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Numatytoji paskirtis

.herascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit* yra in vitro diagnostinis testas, paremtas PCR
technologija, skirtas kokybiniam IDH1 geno 7 mutacijy ir IDH2 geno 5 mutacijy aptikimui ir
tiesioginiam 3 pagrindiniy mutacijy DNR, iSskirtoje i§ formalinu fiksuoto parafine esancio

(FFPE) Zmogaus smegeny audinio, nustatyti.

stherascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit* skirtas naudoti kaip pagalbiné priemoné, padedanti

klasifikuoti gliomas.
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Santrauka ir paaiskinimas

Mutacijos izocitrato dehidrogenazés (IDH) genuose, IDH1 ir IDH2, daznai aptinkamos
Pasaulio sveikatos organizacijos (PSO) Il ir lll laipsnio gliomose ir PSO IV laipsnio antrinése
glioblastomose (GBM). Be mutacijy teikiamos diagnostinés vertés, IDH1/2 mutacijy buvimas

yra susijes su teigiama glioma serganciy pacienty prognoze (1-13).

stherascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit" yra tyrimas, skirtas 12 specifiniy IDH1/2 mutacijy aptikti:
6 IDH1 geno 132 kodone, 5 IDH2 172 homologiniame kodone ir 1 IDH1 100 kodone (1
lentelé). Taip pat rinkiniu tiesiogiai nustatomos pagrindinés IDH1 ir IDH2 mutacijos, dél kuriy
atsiranda IDH1 R132H, IDH1 R132C ir IDH2 R172K pakaitalai.
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1 lentelé. IDH1 ir IDH2 mutacijos aptiktos naudojant , therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit"

Genas Mutacija Bazinis pokytis COSMIC ID*
Arg132His (R132H) 395G>A COSM28746
Arg132Cys (R132C) 394C>T COSM28747
Arg132Ser (R132S) 394C>A COSM28748
IDH1 Arg132Gly (R132G) 394C>G COSM28749
Arg132Leu (R132L) 395G>T COSM28750
Arg132Val (R132V) 394 395CG>GT COSM28751
Arg100GIn (R100Q) 299G>A COSM88208
Argl72Lys (R172K) 515G>A COSM33733
Arg172Met (R172M) 515G>T COSM33732
R Arg172Trp (R172W) 514A>T COSM34039
Arg172Ser (R172S) 516G>T COSM34090
Arg172Gly (R172G) 514A>G COSM33731

* COSMIC ID paimti i§ ,Catalog of Somatic Mutations in Cancer (Somatiniy vézio mutacijy katalogo)
(www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic).
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Proceduros principas

stherascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit* yra reagenty 9 atskiroms amplifikacijos reakcijoms,
skirtoms 12 mutacijy aptikti, atlikti (1 lentelé):

® IS viso 3 IDH1 geno 132 ir 100 kodony ir IDH2 geno 172 kodono amplifikacijos
reakcijos

e 3|DH1 geno 132 ir 100 kodony ir IDH2 geno 172 kodono mutacijos amplifikacijos
reakcijos

e 3|DH1 R132H, IDH1 R132C ir IDH2 R172K mutacijy mutacijoms badingos
amplifikacijos reakcijos

Bendri reakcijos miSiniai

Bendruose pradmeny ir zondy misiniuose (Bendras PPM) naudojami pradmenys ir zondai

skirti amplifikuoti tiek mutavusias, tiek laukinio tipo tikslines sekas (1 pav.).

Mutacijy aptikimo reakcijy misiniai

Mutacijy aptikimo pradmeny ir zondy misiniuose pradmenys ir zondai, skirti amplifikuoti tiek
mutavusias, tiek laukinio tipo tikslines sekas, sujungiami su oligonukleotidu, 3' blokuotu
pridéjus fosfato grupe, siekiant iSvengti elongacijos (PGR sukibimo), badingos laukinio tipo

tikslinéms sekoms.

Kai PGR matricoje yra laukinio tipo tiksliné seka, 3‘-fosfato oligonukleotidas paveiks PGR
pradmens prisijungima, nes jam badingas didesnis afiniSkumas. DNR polimerazés iSpletimo

néra arba jis mazas ir amplifikacija neaptinkama arba ji maza.

Kai yra mutavusi seka, PGR pradmens prisijungimas paveiks 3‘-fosfato oligonukleotido

prisijungima ir amplifikacija bus tesiama (1 pav.).
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Mutacijy nustatymo reakcijy misiniai

Aleliams badingg amplifikacijg uztikrina amplifikacijos refrakciné mutacijy sistema
(Amplification Refractory Mutation System, ARMS), kurioje iSnaudojama DNR polimerazés

galimybé atskirti atitikima ir neatitikimg PGR pradmens 3' gale.

Kai PGR pradmuo visiSkai sutampa, amplifikacija vyksta visu grei€iu. Kai nesutampa 3’
bazé,amplifikacija vyksta fone nedideliu greiciu (1 pav.).

Bendro PPM IDH - —p | Amplifikacija

WT arba mutavusi G
\ DNR

- -

'y

-

—p => Amplifikacijos
G¢—f — néra arba ji maza
PPM-IDH mut.

(su 3’ oligo-p) /?
IDH mutavusi DNR G F v [ Ampliikacia ]

-
— = [ Amplifiacios
WT DNR G - néra arba ji maza

PPM-IDH1 mut. |  mmeee. >
IDH1 R132H DNR &

—— — Amplifikacijos
IDH1 mutavusi DNR G F néra arba ii maza

M

- —p | Amplifikacija

R132H

| ne R132H

\_ =

' +———, Tiesioginis arba atvirkstinis G——F Dviguby dazy zondas .
p Fosfato oligonukleotidas (oligo-p)

\ . :

1 pav. Rezultatai, gauti naudojant pradmeny ir zondy misinius ,therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit" rinkinyje.
Tas pats principas, nurodytas IDH1 R132H aptikti, taikomas IDH1 R132C ir IDH2 R172K.
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Pateikiamos medziagos

Rinkinio turinys

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit (20)
Katalogo numeris 873011
Reakcijy skaicius 20
LPrimers and Probe Mix for the detection of Bendro PPM IDH1/R132 40 pl
total IDH1/R132“ (Pradmeny ir zondy misinys, 25x

skirtas bendrai IDH1/R132 aptikti)
(laukinio tipo ir mutavusi)

»Primers and Probe Mix for the detection of Bendro PPM IDH2/R172 40 pl
Total IDH2/R172" (Pradmeny ir zondy misinys, 25x

skirtas bendrai IDH2/R172 aptikti)

(laukinio tipo ir mutavusi)

LPrimers and Probe mix for the detection of Bendro PPM IDH1/R100 40 pl
Total IDH1/R100“ (Pradmeny ir zondy misinys, 25x

skirtas bendrai IDH1/R100 aptikti)

(laukinio tipo ir mutavusi)

4Primers and Probe Mix (including PPM-IDH1/R132 mut. 40 pl
Oligo-P) for the detection of Mutated 25x

IDH1/R132" (Pradmeny ir zondy misinys

(jskaitant oligo-p), skirtas mutavusiai

IDH1/R132 aptikti)

4Primers and Probe Mix (including Oligo-P) for PPM-IDH2/R172 mut. 40 pl
the detection of Mutated IDH2/R172“ 25x

(Pradmeny ir zondy miSinys (jskaitant oligo-p),

skirtas mutavusiai IDH2/R172 aptikti)

+Primers and Probe mix (including Oligo-P) for PPM-IDH1/R100 mut. 40 pl
the detection of Mutated IDH1/R100“ 25x

(Pradmeny ir zondy misinys (jskaitant oligo-p),

skirtas mutavusiai IDH1/R100 aptikti)

4Primers and Probe Mix for the identification of PPM-IDH1 mut R132H 40 pl
IDH1 Mut R132H* (Pradmeny ir zondy misinys, 25x
skirtas IDH1 mut. R132H nustatyti)

Lentelés tesinys kitame puslapyje
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Rinkinio turinys (tesinys)

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit (20)
Katalogo numeris 873011
Reakcijy skaicius 20
,Primers and Probe Mix for the PPM-IDH1 mut. R132C 40 pl
identification of IDH1 Mut R132C* 25x

(Pradmeny ir zondy misinys,
skirtas IDH1 mut. R132C nustatyti)

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

(Pradmeny ir zondy misinys,

skirtas IDH2 mut. R172K nustatyti)

,IDH1/IDH2 Wild Type Genomic DNA" LIDH1/IDH2 WT Control“ 270 pl
(IDH1/IDH2 laukinio tipo genominé DNR) (IDH1/IDH2 WT kontroliné

medZiaga)
IDH1/IDH2 mutavusi teigiama kontroliné IDH1/IDH2 teigiama kontroliné 270 pl
medzZiaga medZiaga
,Mix of Taq DNA Polymerase, dNTPs, gPCR pagrindinis misinys 5 x 900 pl
MgClz, and buffer for gPCR* (Taq DNR 2x

polimerazés, dNTPs, MgCl. ir gPCR skirto
buferinio tirpalo misinys)

,Nuclease-Free Water* Vanduo be nukleazés 5 x 525 pl
(vanduo be nukleazés)
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Batinos, bet nepateikiamos priemonés

Dirbdami su cheminémis medziagomis, visada dévékite tinkamg laboratorinj chalata,
mavékite vienkartines pirstines ir naudokite apsauginius akinius. Daugiau informacijos rasite
atitinkamuose saugos duomeny lapuose (,Safety Data Sheet®, SDS), kuriuos gali pateikti

gaminio tiekéjas.

