.com.

Tento vyrobek je uréen pro diagnostiku in vitro. Vyrobky spolenosti QIAGEN nesmi byt dale prodavany, upravovany pro dalsi prodej ani pouZity pro vyrobu
komerénich vyrobkl bez pisemného schvaleni spole¢nosti QIAGEN.

Informace v tomto dokumentu se mohou ménit bez pfedchoziho upozornéni. Spole¢nost QIAGEN nepfebira odpovédnost za jakékoliv chyby, které se mohou
vyskytnout v tomto dokumentu. Tento dokument je povaZovan za Uplny a presny v dobé publikace. Spole¢nost QIAGEN nenese za zadnych okolnosti odpovédnost
za nahodné, zvlastni, vicenasobné nebo nasledné Skody v souvislosti nebo vyplyvajici z pouZiti tohoto dokumentu.

Na vyrobky spolecnosti QIAGEN se vztahuje zaruka, Ze splfiuji uvadéné specifikace. Vyhradni uvaZeni spole¢nosti QIAGEN a nahrada zékaznikovi je omezeno na
bezplatnou vyménu vyrobku v pfipadé, Ze vyrobek nesplni vlastnosti dle zaruky.

Koupé tohoto vyrobku opraviuje kupujiciho k jeho uziti k provedeni diagnostickych sluzeb pro humanni diagnostiku in vitro. Timto neni udélen zadny vieobecny
patent ani jina licence jakéhokoliv druhu, s vyjimkou tohoto specifického prava k pouziti po koupi.

Mutace IDH1/2 a jejich pouZiti jsou chranény patentovymi pravy, véetné evropskych patentovych pfihlasek EP2326735 a EP2546365, americkych patentovych
prihlasek US2011229479 a US2012202207 a zahrani¢nich protéjsku.

Nakup tohoto vyrobku nezarucuje Zadna prava na jeho pouziti v klinickych hodnocenich pro Iéky zacilené na IDH1/2. Spole¢nost QIAGEN vytvafi pro takova pouZiti
specifické licencni programy. Obratte se prosim naSe pravni oddéleni na adrese idhlicenses@giagen.com.

Ochranné znamky: QIAGEN®, QIAamp®, QIAsymphony® MinElute®, Rotor-Gene®, therascreen® (QIAGEN Group); FAM™ (Life Technologies Corporation);
Histolemon™ (Carlo Erba); Sarstedt® (Sarstedt AG).

1119896 07-2020 HB-1566-005 © 2020 QIAGEN, v3echna prava vyhrazena.

PFiruc¢ka k soupravé therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit 07/2020 59


http://www.qiagen.com/
http://www.qiagen.com/
mailto:idhlicenses@qiagen.com

Objednavky www.giagen.com/shop | Technick& podpora support.giagen.com | Webova stranka www.giagen.com



http://www.qiagen.com/shop
http://support.qiagen.com/
http://www.qiagen.com/

	Účel použití
	Shrnutí a vysvětlení
	Princip testu
	Celkové reakční směsi
	Reakční směsi pro detekci mutací
	Reakční směsi pro identifikaci mutací

	Dodávané materiály
	Obsah soupravy

	Další potřebné materiály, které nejsou součástí soupravy
	Činidla (manuální extrakce DNA)
	Činidla (automatická extrakce DNA)
	Spotřební materiály
	Dodatečné spotřební materiály pro automatickou extrakci DNA
	Vybavení
	Přídatné vybavení pro automatickou purifikaci

	Varování a bezpečnostní opatření
	Informace o bezpečnosti
	Všeobecná bezpečnostní opatření

	Skladování činidel a manipulace s nimi
	Podmínky pro přepravu
	Skladování
	Stabilita

	Manipulace se vzorky a jejich uložení
	Postup
	Extrakce a příprava DNA
	Použití soupravy QIAamp DNA FFPE Tissue Kit
	Postup deparafinizace sklíček při použití soupravy QIAamp DNA FFPE Tissue Kit
	Použití soupravy QIAsymphony DSP DNA Mini Kit
	Postup deparafinizace sklíček při použití soupravy QIAsymphony DSP DNA Mini Kit
	Genomová DNA

	Protokol: Detekce mutací IDH1/2
	Důležité body před zahájením používání
	Postup


	Interpretace výsledků
	Kontrola vody
	Kontrola kvality pomocí hodnot CT kontrol
	Validace vstupu alikvotu
	Výsledky alikvotů
	Detekce mutace IDH1/2
	Identifikace mutace IDH1/2
	Interpretace mutací IDH1/2

	Řešení potíží

	Kontrola kvality
	Omezení
	Charakteristika funkčních vlastností
	Hodnoty meze slepého alikvotu (limit of blank, LOB)
	Limit detekce (limit of detection, LOD)
	Účinek vstupní hladiny DNA
	Opakovatelnost a reprodukovatelnost
	Srovnání metod
	Srovnání s imunohistochemií (immunohistochemistry, IHC) pro detekci IDH1/R132H.
	Srovnání s obousměrným sekvenováním


	Literatura
	Symboly
	Informace pro objednání
	Historie revizí dokumentu

