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Przeznaczenie

Zestaw therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit to diagnostyczny test in vitro oparty na technologii
PCR przeznaczony do jakosciowego wykrywania 7 mutacji genu IDH1 i 5 mutacji genu IDH2
oraz do bezposredniej identyfikacji 3 powaznych mutacji w prébkach DNA wyizolowanego
z ludzkich tkanek mézgowych utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie (formalin-
fixed paraffin-embedded, FFPE).

Zestaw therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit jest przeznaczony do stosowania jako test

wspomagajacy lekarzy podczas klasyfikacji glejaka.
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Podsumowanie i objasnienie

Mutacje genéw dehydrogenazy izocytrynianowej (isocitrate dehydrogenase, IDH), IDH1
i IDH2, czesto wystepujg w przypadku oséb dorostych z glejakami sklasyfikowanymi przez
Swiatowg Organizacje Zdrowia (World Health Organization, WHO) jako glejaki Il i Ill stopnia
ztosliwosci oraz wtdrne glejaki wielopostaciowe (glioblastoma, GBM) IV stopnia ztosliwosci.
Testy wykrywajgce mutacje genéw IDH1/2 majg nie tylko warto$¢ diagnostyczng — mutacje
te obecne u pacjentdéw chorych na glejaka wigza sie z dobrym rokowaniem (1-13).

Zestaw therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit to oznaczenie przeznaczone do wykrywania
12 swoistych mutacji genéw IDH1/2: 6 w obrebie 132. kodonu genu IDH1, 5 w obrebie
homologicznego 172. kodonu genu IDH2 oraz 1 w obrebie 100. kodonu genu IDH1
(Tabela 1). Zestaw umozliwia réwniez bezposrednie wykrycie powaznych mutacji genéw
IDH1 i IDH2 prowadzacych do substytucji IDH1 R132H, IDH1 R132C i IDH2 R172K.
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Tabela 1. Mutacje gen6w IDH1 i IDH2 wykrywane przez zestaw therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit

Nr identyfikacyjny

Gen Mutacja Zmiana zasady
coswmic*

Arg132His (R132H) 395G>A COSM28746
Arg132Cys (R132C) 394C>T COSM28747
Argl32Ser (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

* Numery identyfikacyjne COSMIC pochodzg z Katalogu mutacji somatycznych w nowotworach

(www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic).
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Zasada procedury

Zestaw therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit zawiera odczynniki przeznaczone do wykonania
9 odrebnych reakcji amplifikacji umozliwiajgcych wykrycie 12 mutacji (Tabela 1):

® 3 reakcje catkowitej amplifikacji 132. i 100. kodonu genu IDH1 oraz 172. kodonu genu IDH2;

® 3 reakcji amplifikacji swoistych dla mutacji w obrebie 132. i 100. kodonu genu IDH1
oraz 172. kodonu genu IDHZ2;

e 3 reakcji amplifikacji swoistych dla mutacji IDH1 R132H, IDH1 R132C i IDH2 R172K.

Mieszaniny reakcyjne Total

Mieszaniny starterOw i sond Total (PPM-Total) zawierajg startery i sondy przeznaczone do
amplifikacji docelowych sekwencji zmutowanych oraz typu dzikiego (Ryc. 1).

Mieszaniny reakcyjne przeznaczone do wykrywania mutacji

Mieszaniny starterow i sond przeznaczone do wykrywania mutacji zawierajg startery i sondy
przeznaczone do amplifikacji docelowych sekwencji zmutowanych oraz typu dzikiego, a takze
oligonukleotyd zablokowany na kohcu 3’ poprzez dodanie grupy fosforanowej w celu
uniemozliwienia wydiuzania docelowej sekwenciji typu dzikiego (metoda PCR clamp).

Jesli w matrycy PCR znajduje sie sekwencja typu dzikiego, oligonukleotyd z grupag
fosforanowg na koncu 3’ bedzie wypierat przylgczanie sie czasteczek startera PCR,
poniewaz ma on wieksze powinowactwo do sekwencji docelowej. W takim przypadku
polimeraza DNA nie moze wydtuzy¢ sekwencji lub wydtuzanie zachodzi z niskg czestoscig,
w wyniku czego nie jest obserwowana amplifikacja lub zachodzi ona na niskim poziomie.