Svarbu. Jsitikinkite, kad visi Sioje proceddroje naudojami instrumentai patikrinti ir sukalibruoti

pagal gamintojo rekomendacijas.

Reagentai (DNR iSskyrimas rankiniu badu)

® DNR iSskyrimo rinkinys: ,QlAamp® DNA FFPE Tissue Kit* (kat. nr. 56404)
e ,RNase A" (17,500 U) (kat. nr. 19101)

e Ksilenas arba ,Histolemon™*" (,Carlo Erba“, kat. nr. 454911,

www.carloerbareagents.com)
e Etanolis (96—-100 %)

® 1x TE buferinis tirpalas, pH 8,0

Reagentai (automatizuotas DNR iSskyrimas)

® DNR iSskyrimo rinkinys: ,QIAsymphony® DSP DNA Mini Kit* (kat. nr. 937236)
e  Buffer ATL" (kat. Nr. 19076 arba 939016)
® ,RNase A“ (kat. nr. 19101)

® Ksilenas arba ,Histolemon* (,Carlo Erba“, kat. nr. 454911,

www.carloerbareagents.com)
e Etanolis (96—-100 %)
® 1x TE buferinis tirpalas, pH 8,0
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Eksploataciniai reikmenys

Skalpeliai

Aerozoliui atsparus sterilds PGR pipeciy antgaliai be nukleazés su hidrofobiniais filtrais
2,0 ml arba 1,5 ml mégintuvéliai be nukleazés

»Strip Tubes and Caps, 0.1 ml“, skirti ,Rotor-Gene Q" (kat. nr. 981103 arba 981106)

Ledas

Papildomi eksploataciniai reikmenys automatizuotas DNR iSskyrimui

® ,Sample Prep Cartridges, 8-well* (kat. nr. 997002)

e 8-Rod Covers” (kat. nr. 997004)

e  Filter-Tips, 200 pl*, ,Qsym SP* (kat. nr. 990332) ir ,Filter-Tips, 1500 pl*, ,Qsym SP*
(kat. nr. 997024)

e  Elution Microtubes CL“ (kat. nr. 19588)

e _Micro tubes 2.0 ml Type H* (,Sarstedt®, kat. nr. 72.693, www.sarstedt.com)

Jranga

® Obijektiniy stikleliy stovas su 2 objektiniy stikleliy vonelémis ksilenui / ,Histolemon* ir
etanoliui

® Mikrolitrinés pipetés, skirtos PGR (1-10 pl; 10-100 pl; 100-1000 pl)

e Staliné centrifuga su rotoriumi, skirta 0,5 ml arba 1,5 ml reakcijy mégintuvéliams ir
mikroploksteléms (galinti pasiekti 13 000-14 000 aps./min.)

e Stalinis purtytuvas

®  Real-time PCR" instrumentas: ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM" ir susijusios
konkrecios medziagos

® 2.1.0 arba naujesnés versijos ,Rotor-Gene Q MDx" programiné jranga

e Biofotometras
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® Termostatinis maiSytuvas, Sildomas Ziedinis maiSymo inkubatorius, kaitinimo blokas

arba vandens vonelé, galinti inkubuoti esant 56 °C ir 90 °C temperatrai

Papildoma jranga automatizuotam iSgryninimui

®  QlAsymphony SP* instrumentas

® 4.0 arba naujesnés versijos ,,QIAsymphony SP* programiné jranga

Jspéjimai ir atsargumo priemones

Skirtas in vitro diagnostikai

Saugos informacija

Dirbdami su cheminémis medZiagomis, visada dévékite tinkama laboratorinj chalata,
mavékite vienkartines pirstines ir naudokite apsauginius akinius. Daugiau informacijos rasite
atitinkamuose saugos duomeny lapuose (,Safety Data Sheets®, SDS). Jie pateikiami PDF
formatu internete www.qiagen.com/safety — Cia galite rasti, perzidQréti ir iSspausdinti
kiekvieno QIAGEN rinkinio ir jy komponenty SDS.

Norédami gauti su naudojimu gryninimo rinkiniu susijusios saugos informacijos, Zr.
atitinkamo rinkinio vadovg. Norédami gauti su instrumentais susijusios saugos informacijos,

Zr. atitinkamo instrumento naudotojo vadova.

Bendrosios atsargumo priemonés

e Tyrimas skirtas naudoti su buferiniame formaline fiksuotais parafine esanciais
(Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded, FFPE) chirurginés rezekcijos audiniy méginiais.

® \Visos cheminés ir biologinés medziagos yra potencialiai pavojingos. Méginiai yra
potencialiai uzkre€iami ir turi bati naudojami kaip biologiSkai pavojingos medziagos.
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® Meéginiy ir tyrimy atliekas iSmeskite laikydamiesi vietiniy saugos procedary.

e  therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit" reagentai yra optimaliai atskiesti. Daugiau
reagenty neskieskite, nes gali sumazéti jy veiksmingumas. Nenaudokite mazesniy kaip
25 pl reakcijos tdriy (reakcijos misinys su méginiu).

® Visi therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit“ sudétyje esantys reagentai numatyti naudoti tik
su kitais reagentais i$ to paties rinkinio. Nekeiskite skirtinguose ,therascreen IDH1/2

RGQ PCR Kit* esanciy reagenty, nes tai gali turéti jtakos veiksmingumui.

® Papildomi jspéjimai, atsargumo priemonés ir procediros pateiktos ,Rotor-Gene Q MDx

5plex HRM* instrumento naudotojo vadove.
® Pakeitus inkubavimg ir temperatdrg gali bati gauti klaidingi arba priestaringi duomenys.
® Pasibaigus tinkamumo laikui, komponenty naudoti negalima.
® Pradmeny ir zondy misSinius galima pakeisti, jei jie buvo laikomi Sviesoje.
® Bukite ypa€ atsargus, kad iSvengtuméte miSiniy uzters§imo sintetinémis medziagomis,
kuriy yra teigiamos kontrolinés medZiagos reagente.

® Bukite ypaC atsargus, kad iSvengtuméte uzterSimo DNaze, nes tai gali lemti DNR

matricos irima.
® Ruosdami reakcijy miSinius ir pridédami matricos naudokite atskiras specialias pipetes.

® Reakcijy miSinius ruoskite ir lasinkite kitoje vietoje, atskirtoje nuo tos, kurioje pridedama
matricos.

e Neatidarykite ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*" instrumento, kol nebaigsite tyrimo.
e UzZbaige tyrima, neatidarykite ,Rotor-Gene Q MDx Splex HRM* mégintuvéliy.
® Norint uztikrinti tinkamg méginiy tyrima reikia bati atidiems ir ypac atkreipti démesj j

netinkamg méginio jvedima, jkélimo klaidg ir lasinimo pipete klaida.
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Reagenty laikymas ir naudojimas

Gabenimo salygos

.therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit" pateikiamas ant sauso ledo. Jei pristadius ,therascreen
IDH1/2 RGQ PCR Kit* kuris nors jo komponentas néra uzSaldytas, pervezant buvo atidaryta
iSoriné pakuoté, néra vaztaras€io, naudojimo vadovo arba reagenty, susiekite su vienu i
QIAGEN techninés priezilros skyriy arba vietiniy platintojy (zr. virSelj arba apsilankykite
www.giagen.com).

Laikymas

Gavus ,therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit*, jj i$ karto reikia padéti laikyti nuo —30 iki —15 °C

temperatiroje, pastovig temperatlrg palaikan¢iame ir apsaugotame nuo Sviesos Saldiklyje.

Stabilumas

Laikant nurodytomis laikymo salygomis, ,therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit* iSlieka stabilus
iki nurodytos galiojimo datos.

Atidarytus reagentus galima laikyti jy originalioje pakuotéje nuo —30 iki —15 °C temperatiroje
iki ant pakuotés nurodytos datos. Venkite pakartotinai atSildyti ir uzSaldyti. Atlikite ne daugiau
kaip 5 atSildymo ir uzsaldymo ciklus.
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Bandiniy naudojimas ir laikymas

stherascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit" skirtas naudoti su DNR méginiais, i$skirtais i§ formalinu
fiksuoto parafine esancio (Formalin-Fixed Paraffin Embedded, FFPE) auglio audinio, paimto
atlikus chirurgine smegeny véziu serganciy Zmoniy rezekcijg. Su visais audiniy méginiais
turi bati elgiamasi kaip su potencialiai pavojingais.

® Audinio bandinys turi bati uzfiksuotas 4—10 % neutraliu buferiniu skysc€iu atskiestame
formaline (Neutral Buffered Formalin, NBF).

® 10 um sekos atpjovos turi bdti atpjautos nuo parafino bloko ir uzdétos ant objektiniy
stikleliy.

® Patyres asmuo (pvz., patalogas) turéty jvertinti hematoksilinu ir eozinu (Hematoxilyn
and Eosin, H&E) nudazytg auglio Iasteliy atpjova ir plotg. DNR iSskirti naudokite sekos
atpjovas.

e Galima tirti tik tas atpjovas, kuriy 240 % ploto uzima auglio Igstelés.

e Jei atpjovy audinio plotas yra <50 mm?, rekomenduojame apdoroti pakankama atpjovy
skaiciy, kad bendras audinio plotas baty padidintas bent iki 50 mm?2 (100 mm?
naudojant automatizuotg i8skyrimg ,QIAsymphony SP*).

® Auglio méginius, blokus, objektinius stiklelius ir méginius Zymékite, naudokite ir
laikykite paruostus iSskyrimui valdomu bldu pagal vietines procediras.

® FFPE blokus ir objektinius stiklelius laikykite kambario temperattroje. Norint naudoti su
Jtherascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit" objektinius stiklelius galima laikyti kambario
temperatdroje iki 4 savaiciy prie$ pradedant iSskirti DNR.

® |[Sskirta genominé DNR gali bati laikoma iki 1 savaités temperatlroje 2—-8 °C
arba 8 savaites temperatiroje nuo —25 iki —15 °C.
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Procedura

DNR iSskyrimas ir paruoSimas

Naudokite ,QlAamp DNA FFPE Tissue Kit* (kat. nr. 56404) arba ,,QIAsymphony DSP DNA
Mini Kit* (kat. nr. 937236), kad iSgrynintuméte genomine DNR i§ méginiy, paruosty i§ FFPE

smegeny auglio bandiniy.

Pastaba. ,therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit" buvo patvirtintas naudoti tik su ,QlAamp DNA
FFPE Tissue Kit* arba ,QIAsymphony DSP DNA Mini Kit*. Nenaudokite kity DNR iSskyrimo
rodukty.

.QlAamp DNA FFPE Tissue Kit* naudojimas

DEMESIO | AtidZiai perskaitykite toliau nurodytus pakeitimus, kuriuos
reikia pritaikyti ,QlAamp" protokolui.

Norédami suzinoti, kaip paruosti méginius prie$ deparafinavimg ir DNR i§skyrima, Zr.
.Pradinés medziagos” ,QlAamp DNA FFPE Tissue“ vadove ir Sio vadovo 17 psl. esantj
skyriy Bandiniy naudojimas ir laikymas.

»,QIAamp DNA FFPE Tissue Kit" turi bati naudojamas tik rankiniu bddu.

Turi bati atliktas ,,QlAamp DNA FFPE Tissue" vadove aprasytas RNazés veiksmas.
Nenaudokite QIAGEN ,Deparaffinization Solution“. Deparafinizuokite naudodami tik
ksileno / etanolio metoda, aprasyta ,Objektiniy stikleliy deparafinavimo procedira
naudojant ,QlAamp DNA FFPE Tissue Kit*, Zemiau. Ksileng galima pakeisti
LHistolemon* (ksileno pakaitalu).

Proteinazés K skaidymas turi bati vykdomas 1 valanda.

Méginiai turi bati iSplauti j 30 pl buferinio tirpalo (,Buffer ATE") i$ ,,QlAamp DNA FFPE

Tissue Kit* du kartus.

18
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Objektiniy stikleliy deparafinavimo procedira naudojant ,QIAamp DNA FFPE

Tissue Kit*

1. Objektinius stiklelius sudékite j specialy objektiniy stikleliy stova.

2. Obijektiniy stikleliy stova jdékite j objektiniy stikleliy vonele su ksilenu arba ,Histolemon*
2 minutéms. 2 ar 3 judesiais pakratykite atgal ir j priek].

3. |dékite stova j antrag objektiniy stikleliy vonele su etanoliu (96—-100 %) 2 minutéms. 2 ar
3 judesiais pakratykite atgal ir j priekj.

4. 18dziovinkite objektinius stiklelius temperattroje 15-37 °C. Tai uztruks keletg minuciy.

5. Pazymékite kiekvieno méginio 1,5 ml mikrocentrifugos mégintuvélius ir j kiekvieng
mégintuvélj jpilkite 180 pl ,,Buffer ATL" (i5 ,QlAamp DNA FFPE Tissue Kit").

6. Kelis ,Buffer ATL" laSus uzlaSinkite ant audinio atpjovy ant objektiniy stikleliy (kad
uzdengtuméte audinio pavirsiy).

7. Steriliu skalpeliu nugrandykite audinio plotg ir nugrandytg audinj jdékite j atitinkamg
pazymeétg mikrocentrifugos mégintuvélj.

8. | kiekvieng mégintuvélj jpilkite 20 pl proteinazés K (i$ ,QlAamp DNA FFPE Tissue Kit")
ir purtydami sumaiSykite.

9. Inkubuokite 56 °C temperatdroje 1 val.

Toliau atlikite 90 °C inkubavimo veiksmg, nurodytg ,QlAamp DNA FFPE Tissue Kit"
protokole (2012 m. birzelio mén. ,QlAamp DNA FFPE Tissue" vadovo 13 psl. nurodytas
12 veiksmas).
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,QIAsymphony DSP DNA Mini Kit* naudojimas

DEMESIO | AtidZiai perskaitykite toliau pateikiamus pakeitimus, kurie turi bati

pritaikyti ~QIAsymphony SpP* protokolo lape.
Tissue_LC_200_V7_DSP.

Norédami suzinoti, kaip paruosti méginius prie$ deparafinavimg ir DNR iSskyrima, Zr.
.Bandiniy naudojimas ir laikymas*, 17 psl.
Turi bati atliktas ,QlAsymphony SP* protokolo lape apraSytas RNazés veiksmas.

Nenaudokite QIAGEN ,Deparaffinization Solution“. Deparafinizuokite naudodami tik
ksileno / etanolio metodg, apradytg Objektiniy stikleliy deparafinavimo procedira
naudojant ,,QIAsymphony DSP DNA Mini Kit* Zemiau. Ksileng galima pakeisti
~Histolemon* (ksileno pakaitalu).

Proteinazés K skaidymas turi bati vykdomas 1 valanda.

Jutikliniame ekrane turi bati pasirinktas 50 pl eliuavimo tdris.

Objektiniy stikleliy deparafinavimo procedira naudojant ,QIAsymphony DSP DNA
Mini Kit*

Deparafinavimg atlikite vadovaudamiesi toliau pateikiamais veiksmais, kurie skiriasi nuo
protokolo, pateikiamo ,QIAsymphony SP* protokolo lape: Tissue_LC_200_V7_DSP.

. Objektinius stiklelius sudékite j specialy objektiniy stikleliy stova.

Objektiniy stikleliy stovg jdékite j objektiniy stikleliy vonele su ksilenu arba ,Histolemon*
2 minutéms. 2 ar 3 judesiais pakratykite atgal ir j priek;.

Jdékite stovg j antrg objektiniy stikleliy vonele su etanoliu (96-100 %) 2 minutéms. 2 ar
3 judesiais pakratykite atgal ir j priekj.

ISdziovinkite objektinius stiklelius temperatiroje 15-37 °C. Tai uztruks keletg minuciy.

5. Pazymékite kiekvieno méginio 1,5 ml mikrocentrifugos mégintuvélius ir j kiekvieng

mégintuvelj jpilkite 220 ul ,Buffer ATL".

20
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6. Kelis ,Buffer ATL" laSus uzlaSinkite ant audinio atpjovy ant objektiniy stikleliy (kad
uzdengtuméte audinio pavirsiy).

7. Steriliu skalpeliu nugrandykite audinio plota ir nugrandytg audinj jdékite j atitinkama
pazymétg mikrocentrifugos mégintuvél;.

8. | kiekvieng mégintuvélj jpilkite 20 pl proteinazés K (i$ ,QlAamp DNA FFPE Tissue Kit")
ir purtydami sumaisykite.

Toliau atlikite 56 °C inkubavimo veiksma, nurodytg ,QIAsymphony SP“ protokolo lape:
Tissue_LC_200_V7_DSP protokole (2012 m. balandzio mén. protokole ,Deparafinavimas

naudojant ksileng“ nurodytas 12 veiksmas). Inkubuokite 56 °C temperatdroje 1 val.

Genominé DNR

ISskirta genomine DNR laikykite iki 1 savaités temperatiroje 2-8 °C arba 8 savaites
temperattroje nuo —25 iki —15 °C.

DNR kiekis turi biti nustatytas matuojant méginio optinj tankj (Optical Density, OD) ties 260
nm.

Atskieskite DNR iki 5 ng/ul koncentracijos 1x TE buferiniame tirpale esant pH 8,0.

PGR reakcija pritaikyta méginiams, kuriuose yra 25 ng igrynintos genominés DNR.
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Protokolas: IDH1/2 mutacijy aptikimas

Svarbi informacija prie$ pradedant

® Norédami optimaliai naudoti ,therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit“, méginius
sugrupuokite j partijas po 4. Naudodami mazesnes partijas, ,therascreen IDH1/2 RGQ
PCR Kit" rinkiniu iStirsite maziau meéginiy.