Jesli obecna jest zmutowana sekwencja, przytaczanie startera PCR bedzie przewazaé nad
przytaczaniem oligonukleotydu z grupg fosforanowag na koncu 3’ i dojdzie do amplifikaciji
sekwenciji (Ryc. 1).
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Mieszaniny reakcyjne przeznaczone do identyfikacji mutaciji

Amplifikacja allelospecyficzna jest wykonywana metodg ARMS (system do detekcji mutaciji
oparty o opornos$¢ na amplifikacje, Amplification Refractory Mutation System), w ktorej
wykorzystywana jest zdolno$¢ polimerazy DNA do rozréznienia dopasowanej
i niedopasowanej zasady na koncu 3’ startera PCR.

Kiedy starter PCR jest w pelni dopasowany, amplifikacja zachodzi z pelng wydajnoscia. Kiedy
zasada na koncu 3’ nie jest dopasowana, zachodzi jedynie staba amplifikacja tta (Ryc. 1).

; Amplifik
PPM-Total IDH DNAWT B DNA G — — mplifikacja

% zmutowane y
Ve ~
S — = Brak amplifikacii
4 DNA WT [€ a— e — lub staba
PPM-IDH Mut
(z 3’ Oligo-P) /"

= = | Amplifikacja

r'/ k
— = Brak amplifikacii
DNA WT G F < lub staba
amplifikacja
PPMIDHT Mut | .. > Amblifikaci
— mplifikacja
R132H DNA z mutacjy G F 2 I
IDHT R132H
- Brak
e - amplifikacii
DNA z mutacja genu G ! lub staba
| IDH1, bez mutaciji R132H amplifikacja

*——, Startery forward” i ,reverse” G————F Sonda z dwoma barwnikami

————p Oligonukleotyd z grupa fosforanowa (Oligo-P)

bS . - -
Ryc. 1. Wyniki generowane przy uzyciu mieszanin starteréw i sond zawartych w zestawie therascreen IDH1/2
RGQ PCR Kit. Wykrywanie mutacji IDH1 R132C i IDH2 R172K przebiega w taki sam spos6éb, jak przedstawione
w przyktadzie wykrywanie mutacji IDH1 R132H.
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Dostarczone materiaty

Zawartos¢ zestawu

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit
Numer katalogowy

Liczba reakcji

(20)
873011
20

Primers and Probe Mix for the detection of
total IDH1/R132 (Mieszanina starterow

i sond przeznaczona do wykrywania catej
sekwencji IDH1/R132) (gen typu dzikiego
i gen zmutowany)

Primers and Probe Mix for the detection of
Total IDH2/R172 (Mieszanina starteréw

i sond przeznaczona do wykrywania catej
sekwencji IDH2/R172) (gen typu dzikiego
i gen zmutowany)

Primers and Probe mix for the detection of
Total IDH1/R100 (Mieszanina starterow

i sond przeznaczona do wykrywania catej
sekwencji IDH1/R100) (gen typu dzikiego
i gen zmutowany)

Primers and Probe Mix (including Oligo-P)
for the detection of Mutated IDH1/R132
(Mieszanina starteréw i sond (zawierajgca
Oligo-P) przeznaczona do wykrywania
zmutowanego genu IDH1/R132)

Primers and Probe Mix (including Oligo-P)
for the detection of Mutated IDH2/R172
(Mieszanina starteréw i sond (zawierajgca
Oligo-P) przeznaczona do wykrywania
zmutowanego genu IDH2/R172)

Primers and Probe mix (including Oligo-P)
for the detection of Mutated IDH1/R100
(Mieszanina starteréw i sond (zawierajgca
Oligo-P) przeznaczona do wykrywania
zmutowanego genu IDH1/R100)

Primers and Probe Mix for the identification

of IDH1 Mut R132H (Mieszanina starterow

i sond przeznaczona do identyfikacji mutacji
R132H genu IDH1)