® Rekomenduojame visus méginius istirti vieng kartg per PGR tyrima, kaip
nurodyta 2 lenteléje, ir naudoti 3 lenteléje ir 2 pav. nurodytg jkrovos bloka ir

rotoriaus nustatyma.

2 lentelé. ,,Rotor-Gene Q MDx“ instrumenty su 72 mégintuvéliy rotoriumi reakcijy skaicius

Méginiai Reakcijos
n DNR méginiai n x 1 reakcija
2 DNR kontrolinés medziagos 2 reakcijos: teigiama ir WT kontrolinés medziagos,

kiekviena itirta vieng kartg per PGR tyrimg

Vandens kontroliné medziaga 1 reakcija
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T WTC: Laukinio tipo kontroliné medziaga.

* PC: Teigiama kontroliné medziaga.
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2 pav. Eksperimentui naudojant , therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit“ siilomas rotoriaus nustatymas.

Svarbu. Méginj visada jdékite j 1 rotoriaus vietg. Kitu atveju instrumentu nebus atliktas
kalibravimas ir bus gauti neteisingi fluorescencijos duomenys.
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Proceddra

1.

IStirpdykite visus batinus komponentus ir padékite ant ledo.

2. Paruoskite toliau nurodytus PGR misSinius atsizvelgdami j apdorojamy méginiy skaiciy.

Pastaba. Visos koncentracijos skirtos galutiniam reakcijos tariui.

4 lenteléje apraoma laginimo pipete schema, naudojama ruosiant viena reagenty misinj,
apskaitivota taip, kad galutinis reakcijos tiris baty 25 pl. 13ankstinis misinys gali bati
paruodtas visiems PPM atsizvelgiant j reakeijy skaigiy. Jiraukti papildomi tariai siekiant

kompensuoti lasinimo pipete klaidas.

4 lentelé. PGR miSiniy paruosimas

ISankstinis misinys: Galutiné

Komponentas 1 reakcija (pl) 7 + 1 reakcija (pl) koncentracija
,QPCR" pagrindinis misSinys, 2x 12,5 100 1x
PPM,* 25x 1 8 1x
Vanduo be nukleazés 6,5 52 -
Méginys arba kontroliné medziaga® 5 P05 _

(bus dedamas atliekant 4 veiksma)

Bendrasis tiris 25 Po 25 -

* ParuoSkite 9 iSankstinius miSinius su kiekvienu rinkinyje pateiktu PPM.
T Teigiama kontroliné medziaga, neigiama kontroliné medziaga ir vandens kontroliné medziaga.

3. 20 ul i$ anksto paruosto tirpalo i$pilkite j kiekvieng ,Rotor-Gene" mégintuvélj (3 lentelé).

|pilkite 5 pl medZiagos, kurig reikia kiekybikai jvertinti (25 ng méginio genominés DNR
arba kontrolinés medziagos), j atitinkama mégintuvélj (bendrasis taris — 25 pl; 3 lentelé).
Létai sumaiSykite traukinédami pipete aukStyn ir Zemyn.

Mégintuvélius jdékite j kartu su instrumentu pateiktg adapterj (2 pav.).

Pastaba. | neuzimtas vietas turi bti jdéti tusti mégintuvéliai.

Visg adapterj jdékite j ,Rotor-Gene Q MDx" instrumenta.

Uzprogramuokite ,Rotor-Gene Q MDXx" instrumentg naudodami Siluminio ciklo
programa, kaip nurodyta 5 lenteléje.
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5 lentelé. Temperatiros profilis

,Hold“ Temperatdra: 95 °C

(Sulaikymas) . .
Laikas: 10 min.

,Cycling® 40 kart.

(Ciklai)

95 °C temperataroje 15 sek.

60 °C temperataroje 60 sek. su ,FAM™* fluorescencijos gavimu Zaliame kanale:
»Single* (vienas)

9. Dialogo lange ,New Run Wizard*“ (naujo tyrimo vedlys) spustelékite ,Gain

Optimisation” (Gavimo optimizavimas), kad atidarytuméte dialogo langg ,,Auto-Gain

Optimisation Setup” (automatinio gavimo optimizavimo nustatymas). Nustatykite zalio

kanalo intervalg nuo ,2FI“, skirtg ,Min Reading“ (Min. rodmeniui), iki ,10FI", skirtg

.Max Reading” (Maks. rodmeniui).

10.Pazymékite langelj ,Perform Optimisation Before 1st Acquisition* (Atlikti

optimizavimg prie$ pirmg gavima) ir uzdarykite dialogo langg ,,Auto-Gain Optimisation

Setup” (Automatinio gavimo optimizavimo nustatymas).

11.Paleiskite Siluminio ciklo programa.

12.Kai Siluminis ciklas bus uzbaigtas, atlikite toliau nurodytus veiksmus.

12a.

12b.

12c.

12d.

12e.

12f.

12g.
12h.

Pasirinkite ,Options* (Parinktys) > ,Crop Start Cycles” (Panaikinti pradinius
ciklus). PaSalinkite duomenis prie$ 10 ciklg, kad iSmestuméte bet kokius
artefaktus.

Pasirinkite ,Analysis” (Analizé) > ,Cycling A. Green from 10“ (,Cycling A.
Green” nuo 10), ataskaitoje nurodytg kaip ,kairé slenkstiné reikSmé = 10,00
Pasirinkite ,Dynamic Tube“ (Dinaminis mégintuvélis) kaip normalizavimo metodg
ir ,Slope Correct” (Teisingas nuolydis), kad iStaisytumeéte triukSmo nuolyd;.
Nustatykite ,Outlier Removal“ (ISsiskirianc¢iojo pasalinimas) j 0% (0 %) (atitinka
NTC slenkstine reikSme).

Nustatykite, kad ,Reaction Efficiency Threshold“ (Reakcijos efektyvumo
slenkstiné reikSmé) bty iSjungta.

Nustatykite slenkstine reikSme, lygig 0.03 (0,03).

Nustatykite diagrama kaip linijine skale.

Pasirinkite Digital Filter: Light (Skaitmeninis filtras: apSvietimas).

26
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Rezultaty aiskinimas

Vandens kontrolinés medZiagos

Tiriant visus pradmeny ir zondy miSinius vandens kontrolinés medziagos (ne matricos

kontrolinés medziagos) turéty pateikti nulines Cr reikSmes.

Jei naudojant vandens kontroline medziagg gaunama teigiama Ct reikSme, taip yra dél

kryZminio uzter§Simo. Norédami rasti sprendimg, zr. , Trik€iy Salinimo vadovas“, 36 psl.

Kokybés kontrolé naudojant kontroliniy medzZiagy Cr reikSmes

IDH1/2 laukinio tipo kontroline medziaga (,Wild-Type Control“, WTC) ir mutavusia IDH1/2
teigiama kontroline medziaga (Mutated Positive Control, Mut-PC) leidziamas eksperimento
patvirtinimas.

e Jei Ct reikSmés néra, kontroliné medziaga klasifikuojama kaip neigiamos mutacijos
atitinkamame aptikimo tyrime.

e Jei Ct reikSmés aptinkamos, kiekvienos kontrolinés medziagos ACt apskaiciuokite
toliau nurodytu badu

ACT 1pH1/R132 mut. = Ct IDHL/R132 mut. — CT Bendras IDH1/R132
ACT 1pH2/R172 mut. = CT IDH2/R172 mut. — CT Bendras IDH2/R172
ACt 1DH1/R100 mut. = CT 1IDHL/R100 mut. — CT Bendras IDH1/R100
ACT 1DH1 mut. R132H = C7 1DH1 mut. R132H — CT Bendras IDHL/R132
ACT 1DH1 mut. R132¢ = CT IDH1 mut. R132C¢ — CT Bendras IDH1/R132

ACT 1DH2 mut. R172K = Ct IDH2 mut. R172K — Cr Bendras IDH2/R172
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Kontrolinés medziagos klasifikuojamos kaip teigiamos mutacijos, jei ACt reikSmés yra
mazesnés uz 6 lenteléje nurodytas atitinkamas ACr ribines reikSmes arba joms lygios. Jei
ACtreik8mé yra didesné uz ribine reikSme, svarstomo mutacijos tyrimo kontroliné medziaga
klasifikuojama kaip neigiamos mutacijos.

6 lentelé. Kiekvieno mutacijos tyrimo ribinés reikSmés

Mutacijy tyrimas Ribiné reikSmé (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 Atlikus visus mutacijos tyrimus IDH1/2 laukinio tipo kontroliné medziaga turi bati

neigiamos mutacijos (7 lentelé).

e Atlikus visus mutacijos tyrimus mutavusi IDH1/2 teigiama kontroliné medziaga turi bati
teigiamos mutacijos (7 lentelé).