PPM-Total IDH1/R132
25x

PPM-Total IDH2/R172
25x

PPM-Total IDH1/R100
25x

PPM-IDH1/R132 Mut
25x

PPM-IDH2/R172 Mut
25x

PPM-IDH1/R100 Mut
25x

PPM-IDH1 Mut R132H
25x

40 pl

40 pl

40 pl

40 pl

40 pl

40 pl

40 pl

Cigg dalszy tabeli na nastepne;j stronie
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Zawartos¢ zestawu (cigg dalszy)

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit (20)
Numer katalogowy 873011
Liczba reakcji 20
Primers and Probe Mix for the PPM-IDH1 Mut R132C 40 pl
identification of IDH1 Mut R132C 25x

(Mieszanina starteréw i sond
przeznaczona do identyfikacji mutacji
R132C genu IDH1)

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

(Mieszanina starteréw i sond

przeznaczona do identyfikacji mutacji

R172K genu IDH2)

IDH1/IDH2 Wild Type Genomic DNA Kontrola zawierajgca geny 270 pl
(Odczynnik zawierajgcy genomowe DNA IDH1/IDH2 WT

gendéw IDH1/IDH2 typu dzikiego)

IDH1/IDH2 Mutated Positive Control Kontrola pozytywna zawierajaca 270 pl
(Kontrola pozytywna zawierajgca zmutowane geny IDH1/IDH2

zmutowane geny IDH1/IDH2)

Mix of Taqg DNA Polymerase, dNTPs, gPCR Master Mix 5 x 900 pl
MgClz, and buffer for gPCR (Mieszanina 2x

zawierajgca polimerazg DNA Taq,

dezoksyrybonukleotydy dNTP, MgCl2

i bufor do reakcji gPCR)

Nuclease-Free Water (Woda wolna od Woda wolna od nukleaz 5x525 pl
nukleaz)
therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit — Instrukcja obstugi (w jezyku angielskim) 1
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Materiaty wymagane, ale niedostarczone

Podczas pracy ze s$rodkami chemicznymi nalezy zawsze nosi¢ odpowiedni fartuch
laboratoryjny, rekawiczki jednorazowe i okulary ochronne. W celu uzyskania dodatkowych
informacji nalezy zapozna¢ sie z kartami charakterystyki (safety data sheet, SDS)
uzyskanymi od producentow poszczegoélnych produktéw.

Wazne: Nalezy upewni¢ sie, ze aparaty uzywane w tej procedurze zostaty sprawdzone
i skalibrowane zgodnie z wytycznymi producenta.

Odczynniki (reczna izolacja DNA)

e Zestaw do izolacji DNA: QlAamp® DNA FFPE Tissue Kit (nr kat. 56404)

RNase A (17 500 U) (nr kat. 19101)

Ksylen lub Histolemon™ (Carlo Erba, nr kat. 454911, www.carloerbareagents.com)

Etanol (96—-100%)

e 1x stezony bufor TE, pH 8,0

Odczynniki (zautomatyzowana izolacja DNA)

Zestaw do izolacji DNA: QIAsymphony® DSP DNA Mini Kit (nr kat. 937236)

Buffer ATL (nr kat. 19076 lub 939016)

® RNase A (nr kat. 19101)

® Ksylen lub Histolemon (Carlo Erba, nr kat. 454911, www.carloerbareagents.com)
e FEtanol (96—100%)

® 1x stezony bufor TE, pH 8,0
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Materiaty eksploatacyjne

® Skalpele

e Sterylne koncowki do pipet do przygotowywania reakcji PCR, wolne od nukleaz,
odporne na aerozole, z filtrami hydrofobowymi

® Probdéwki wolne od nukleaz, 2,0 ml lub 1,5 ml
® Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, do aparatu Rotor-Gene Q (nr kat. 981103 lub 981106)
e Ldod

Dodatkowe materiaty eksploatacyjne do zautomatyzowanej izolacji DNA

® Sample Prep Cartridges, 8-well (nr kat. 997002)
® 8-Rod Covers (nr kat. 997004)

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

® Elution Microtubes CL (nr kat. 19588)

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

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit — Instrukcja obstugi  07/2020
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Wyposazenie

® Statyw na szkietka i 2 zgodne taznie na preparaty, ktére mozna napetni¢
ksylenem/odczynnikiem Histolemon i etanolem