Visas eksperimentas pripazjstamas netinkamu, jei viena arba abi salygos néra jvykdytos.
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7 lentelé. Kontroliniy medziagy patvirtinimo atlikimo pavyzdys

IDH1/IDH2 WT IDH1/IDH2 teigiama
Reiksmé Vanduo (NTC) kontroliné medziaga kontroliné medziaga
CT Bendras IDH1/R132 Neaptikta 25,45 23,95
CT IDHI/R132 mut. Neaptikta 34,32 25,76
ACT IpH1/R132 mut Neaptikta 8,87 1,81
Cr Bendras IDH2/R172 Neaptikta 25,42 24,93
Cr IDH2/R172 mut. Neaptikta 34,36 26,36
ACT IDH2/R172 mut Neaptikta 8,94 1,43
C+ Bendras IDH1/R100 Neaptikta 26,30 24,69
Cr IDHL/R100 mut. Neaptikta 33,04 26,39
ACT IDH1/R100 mut Neaptikta 6,74 1,70
Cr IbH1 mut. R132H Neaptikta 35,20 26,48
ACT IDH1 mut. R132H Neaptikta 9,75 2,53
C IDHL mut. R132C Neaptikta 37,16 27,07
ACT IDH1 mut. R132C Neaptikta 11,71 3,12
Cr IpH2 mut. R172K Neaptikta Néra aptikta 27,97
ACT IpH2 mut. R172K Neaptikta Néra 3,04
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Méginio jvesties patvirtinimas
Méginio jvestis turi bti patvirtinta prie$ aiSkinima.

Cr reikSmé, gauta méginiui su kiekvienu bendru PPM (Crt Bendras IpH1/R132, CT Bendras IDH2/R172 If
Cr Bendras IDH1/R100), turi bati Zemesné uz 32,00. Crt gendras reikSmes, kurios yra 232,00, gautos
dél prastos kokybés DNR. Méginj reikia istirti dar kartg. Jei DNR kiekis vis dar per mazas,

iSskirkite daugiau auglio audinio, jei yra (zr. , Trik¢iy Salinimo vadovas*, 36 psl.).
Meginiy rezultatai

IDH1/2 mutacijy aptikimas

Apskaiciuokite kiekvieno méginio ACt reikSmes, gautas atlikus kiekvieng mutacijos aptikimo
tyrimg (PPM-IDH1/R132 mut., PPM-IDH2/R172 mut., PPM-IDH1/R100 mut.), kaip nurodyta

toliau.

ACt ipH1/R132 mut. = CT 1IDHL/R132 mut. — CT Bendras IDH1/R132
ACT ipH2/R172 mut. = C1 IDH2/R172 mut. — CT Bendras IDH2/R172
ACT 1DH1/R100 mut. = CT 1DHL/R100 mut. — CT Bendras IDH1/R100

Jei mutacijos aptikimo tyrimo Ct reikSmés néra, svarstomos mutacijos méginys turi bati
klasifikuojamas kaip neigiamos mutacijos.

Méginiai klasifikuojami kaip teigiamos mutacijos, jei atitinkamo mutacijos aptikimo tyrimo
ACr ribiné reikSmé yra mazesné uz 8 lenteléje nurodytg AC+ ribine reikSme arba jai lygi.
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8 lentelé. Kiekvieno mutacijos aptikimo tyrimo ribinés reikSmés

Mutacijy tyrimas Ribiné reikSmeé (AC+)
IDH1/R132 mut. 5,34
IDH2/R172 mut. 6,42
IDH1/R100 mut. 4,65

IDH1/2 mutacijos nustatymas

Apskaiciuokite kiekvieno méginio ACt reikSmes, gautas atlikus kiekvieng mutacijos
nustatymo tyrimg (PPM-IDH1 mut. R132H, PPM-IDH1 mut. R132C, PPM-IDH2 mut. R172K)
, kaip nurodyta toliau.

ACT 1pH1 mut. R132H = Ct IDHL mut. R132H — CT Bendras IDH1/R132
ACT 1pH1 mut. R132¢ = C7 IDHL mut. R132¢ — CT Bendras IDH1/R132
ACT 1DH2 mut. R172Kk = CT IDH2 mut. R172k — CT Bendras IDH2/R172

Jei mutacijos nustatymo tyrimo CT reikSmeés néra, méginys turi bati klasifikuojamas kaip

neigiamos mutacijos.

Méginio mutacija nustatoma, jei atitinkamo mutacijos nustatymo tyrimo ACr ribiné reikSme
yra mazesné uz 9 lenteléje nurodytg ACt ribine reikSme arba jai lygi. ACt aiSkinimo

pavyzdziai rodomi 10 lenteléje ir 11 lenteléje.

9 lentelé. Kiekvieno mutacijos nustatymo tyrimo ribinés reik§més

Mutacijy tyrimas Ribiné reikSmé (ACr)
IDH1 mut. R132H 6,87
IDH1 mut. R132C 7,14
IDH2 mut. R172K 8,49
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10 lentelé. IDH1/2 mutacijos aptikimo pavyzdys

ReikSmé 1 méginys 2 meéginys
C Bendras IDH1/R132 26,39 26,32

Cr 1pHUR132 mut. 33,86 28,29

ACT IDHUR132 mut. 7,47 1,97

Cr Bendras IDH2/R172 26,79 25,79

Cr 1pH2/R172 mut. 35,13 35,21

ACT IDH2/R172 mut 8,34 9,42

C Bendras IDH1/R100 27,20 27,37

CT IDHU/R100 mut. 33,83 33,76

ACT IDHUR100 mut. 6,63 6,39
Mutacijos aptikimas Mutacija neaptikta R132 mutacija aptikta
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11 lentelé. IDH1/2 mutacijos identifikavimo pavyzdys

Ct IDH2 mut. R172K

ACT IDH2 mut. R172K

Mutacijos nustatymas

Néra aptikta

Néra

Mutacija neaptikta

ReikSmé 1 méginys 2 meéginys
C Bendras IDH1/R132 26,39 26,32

Cr 1DHL mut. R132H 33,82 28,27

ACT IDH1 mut. R132H 7,43 1,95

Cr Bendras IDH1/R132 26,39 26,32

Cr IpH1 mut. R132C 37,94 Néra aptikta
ACT 1pH1 mut. R132C 11,55 Néra

Cr Bendras IDH2/R172 26,79 25,79

Néra aptikta

Néra

Aptikta R132H mutacija
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IDH1/2 mutacijy aiSkinimas

Procedira, naudota IDH1/2 mutacijai prie méginiy, kurie yra teigiamos IDH1/2 mutacijos,
priskirti, nurodyta 12 lenteléje. AiSkinimo pavyzdys rodomas 13 lenteléje.

12 lentelé. Aiskinimo vadovas

Mutacijos nustatymas
Aptikta IDH1 Aptikta IDH1 Aptikta IDH2 mut.  Mutacija
mut. R132H mut. R132C R172K neaptikta
R132 mutacija ~ R132H mutacija R132C mutacija - R132 mutacija,
aptikta aptikta aptikta bet ne R132H ir
%) R132C
[
-_g R172 mutacija  — - R172K mutacija R172 mutacija,
g aptikta aptikta bet ne R172K
©
@ R100 mutacija - - - R100
= aptikta
3
5 Mutacija Aptiktas mazas Aptiktas mazas Aptiktas mazas Mutacija
= neaptikta mutacijos mutacijos mutacijos R172K neaptikta
R132H kiekis R132C kiekis kiekis
(nuo 1 % iki 2 %)*  (nuo 1 % iki 4 %)*  (apie 1 %)*

* Sie atvejai gali pasitaikyti retai. Visus méginius ir techninio priimtinumo kriterijus, ypaé auglio Igsteliy kiekj, reikia
patikrinti. Jei patenkinti visi kriterijai, méginys turi bati istirtas dar karta.
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13 lentelé. IDH1/2 mutacijos ataskaitos teikimo ir aiSkinimo pavyzdys

1 méginys 2 meéginys
Mutacijos aptikimas Mutacija neaptikta R132 mutacija aptikta
Mutacijos nustatymas Mutacija neaptikta Aptikta R132H mutacija
Rezultaty aiSkinimas Mutacijy neaptikta ir nenustatyta Mutavusi R132H

Pastaba. Jei méginyje yra 2 arba daugiau ACr+ ribiniy verciy, kurios yra mazesnés nei AC+t
ribinés vertés arba joms lygios, mutacijos bisena priskiriama mutacijai, kurios skirtumas tarp
ribinés vertés ir gauto ACr yra didZiausia. Zr. pavyzdj 14 lenteléje.

14 lentelé. AiSkinimo pavyzdys, jei yra keli teigiami rezultatai

3 méginys 4 méginys
ACT IDH1/R132 mut. 1,24 5,24
ACr ribiné reik8mé ipHyr1z2 mut. 5,34 534
(ACr ribiné reik§mé — ACt) ipHUR132 mut. 4,10 0,10
ACT IDH2/R172 mut. 5,32 5,95
ACr ribiné reik§mé iprzr172 mut. 6,42 6,42
(ACr ribiné reik¥mé — ACr) ipH2/R172 mut. 1,10 0,47
Rezultaty aiSkinimas Mutavusi R132 Mutavusi R172
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TrikCiy Salinimo vadovas

Sis triké&iy $alinimo vadovas gali padéti $alinant atsiradusias triktis. Norédami gauti daugiau

informacijos, apsilankykite svetainéje www.giagen.com.