® Pipety mikrolitrowe przeznaczone do przygotowywania reakcji PCR (1-10 pl;
10-100 pl; 100-1000 pl)

® Wiréwka laboratoryjna z rotorem dla probéwek reakcyjnych o pojemnosci 0,5 ml/1,5 ml

i mikroptytek (umozliwiajgca wirowanie przy 13 000-14 000 rpm)
e Wytrzgsarka laboratoryjna

® Aparat do przeprowadzania reakcji real-time PCR: aparat Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM oraz powigzane odpowiednie materiaty

® Oprogramowanie Rotor-Gene Q MDx w wersji 2.1.0 lub wyzszej
e Biofotometr

® Termomikser, podgrzewany inkubator z orbitalnym wytrzgsaniem, blok grzewczy lub

taznia wodna umozliwiajgcy(-a) inkubacje w temperaturze 56°C i 90°C

Dodatkowe wyposazenie do zautomatyzowanego oczyszczania

® Aparat QIAsymphony SP
® Oprogramowanie QIAsymphony SP w wersji 4.0 lub wyzszej
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Ostrzezenia i sSrodki ostroznosci

Do diagnostyki in vitro
Informacje dotyczgce bezpieczenstwa

Podczas pracy ze $rodkami chemicznymi nalezy zawsze nosi¢ odpowiedni fartuch
laboratoryjny, rekawiczki jednorazowe i okulary ochronne. W celu uzyskania dodatkowych
informacji nalezy zapoznac sie z odpowiednimi kartami charakterystyki (safety data sheet,
SDS). Sa one dostepne online w formacie PDF pod adresem www.qgiagen.com/safety. Na
tej stronie mozna wyszukiwaé, wyswietla¢ i drukowac¢ karty charakterystyki dla wszystkich
zestawow i sktadnikow zestawow firmy QIAGEN.

W celu uzyskania informacji na temat bezpieczenstwa dotyczgcych uzywanego zestawu do
oczyszczania nalezy zapoznac sie z instrukcjg obstugi odpowiedniego zestawu. W celu
uzyskania informacji na temat bezpieczenstwa dotyczgcych konkretnego urzgdzenia nalezy

zapoznac sie z odpowiednig instrukcjg obstugi.
Ogolne srodki ostroznosci

® Test jest przeznaczony do uzytku z prébkami tkanek wyizolowanymi podczas resekcji
chirurgicznej, utrwalonymi w zbuforowanej formalinie i zatopionymi w parafinie
(formalin-fixed, paraffin-embedded, FFPE).

e Wszystkie srodki chemiczne i materiaty biologiczne sg potencjalnie niebezpieczne.
Prébki sg potencjalnie zakazne i nalezy je traktowac jako materiatly stwarzajace
zagrozenie biologiczne.

® Zuzyte probki i odczynniki nalezy utylizowac¢ zgodnie z lokalnymi przepisami

dotyczacymi bezpieczenstwa.

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit — Instrukcja obstugi  07/2020 15


http://www.qiagen.com/safety

Odczynniki zestawu therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit sg optymalnie rozcienczone.
Nie nalezy bardziej rozciencza¢ odczynnikéw, poniewaz moze to skutkowac utratg
skutecznosci. Nie stosowac objetosci reakcyjnych (mieszanina reakcyjna i prébka
tacznie) mniejszych niz 25 pl.

Wszystkie odczynniki dostarczone w zestawie therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit sg
przeznaczone do stosowania wylgcznie z odczynnikami z tego samego zestawu. Nie
nalezy wymienia¢ odczynnikéw miedzy zestawami therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit,
gdyz moze to wplyng¢ na skutecznosc¢.

Dodatkowe ostrzezenia, $rodki ostroznosci i procedury mozna znalez¢ w podreczniku
uzytkownika aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

Zmiana okresow i temperatur inkubacji moze spowodowac otrzymanie btednych lub
rozbieznych danych.

Nie nalezy uzywac skiadnikéw, ktérych termin waznosci minat, ani niewtasciwie
przechowywanych sktadnikow.

Wiasciwosci mieszanin starteréow i sond mogg ulec zmianie pod wplywem $wiatta

stonecznego.

Nalezy zachowa¢ szczegdlng ostroznosé, aby unikng¢ zanieczyszczenia mieszanin

syntetycznymi materiatami, ktére sg zawarte w odczynniku bedacym kontrolg pozytywna.

Zachowac szczegolng ostroznos¢, aby zapobiec przenoszeniu zanieczyszczenia

w postaci DNaz, ktére mogg spowodowac rozktad matrycy DNA.

Do przygotowania mieszanin reakcyjnych i dodawania matryc nalezy uzywac¢ osobnych

pipet przeznaczonych wytgcznie do tych czynnosci.

Przygotowanie i rozdzielanie mieszanin reakcyjnych nalezy wykonywac w obszarze

oddzielonym od obszaru, w ktérym dodawane sg matryce.
Nie otwiera¢ aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM przed zakonczeniem reakcji.
Nie otwiera¢ probéwek Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM po zakonczeniu reakcji.

Zachowac ostroznosc¢, aby zapewni¢ prawidiowe przebadanie probek, zwracajgc szczegoélng
uwage na nieprawidtowe umieszczenie prébek, bledy podczas tadowania i btedy pipetowania.

16
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Przechowywanie i sposob postepowania
z odczynnikami

Warunki transportu

Zestaw therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit jest transportowany na suchym lodzie. Jesli
ktorykolwiek sktadnik zestawu therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit nie jest zamrozony w chwili
odbioru, opakowanie zewnetrzne zostato otwarte podczas transportu lub przesytka nie
zawiera listy zawartosci opakowania, instrukcji obstugi lub odczynnikéw, nalezy
skontaktowaé sie z jednym z serwiséw technicznych firmy QIAGEN Iub lokalnym
dystrybutorem (informacje znajduja sie pod adresem www.giagen.com).

Przechowywanie

Niezwtocznie po otrzymaniu zestawu therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit nalezy go umiesci¢
w temperaturze od —30 do —15°C w zamrazarce o statej temperaturze i chroni¢ przed

Swiattem.

Stabilnos¢

Zestaw therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit zachowuje stabilno$¢ do podanego terminu

waznosci, jesli jest przechowywany w okreslonych warunkach przechowywania.

Po otwarciu odczynniki mozna przechowywaé w ich oryginalnych opakowaniach
w temperaturze od -30 do -15°C do podanego terminu waznosci widocznego na
opakowaniu. Nalezy unika¢ wielokrotnego rozmrazania i zamrazania. Nie nalezy

przekraczac 5 cykli zamrazania i rozmrazania.
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Przechowywanie i sposob postepowania
Z probkami

Zestaw therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit jest przeznaczony do testowania prébek DNA
wyizolowanego z utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie (formalin-fixed paraffin-
embedded, FFPE) tkanek nowotworowych pobranych podczas resekcji chirurgicznych od
pacjentow z rakiem mézgu. Wszystkie probki tkankowe nalezy traktowac jako materiat
potencjalnie zakazny.

® Probki tkankowe nalezy utrwali¢ w roztworze obojetnej zbuforowanej formaliny (neutral
buffered formalin, NBF) o stezeniu 4—10%.

e Wycigc¢ z bloku parafinowego seryjne skrawki o grubosci 10 um i przeniesé je na
szklane szkietka.

® Poprosi¢ przeszkolong osobe (np. patologa) o ocene skrawka wybarwionego
hematoksyling i eozynag (H&E) sgsiadujgcego ze skrawkami, z ktérych ma zostaé
wyizolowany materiat, pod katem ilo$ci tkanki nowotworowej i powierzchni zajmowanej
przez tg tkanke. Uzy¢ seryjnych skrawkow do izolacji DNA.

® Do testu nadajg sie wytgcznie skrawki o ilosci tkanki nowotworowej 240%.

e W przypadku skrawkdw, na ktérych powierzchnia tkanki jest <50 mm?, zalecane jest
poddanie obrébce takiej liczby skrawkow, aby zwigkszy¢ tgczng powierzchnie tkanki do
co najmniej 50 mm? (100 mm? w przypadku zautomatyzowane;j izolacji wykonywane;j
w aparacie QIAsymphony SP).