Pastabos ir pasitlymai

ISskiriant DRN uzsikim$o kolonélé
Nebaigta lizé Centrifuguokite dar kartg.
Likes lizatas gali bati perkeltas j naujg kolonéle.
Pakartokite i§gavimo vykdyma naudodami maziau FFPE audinio.
ISgavimo eliuate nepakanka DNR

Nepakanka FFPE audinio ploto Pakartokite i§gavimo vykdymg naudodami daugiau FFPE audinio

atpjovos.
IDH1/2 WT kontroliné medziaga neaptikta

a) LaSinimo pipete klaidos arba Patikrinkite lasinimo pipete schemg ir reakcijos nustatyma.
praleisti reagentai; mégintuvélio . .
Kartokite PGR tyrima.
arba Sulinélio apvertimai
b)  Netinkamas rinkinio komponenty Laikykite ,therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit* temperatiroje nuo
laikymas. —30 iki —15 °C ir saugokite pradmeny ir zondy misinius nuo

Sviesos. Zr. ,Reagenty laikymas ir naudojimas®, 16 psl.
Atlikite ne daugiau kaip 5 atSildymo ir uzsaldymo ciklus.

c)  Baigési,therascreen IDH1/2 Patikrinkite reagenty laikymo saglygas ir tinkamumo laikg
RGQ PCR Kit" tinkamumo laikas  (zr. rinkinio etikete) ir, jei reikia, naudokite nauja ,therascreen IDH1/2

RGQ PCR Kit".

Neaptikta IDH1/2 teigiama kontroliné medziaga
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Pastabos ir pasitlymai

a)

b)

<)

LaSinimo pipete klaidos arba
praleisti reagentai; mégintuvélio

arba Sulinélio apvertimai

Netinkamas rinkinio komponenty

laikymas

Baigési ,therascreen IDH1/2

RGQ PCR Kit" tinkamumo laikas

Patikrinkite lasinimo pipete schemg ir reakcijos nustatyma.

Kartokite PGR tyrima.

Laikykite ,therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit" temperataroje nuo
—30 iki —15 °C ir saugokite pradmeny ir zondy misinius nuo

$viesos. Zr. ,Reagenty laikymas ir naudojimas*, 16 psl.
Atlikite ne daugiau kaip 5 atSildymo ir uzsaldymo ciklus.

Patikrinkite reagenty laikymo salygas ir tinkamumo laikg (zZr.
rinkinio etiketg) ir, jei reikia, naudokite naujg ,therascreen IDH1/2

RGQ PCR Kit".

Signalo néra, taip pat néra kontrolinéms medziagoms skirto signalo

a)

b)

<)

d)

,Rotor-Gene Q MDx" instrumento
1 padétyje néra reakcijos
mégintuvélio

LaSinimo pipete klaidos arba
praleisti reagentai; mégintuvélio

arba Sulinélio apvertimai

Netinkamas rinkinio komponenty

laikymas.

Baigési ,therascreen IDH1/2

RGQ PCR Kit" tinkamumo laikas

Méginj visada jdékite j 1 rotoriaus vietg. Kitu atveju instrumentu
nebus atliktas kalibravimas ir bus gauti neteisingi fluorescencijos

duomenys.
Patikrinkite lasinimo pipete schemg ir reakcijos nustatyma.

Kartokite PGR tyrima.

Laikykite ,therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit" temperatroje nuo
—30 iki —15 °C ir saugokite pradmeny ir zondy misinius nuo

$viesos. Zr. ,Reagenty laikymas ir naudojimas*, 16 psl.
Atlikite ne daugiau kaip 5 atSildymo ir uzSaldymo ciklus.

Patikrinkite reagenty laikymo salygas ir tinkamumo laikg (Zr.
rinkinio etikete) ir, jei reikia, naudokite nauja ,therascreen IDH1/2

RGQ PCR Kit*.
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Pastabos ir pasitlymai

e) Neteisingas pasirinkto kanalo

aptikimas

f) Duomeny gavimo programos

néra

Fluorescencijos intensyvumas

skiriasi

LaSinimo pipete klaidos arba
praleisti reagentai; mégintuvélio

arba Sulinélio apvertimai

Aptikimo kanalg nustatykite j ,Cycling Green* arba 530 nm / 640

nm.
Patikrinkite cikly programa. Zr. 5 lentele, 26 psl.

Kiekvienos PGR programos atkaitinimo segmento pabaigoje

pasirinkite gavimo rezimg ,Single* (vienas).

Patikrinkite lasinimo pipete schema ir reakcijos nustatymag.

Kartokite PGR tyrima.

Fluorescencijos intensyvumas per mazas

a)  Netinkamas rinkinio komponenty

laikymas

b)  Baigeési therascreen IDH1/2

RGQ PCR Kit" tinkamumo laikas

c) Labai mazas tikslinés DNR kiekis

Laikykite ,therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit" temperattroje nuo
—30 iki —15 °C ir saugokite pradmeny ir zondy misinius nuo

$viesos. Zr. ,Reagenty laikymas ir naudojimas*, 16 psl.
Atlikite ne daugiau kaip 5 atSildymo ir uzsaldymo ciklus.

Patikrinkite reagenty laikymo salygas ir tinkamumo laikg (zZr.
rinkinio etikete) ir, jei reikia, naudokite nauja ,therascreen IDH1/2

RGQ PCR Kit*.

Prie$ pradédami, visada patikrinkite DNR koncentracijg. Zr. ,DNR

iSskyrimas ir paruoSimas*, 18 psl.
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Pastabos ir pasitlymai

Neigiamos kontrolinés medziagos (H:0) rezultatas yra teigiamas

Kryzminis uZterSimas, reagenty Pakeiskite visus svarbius reagentus arba naudokite nauja
uzterSimas, instrumento klaida, therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit*.

Sulinéliy ar kapiliary apvertimai

Méginius, rinkinio komponentus ir eksploatacinius reikmenis visada
arba zondy degradacija

naudokite vadovaudamiesi visuotinai pripazjstama praktika, kad

iSvengtuméte pernesimo uzterSimo.
Pradmeny ir zondy mi$inius saugokite nuo $viesos.

Fluorescencijos kreivése patikrinkite, ar néra klaidingai teigiamy

rezultaty.

Patikrinkite reakcijos nustatyma. Zr. ,Protokolas: IDH1/2 mutacijy

aptikimas*“, 22 psl.

Kokybés kontrolé

Vadovaujantis QIAGEN ISO sertifikuota kokybés valdymo sistema, kiekviena ,therascreen
IDH1/2 RGQ PCR Kit “ partija iSbandoma pagal nustatytas specifikacijas, siekiant nuolat
iSlaikyti produkty kokybe. Svetainéje www.giagen.com/support/ uzsakius galima gauti
analizés sertifikatg.
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Apribojimai
Rinkinys skirtas profesionaliam naudojimui.

Produkta turi naudoti tik personalas, specialiai instruktuotas ir iSmokytas naudoti molekulinés

biologijos metodus ir susipazines su Sia technologija.

§j rinkinj bitina naudoti vadovaujantis $iame vadove pateiktais nurodymais ir su patvirtintais

instrumentais, nurodytais skyriuje ,,Batinos, bet nepateikiamos priemonés*, 12 psl.

Reikia atkreipti démesj j tinkamumo datas, iSspausdintas ant déZutés ir visy komponenty

etikeCiy. Nenaudokite komponenty, kuriy galiojimo laikas baigési.

stherascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit" patvirtintas naudoti tik su formalinu fiksuotu parafine

esanciu smegeny audiniu.

stherascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit* patvirtintas naudoti tik su ,QlAamp DNA FFPE Tissue
Kit* arba ,QIAsymphony DSP DNA Mini Kit".

Tik ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* (skirtas PGR) ir ,,QIAsymphony SP* (méginiui paruosti)

buvo patvirtinti.

Produkta naudojant ne pagal etiketéje nurodyta paskirtj ir (arba) modifikuojant komponentus

panaikinama QIAGEN atsakomybé.

Naudotojas atsako uz sistemos eksploatacines savybes, jei laboratorijoje atliekamos

procedaros, kuriy neapima QIAGEN eksploataciniy savybiy tyrimai.
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Testas skirtas 7 mutacijoms IDH1 geno 132 ir 100 kodonuose ir 5 mutacijoms IDH2 geno
172 kodone aptikti. Méginiuose, kuriy pateiktas rezultatas buvo ,mutacijy neaptikta®“, gali bati
IDH1 arba IDH2 mutacijy, kuriy tyrimas neaptinka.

Mutacijy aptikimas priklauso nuo méginio vientisumo, auglio Igsteliy ir bandinyje esancio
amplifikuotinos DNR kiekio.

Visus naudojant produktg sugeneruotus diagnostinius rezultatus batina aiskinti visy susijusiy
klinikiniy arba laboratoriniy tyrimy rezultaty kontekste.
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Eksploataciniy savybiy charakteristikos

TuStumos riba (,Limit of blank”, LOB)

TuStumos riba (,Limit of blank®, LOB) buvo nustatyta (vadovaujantis CLSI/NCCLS EP17-A
rekomendacijomis; 14) tiriant neigiamus meginius (FFPE nepaZzeistos smegenys, 8 méginiai,
64 matavimai vienai partijai, 2 partijos).

LOB rezultatai pateikiami 15 lenteléje.