® Materiaty tkanki nowotworowej, bloczki, szkietka i prébki gotowe do procesu izolacji
nalezy oznaczaé w kontrolowany sposéb, a takze postepowac z nimi i przechowywaé
je zgodnie z lokalnymi procedurami.

® Bloczki FFPE i szkietka nalezy przechowywac w temperaturze pokojowej. Szkietka
mozna przechowywac¢ w temperaturze otoczenia przez maksymalnie 4 tygodnie przed
izolacjg DNA do uzytku z zestawem therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit.

® Wyizolowany genomowy DNA mozna przechowywaé przez maksymalnie 1 tydzien
w temperaturze 2—-8°C lub przez maksymalnie 8 tygodni w temperaturze od —25 do —15°C.
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Procedura

Izolacja i przygotowanie DNA

Do oczyszczenia genomowego DNA z prébek otrzymanych z tkanek FFPE raka moézgu
nalezy uzy¢ zestawu QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (nr kat. 56404) lub zestawu
QlAsymphony DSP DNA Mini Kit (nr kat. 937236).

Uwaga: Zestaw therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit zwalidowano wytgcznie w potgczeniu
z zestawem QIAamp DNA FFPE Tissue Kit i zestawem QIAsymphony DSP DNA Mini Kit.

Nie nalezy uzywac zadnego innego produktu do izolacji DNA.

Korzystanie z zestawu QlAamp DNA FFPE Tissue Kit

PRZESTROG | Nalezy uwaznie przeczyta¢ ponizsze informacje o zmianach

koniecznych do wprowadzenia w protokole QIAamp.

Przygotowanie prébek przed odparafinowaniem i izolacjg DNA opisano w czesci
,Materiat poczgtkowy” dokumentu QIAamp DNA FFPE Tissue Kit — Instrukcja obstugi
oraz w czesci Przechowywanie i sposob postepowania z prébkamina stronie 18 tej
instrukcji obstugi.

Nalezy wykonywa¢ wytgcznie reczng procedure zestawu QlAamp DNA FFPE Tissue Kit.
Nalezy wykonac¢ krok dotyczgcy RNazy opisany w dokumencie QlIAamp DNA FFPE

Tissue Kit — Instrukcja obstugi.

Nie nalezy uzywacé roztworu Deparaffinization Solution firmy QIAGEN. W celu
odparafinowania nalezy stosowac wytgcznie metode z wykorzystaniem ksylenu/etanolu
opisang w czesci ,Procedura odparafinowania preparatéw na szkietkach w przypadku
korzystania z zestawu QlAamp DNA FFPE Tissue Kit”, nizej. Ksylen mozna zastgpi¢
odczynnikiem Histolemon (zamiennik ksylenu).
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Trawienie proteinazg K nalezy przeprowadza¢ przez 1 godzine.

Prébki nalezy dwukrotnie eluowac¢ w 30 pl buforu do elucji (Buffer ATE) z zestawu
QlAamp DNA FFPE Tissue Kit.

Procedura odparafinowania preparatéw na szkietkach w przypadku korzystania
z zestawu QIAamp DNA FFPE Tissue Kit

1.
2.

Umiesci¢ szkietka w odpowiednim statywie na szkietka.

Wiozy¢ statyw na szkietka do fazni na szkietka napetnionej ksylenem lub odczynnikiem
Histolemon i pozostawi¢ na 2 minuty. Wytrzasaé, wykonujgc po 2 lub 3 ruchy do

przodu i do tytu.

Wiozy¢ statyw do drugiej fazni na szkietka napetnionej etanolem (96—100%)

i pozostawi¢ na 2 minuty. Wytrzgsaé, wykonujgc po 2 lub 3 ruchy do przodu i do tytu.
Pozostawi¢ szkietka do wyschniecia w temperaturze 15-37°C (zajmie to kilka minut).

Oznaczy¢ probéwki mikrowiréwkowe o poj. 1,5 ml dla kazdej prébki, a nastepnie dodaé po
180 pl buforu Buffer ATL (z zestawu QIAamp DNA FFPE Tissue Kit) do kazdej probowki.

Podac¢ kilka kropel buforu Buffer ATL na skrawki tkankowe znajdujgce sie na szkietkach
(uzy¢ objetosci wystarczajgcej do pokrycia catej powierzchni tkanki).

Zeskrobac tkanke sterylnym skalpelem, a nastepnie przetozy¢ jg do odpowiednio
oznaczonej probowki mikrowiréwkowej.

Dodac¢ 20 pl proteinazy K (z zestawu QlAamp DNA FFPE Tissue Kit) do kazdej
probowki i wymiesza¢ poprzez wytrzgsanie.

Inkubowa¢ w temperaturze 56°C przez 1 godzine.

Przej$¢ do kroku inkubacji w temperaturze 90°C, ktéry opisano w protokole dla zestawu
QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (krok 12. w dokumencie QlAamp DNA FFPE Tissue Kit —
Instrukcja obstugi, czerwiec 2012 r., strona 13).
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Korzystanie z zestawu QIAsymphony DSP DNA Mini Kit

PRZESTROG | Nalezy uwaznie przeczyta¢ ponizsze informacje o zmianach
koniecznych do wprowadzenia w karcie protokotu
QlAsymphony SP: Tissue_LC_200_V7_DSP.

® Przygotowanie probek przed odparafinowaniem i izolacjg DNA opisano w czesci
+Przechowywanie i sposéb postepowania z probkami” na stronie 18.

e Nalezy wykona¢ krok dotyczacy RNazy opisany w karcie protokotu QIAsymphony SP.

® Nie nalezy uzywac roztworu Deparaffinization Solution firmy QIAGEN. W celu
odparafinowania nalezy stosowaé¢ wytgcznie metode z wykorzystaniem ksylenu/etanolu
opisang w czesci Procedura odparafinowania preparatéw na szkietkach w przypadku
korzystania z zestawu QIAsymphony DSP DNA Mini Kit nizej. Ksylen mozna zastgpic¢
odczynnikiem Histolemon (zamiennik ksylenu).

® Trawienie proteinazg K nalezy przeprowadzac przez 1 godzine.

® Objetosc¢ elucji réwna 50 pl jest wybierana na ekranie dotykowym.

Procedura odparafinowania preparatéw na szkietkach w przypadku korzystania
z zestawu QIAsymphony DSP DNA Mini Kit

Wykona¢ procedure odparafinowania zgodnie z ponizszymi krokami, innymi niz kroki
opisane w karcie protokotu QIAsymphony SP: Tissue_LC_200_V7_DSP.

1. Umiesci¢ szkietka w odpowiednim statywie na szkietka.

2. Wiozy¢ statyw na szkietka do tazni na szkietka napetnionej ksylenem lub odczynnikiem
Histolemon i pozostawi¢ na 2 minuty. Wytrzasa¢, wykonujgc po 2 lub 3 ruchy do
przodu i do tytu.

3. Wiozy¢ statyw do drugiej tazni na szkietka napetnionej etanolem (96—-100%) i
pozostawi¢ na 2 minuty. Wytrzgsac, wykonujgc po 2 lub 3 ruchy do przodu i do tytu.
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4. Pozostawi¢ szkietka do wyschniecia w temperaturze 15-37°C (zajmie to kilka minut).

5. Oznaczy¢ probdéwki mikrowiréwkowe o poj. 1,5 ml dla kazdej probki, a nastepnie dodaé
po 220 pul buforu Buffer ATL do kazdej probdwki.

6. Podac kilka kropel buforu Buffer ATL na skrawki tkankowe znajdujgce sie na szkietkach
(uzy¢ objetosci wystarczajgcej do pokrycia catej powierzchni tkanki).

7. Zeskroba¢ tkanke sterylnym skalpelem, a nastepnie przetozy¢ jg do odpowiednio
oznaczonej probowki mikrowiréwkowej.

8. Dodac 20 pl proteinazy K (z zestawu QlAamp DNA FFPE Tissue Kit) do kazdej
probowki i wymieszac poprzez wytrzgsanie.

Przejs¢ do kroku inkubacji w temperaturze 56°C, ktéry opisano w karcie protokotu

QIAsymphony SP: Tissue_LC_200_V7_DSP (krok 12. protokotu ,Deparafinizacja za

pomoca ksylenu”, kwiecien 2012 r.). Inkubowac¢ w temperaturze 56°C przez 1 godzine.