15 lentelé. Tustumos riba (,,Limit of blank“, LOB)

Tyrimas LOB Galutiné LOB

1 patvirtinimo partija: 6,57
R132 mut. . N 6,32
2 patvirtinimo partija: 6,32

1 patvirtinimo partija: 7,91
R132H mut. o . 7,91
2 patvirtinimo partija: 8,22

1 patvirtinimo partija: 8,04
R132C mut. o - 8,04
2 patvirtinimo partija: 8,20

1 patvirtinimo partija: 7,74
R172 mut. o N 7,59
2 patvirtinimo partija: 7,59

1 patvirtinimo partija: 9,93
R172K mut. . - 9,93
2 patvirtinimo partija: 10,58

1 patvirtinimo partija: 6,52
R100 mut. L - 5,17
2 patvirtinimo partija: 5,19

Aptikimo riba (,Limit of Detection®, LOD)

Aptikimo riba (,Limit of Detection”“, LOD arba analitinis jautrumas) buvo nustatytas remiantis
»kslumo profilio metodu®, apraSytu CLSI/NCCLS EP17-A rekomendacijose (14). Penki
silpnai teigiami meéginiai (plazmidziy DNR, jterptos j gliomos laukinio tipo DNR) buvo
naudojami vienai mutacijai (nuo 30 iki 110 matavimy vienam mutacijos tipui ir mutacijy
procentinei daliai).

LOD rezultatai pateikiami 16 lenteléje.
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16 lentelé. Aptikimo riba (,Limit of Detection*, LOD)

Tyrimas Mutacijos LOD Tyrimo ribiné verté Jautrumas (%)
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
R132V 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

Mutacija aptinkama, jei ACt reikSmé yra mazesné uz LOD arba jai lygi.
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DNR jvesties poveikis

DNR buvo iSskirta i§ 4 skirtingy glioma serganciy pacienty auglio méginiy: 2 méginiy su
laukinio tipo IDH1/2 ir 2 méginiy, turin€iy IDH1 R132H (395G>A) mutacija.

Buvo istirti trys skirtingi DRN kiekiai (jskaitant rekomenduojama protokolui) siekiant jvertinti
DNR jvesties poveikj kokybiniams rezultatams. Rezultatai parodé, kad DNR jvestis neturéjo
poveikio kokybiniams rezultatams. Taciau buvo aptikta daugiau DNR jvesties, Zemesnés uz
rekomenduojama jvestj (<25 ng DNR), techniniy gedimy (Cr Totat KK gedimai). Todél vykdant
tyrimg rekomenduojama naudoti 25 ng DNR jvestj 5 pl taryje.

Pasikartojamumas ir atkartojamumas

Tikslumo tyrimas buvo atliktas naudojant 4 skirtingus méginius (plazmidziy DNR, jterptos j
gliomos laukinio tipo DNR, atitinkancios laukinj tipg (,Wild-type“, WT), mutavusj ir ribinés

reikSmés méginius), istirtus 40 karty po du kartus (n = 80 matavimy).

Standartiniai nuokrypiai (,Standard Deviations®, SD) ir kintamumo koeficientai (,Coefficients
of Variation®, CV) pateikiami 17 lenteléje.
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17 lentelé. Tikslumo rezultatai

Tinkamy
aptikimy
Tyrimas Méginys  Vid. ACt SDgr* SDrtyrimas” ~ SDgendras’  CVaendras (%) daznis
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: pakartojamumas.

T Tyrimas: atkuriamumas tarp tyrimy.

* Bendras: bendras tikslumas (jskaitant tarp instrumenty, tarp operatoriy ir tarp partijy).

Lentelés tesinys kitame puslapyje
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17 lentelé. Tikslumo rezultatai (tesinys)

Tinkamy
aptikimy
Tyrimas Méginys Vid. ACr SDr* SDryrimas”  SDgendras’  CVaendras (%) daznis
wT 7,21 0,41 0,27 0,52 7 100 %
(70/70)
5% 3,68 0,27 0,16 0,33 9 100 %
(76176)
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 %
(76176)
WT 8,01 0,76 0,00 0,78 10 100 %
(152/152)
R132H 5 % 4,29 0,30 0,15 0,48 11
99 %
R132C 5 % 4,44 0,30 0,00 0,56 13 (151/152)
R132 mut. R132H10% 3,49 0,27 0,22 0,46 13
99 %
R132C 10 % 3,69 0,27 0,23 0,53 14 (151/152)
R132H 30 % 1,87 0,21 0,02 0,33 18
100 %
R132C 30 % 2,00 0,26 0,28 0,59 29 (152/152)
WT 9,47 0,91 0,87 1,45 15 100 %
(66/66)
5% 4,45 0,35 0,12 0,56 13 100 %
(76176)
R172 mut.
10 % 3,55 0,29 0,02 0,53 15 100 %
(76176)
30 % 2,05 0,18 0,15 0,47 23 100 %
(76/76)

* R: pakartojamumas.
T Tyrimas: atkuriamumas tarp tyrimy.
* Bendras: bendras tikslumas (jskaitant tarp instrumenty, tarp operatoriy ir tarp partijy).

46 Jherascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit* vadovas 07/2020



Metody palyginimas

Palyginimas su imunohistochemija (IHC) IDH1/R132H aptikti.

Tyrimas buvo atliktas siekiant parodyti mutacijy bisenos, jvertintos naudojant ,therascreen
IDH1/2 RGQ PCR Kit* ir IHC (antikdiny prieS Zmogaus IDH1R132H klong H09, DIANOVA),
atitikima.

IS viso buvo pasirinkti 103 klinikiniai gliomos méginiai. Seniausias blokas buvo 10 mety

senumao.

Visi méginiai atitiko kokybés kontrolés reikalavimus naudojant tiek ,therascreen IDH1/2 RGQ
PCR Kit", tiek IHC.

Rezultatai parodé 100 % teigiamy rezultaty procentinj atitikimg (Positive Percentage
Agreement, PPA), 98 % neigiamy rezultaty procentinj atitikimg (Negative Percentage
Agreement, NPA) ir 99 % bendra atitikimg (Overall Agreement, OA) (18 lentelé).
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18 lentelé. Atitikimo tarp ,,therascreen RGQ PCR Kit“ ir IHC analizé

Sutapimo matas

Daznis (%) 95 % patikimumo intervalas
45/45 (100 %) [92;100]

57/58 (98 %) [91;100]
102/103 (99 %) [96;100]

Palyginimas su dvikryp&iu sekvenavimu

Tyrimas buvo atliktas siekiant parodyti mutacijy basenos, jvertintos naudojant ,therascreen
IDH1/2 RGQ PCR Kit* ir dvikryptj sekvenavimg. atitikima.

blokas buvo 10 mety senumo.

Visi 103 méginiai atitiko kokybés kontrolés reikalavimus naudojant ,therascreen IDH1/2

RGQ PCR Kit*, o naudojant dvikryptj sekvenavimg buvo pateikti 101 méginio rezultatai.

Rezultatai parodé 100 % teigiamy rezultaty procentinj atitikimg (Positive Percentage

Agreement, PPA), 92 % neigiamy rezultaty procentinj atitikimg (Negative Percentage
Agreement, NPA) ir 96 % bendra atitikimg (Overall Agreement, OA) (19 ir 20 lentelés).
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19 lentelé. ,therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit“ ir dvikrypéio sekvenavimo palyginimas

Sangerio dvikryptis sekvenavimas
R132* R132C R132H R172" WT

o R132* 6 0 0 0 0
U]
x
g R132C 0 2 0 0 0
I.
9 =4

c < R132H 0 0 42 0 3
o

0O

50

a R172 0 0 0 0 1
9]
k=

® WT 0 0 0 0 47

* R132 reiSkia, kad méginyje buvo aptikta R132 mutacija, bet nebuvo aptikta nei R132H, nei R132C mutacija.
T R172 reiskia, kad méginyje buvo aptikta R172 mutacija, bet nebuvo aptikta R172K mutacija.

20 lentelé. Sutapimo su dvikrypc¢iu sekvenavimu analizé

Sutapimo matas Daznis (%) 95 % patikimumo intervalas
PPA 50/50 (100 %) [93;100]
NPA 47/51 (92 %) [81;97]
OA 97/101 (96 %) [90;98]
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Simboliai

Toliau esancioje lenteléje apraSomi simboliai, pateikiami etiketése arba Siame dokumente.
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Sudétyje yra pakankamas reagenty kiekis <N> reakcijoms atlikti

Tinka naudoti iki

In vitro diagnostikos medicinos prietaisas

Katalogo numeris

Partijos numeris

Medziagos numeris (t. y. komponento Zenklinimas etikete)

Komponentai (t. y. pakuotés medziagy sgrasas)

Sudétyje yra (turinys)

Skaicius (t. y. mégintuvéliy, buteliuky)
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Ry

n

E=8 Bl

R — vadovo perzilra, o n — perzidros numeris

Visuotinis prekés numeris

Temperatiros apribojimai

Gamintojas

Zr. naudojimo instrukcijas

Démesio
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Uzsakymo informacija

Produktas Turinys Kat. nr.
therascreen IDH1/2 RGQ 20 reakcijoms: 9 pradmeny ir zondy 873011
PCR Kit (20) misiniai, WT kontroliné medziaga,

teigiama kontroliné medziaga,
pagrindinis miSinys, vanduo be
nukleazés

»Rotor-Gene Q MDx" ir priedai

Rotor-Gene Q MDx 5plex .Real-time PCR" cikly valdiklis ir didelés 9002033
HRM System skiriamosios gebos lydumo analizatorius

su 5 kanalais (Zaliu, geltonu, oranZiniu,

raudonu, tamsiai raudonu) ir

HRM kanalu, neSiojamasis kompiuteris,

programiné jranga, priedai (1 mety

garantija dalims, darbui, jrengimui ir

mokymui)
Rotor-Gene Q MDx 5plex .Real-time PCR* cikly valdiklis su 9002032
HRM Platform 5 kanalais (zaliu, geltonu, oranziniu,

raudonu, tamsiai raudonu),
neSiojamasis kompiuteris, programiné
jranga, priedai: apima 1 mety garantijg
dalims ir darbui, montavimas ir mokymai

nejtraukti
Loading Block 72 x 0.1ml Aliuminio blokas rankiniam reakcijos 9018901
Tubes nustatymui su vieno kanalo pipete

72 x 0,1 ml mégintuvéliuose
Strip Tubes and Caps, 250 juosteliy po 4 megintuvélius ir 981103
0.1ml (250) dangtelius, skirty 1000 reakcijy
Strip Tubes and Caps, 10 x 250 juosteliy po 4 mégintuvélius ir 981106
0.1ml (2500) dangteliai 10 000 reakcijy

»QlAamp DNA FFPE Tissue Kit“, skirtas genominei DNR iSgryninti i$
parafine esanéiy audiniy

QIAamp DNA FFPE Tissue 50 DNR preparaty: 50 ,QlAamp 56404
Kit (50) MinElute® Columns®, ,Proteinase K*,

buferiniai tirpalai, ,Collection Tubes

(2 ml)*
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Produktas Turinys Kat. nr.

»QIAsymphony DSP DNA Mini Kit“, skirtas automatizuotam DNR
iSgryninimui iS 1-96 méginiy
QIAsymphony DSP DNA Mini 192 ruoSiniams (kiekvienas po 200 pl): 937236

Kit (192) su 2 reagenty kasetémis ir fermenty
stoveliais bei reikmenimis

»QIAsymphony SP“ ir reikmenys

QIAsymphony SP System »,QIAsymphony“ méginiy ruoSimo 9001751
modulis: su jrengimu ir mokymu,
1 mety garantija daliy ir darbo kokybei

QIAsymphony SP »,QIAsymphony* méginiy ruoSimo 9001297
modulis: su 1 mety garantija daliy ir
darbo kokybei

Sample Prep Cartridges, 8 Sulinéliy méginio paruosimo kasetés, 997002
8-well (336) skirtos naudoti su ,QIAsymphony SP*
8-Rod Covers (144) ,8-Rod Covers*, skirti naudoti su 997004
~QIlAsymphony SP*
Filter-Tips, 200 pl, Qsym SP Vienkartiniai filtry antgaliai stovelyje 990332
(1024) (8 x 128). Skirti naudoti su ,QlAcube” ir
~QIAsymphony SP/AS" instrumentais
Filter-Tips, 1500 pl, Qsym SP Vienkartiniai filtry antgaliai stovelyje 997024
(1024) (8 x 128). Skirtas naudoti su
+QIlAsymphony SP/AS" prietaisais.
Elution Microtubes CL NesterilUs polipropileno mégintuvéliai 19588
(24 x 96) (0,85 ml maksimali talpa, maZziau nei

0,7 ml laikymo talpa, 0,4 ml eliuavimo
talpa), 2 304 stoveliuose po 96, su
dangteliy juostelémis

Reagentai

RNase A (17,500 U) 2,5 ml (100 mg/ml; 7000 vnt./ml, 19101
tirpalas)

Buffer ATL (200 ml) 200 ml audinio lizés buferinis tirpalas 19076

1000 paruosimy
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Naujausia informacija apie licencijavimg ir tam tikry gaminiy garantiniy jsipareigojimy
ribojimg pateikta atitinkamame QIAGEN rinkinio vadove arba naudotojo vadove. QIAGEN
rinkiniy vadovai arba naudotojo vadovai pasiekiami svetainéje www.giagen.com arba galite

ju paprasyti QIAGEN techninés priezilros skyriaus ar vietinio platintojo.
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Dokumento perzidry istorija

Data Keitimai

R5, 2020 m. liepos mén. Perziarétas rezultaty aikinimo skyrius ir jtraukta informacija apie kontroliniy
medziagy ir méginiy klasifikacijg atsizvelgiant j CT reikSmés aptikimag
Perzigrétas Ct IDH mut. R172K ir ACt ipH2 mut. ri72x IDH1/IDH2 WT kontrolinés
medziagos stulpelis 7 lenteléje

Perzitréti Cr ipn1 mut R132c, ACT 1bH1 mut. R132¢, CT 1pH2 mut. R172k if ACT IDH2 mut. R172K
verciy 1 méginio ir 2 méginio stulpeliai 11 lenteléje
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Sis puslapis specialiai paliktas tuggias
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»therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit* Ribotosios licencijos sutartis
Naudodamas §j produktg pirkéjas ar naudotojas sutinka su Siomis sglygomis:

1. Produktg galima naudoti tik vadovaujantis protokolais, pateiktais su Siuo produktu, Siuo vadovu ir tik su rinkinyje esanciais komponentais. QIAGEN nesuteikia
jokios intelektinés nuosavybés licencijos naudoti ar jtraukti pridétus $io rinkinio komponentus su  §j rinkinj nejeinanciais komponentais, iSskyrus apraSytus
protokoluose, pateiktuose su Siuo produktu, Siame vadove ir papildomuose protokoluose, kuriuos galima rasti www.giagen.com. QIAGEN naudotojams
pateikiami keli papildomi protokolai. Siuos protokolus QIAGEN kruop$giai patikrino ir optimizavo. QIAGEN neteikia garantijy, kad $ie protokolai nepazeidzia
treciyjy Saliy teisiy.

I8skyrus licencijose nurodytus atvejus, QIAGEN nesuteikia garantijos, kad $is rinkinys ir (arba) jo naudojimas nepaZeis tre¢iujy Saliy teisiy.

Rinkiniui ir jo komponentams suteikta licencija naudoti vieng karta; pakartotinai naudoti, atnaujinti ar perparduoti negalima.

QIAGEN aiskiai atsisako bet kokiy kity iSreiksty ar numanomy licencijy, i$skyrus aiskiai nurodytas licencijas.

o k0D

Rinkinio pirkéjas ir naudotojas sutinka nesiimti ir neleisti niekam kitam imtis veiksmuy, kurie galéty paskatinti arba palengvinti ¢ia nurodytus draudziamus
veiksmus. QIAGEN gali priversti vykdyti Sios Ribotosios licencijos sutarties draudimus bet kuriame teisme ir atgauti visas tyrimo ir teismo i$laidas, jskaitant
iSlaidas advokatams, pateikusi ieskinj dél $ios Ribotosios licencijos sutarties vykdymo arba su $iuo rinkiniu ir (arba) jo komponentais susijusiy teisiy j savo
intelekting nuosavybe.

Atnaujintas licencijos sglygas rasite www.giagen.com.

Sis produktas skirtas naudoti ,in vitro* diagnostikai. QIAGEN negalima perparduoti, modifikuoti norint perparduoti ar naudoti gaminant komercinius produktus be
rastiSko QIAGEN sutikimo.

Sio dokumento informacija gali bti keigiama be perspéjimo. QIAGEN neatsako uZ jokias klaidas, kuriy gali bati S&iame dokumente. 13leidimo metu $is dokumentas
laikomas i§samiu ir tiksliu. Jokiomis aplinkybémis QIAGEN neprisiima jokios atsakomybés uz atsitikting, specialia, pasikartojancig ar Saluting Zalg, kuri gali bati
susijusi su Sio dokumento naudojimu.

Garantuojama, kad QIAGEN produktai atitinka nustatytas specifikacijas. QIAGEN vienintelis jsipareigojimas ir vienintelis kliento reikalavimy patenkinimo bidas yra
nemokamas produkty pakeitimas, jei produktas neveikia taip, kaip buvo garantuota.

Sio gaminio sigijimas leidzia pirkéjui jj naudoti Zmogaus méginiy in vitro diagnostikos tikslais. Joks bendras patentas ar kita licencija, i§skyrus $ig konkregia jsigijimo
suteikiama teise, nesuteikiama.

IDH1/2 mutacijos ir jy naudojimai saugomi patento teisiy, jskaitant Europos patento paraiSkas EP2326735 ir EP2546365, JAV patento paraiskas US2011229479 ir
US2012202207 ir jy atitikmenis uZsienio Salyse.

Isigijus 8j produktg nesuteikiama jokia teisé naudoti jj atliekant klinikinius IDH1/2 skirty vaisty tyrimus. QIAGEN kuria specialias licencijavimo programas tokiems
naudojimo atvejamas. Susisiekite su misy teisés skyriumi adresu idhlicenses@qiagen.com.

Prekiy Zenklai: QIAGEN®, ,QlAamp®, ,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, visos teisés saugomos.
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