Genomowy DNA

Wyizolowany genomowy DNA nalezy przechowywa¢ przez maksymalnie 1 tydzieh
w temperaturze 2—-8°C lub przez maksymalnie 8 tygodni w temperaturze od —25 do —15°C.

llos¢ DNA nalezy okresli¢ poprzez pomiar gestosci optycznej (optical density, OD) prébki
przy dtugosci fali 260 nm.

Rozcienczy¢ DNA do stezenia 5 ng/ul w 1x stezonym buforze TE o pH 8,0.

Reakcja PCR jest zoptymalizowana dla prébek zawierajgcych 25 ng oczyszczonego
genomowego DNA.
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Protokét: Wykrywanie mutacji genow IDH1/2

Wazne informacje przed rozpoczeciem

® W celu optymalnego wykorzystania zestawu therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit probki

nalezy pogrupowac w partiach po 4. Testowanie mniejszych partii spowoduje

zmniejszenie liczby prébek, ktére mozna przebada¢ za pomocg jednego zestawu

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit.

® Zalecane jest testowanie wszystkich probek wskazanych w Tabeli 2 podczas jednej

reakcji PCR przy uktadzie bloku tadowania i ustawieniu rotora wskazanym w Tabeli 3

i na Ryc. 2.

Tabela 2. Liczba reakcji w przypadku uzywania aparatéw Rotor-Gene Q MDx z rotorem na 72 probéwki

Probki

Reakcje

n prébek DNA

2 kontrole DNA

Kontrola — woda

n x 1 reakcja

2 reakcje: kontrola pozytywna i kontrola WT,
po jednej na reakcje PCR

1 reakcja

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit — Instrukcja obstugi
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* PC: Positive control (kontrola pozytywna).

T WTC: Wild-type control (kontrola genu typu dzikiego).
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Ryc. 2. Sugerowane ustawienie rotora dla eksperymentu z wykorzystaniem zestawu therascreen IDH1/2 RGQ

PCR Kit.

Wazne: Nalezy zwréci¢ uwage, aby zawsze umieszczaC prébke w pozycji 1 rotora.

W przeciwnym razie aparat nie wykona kalibracji i zostang zarejestrowane nieprawidtowe

dane fluorescenc;ji.
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Procedura

1. Rozmrozi¢ wszystkie niezbedne sktadniki i umiescic je na lodzie.
2. Przygotowac opisane nizej mieszaniny PCR odpowiednio do liczby przetwarzanych prébek.
Uwaga: Wszystkie stezenia odnoszg sie do koncowej objetosci reakcji.
W Tabeli 4 opisano schemat pipetowania przy przygotowywaniu jednej mieszaniny
odczynnikéw, obliczony w taki sposéb, aby koricowa objetosé¢ reakcji wynosita 25 pl.
Dla kazdej mieszaniny starteréw i sond (PPM) mozna przygotowac wstepng
mieszanine odpowiednio do liczby reakcji. Aby skompensowac btedy pipetowania,
uwzgledniono dodatkowe objetosci.
Tabela 4. Przygotowanie mieszanin do reakcji PCR
Wstepna mieszanina:
Sktadnik 1 reakcja (pl) 7 + 1 reakcja (pl) Stezenie koncowe
gPCR Master Mix, 2x 12,5 100 1x
PPM*, 25x 1 8 1x
Woda wolna od nukleaz 6,5 52 -
Prébka lub kontrola® .
(dodawana w kroku 4.) 2 Dl ek -
Catkowita objetos¢ 25 25 na kazda -
* Przygotowac 9 wstepnych mieszanin, po jednej na kazdg mieszanine PPM dostarczong w zestawie.
T Kontrola pozytywna, kontrola negatywna lub woda stosowana jako kontrola.
Dodac¢ po 20 ul roztworu wstepnej mieszaniny na probéwke Rotor-Gene (Tabela 3).
Dodac¢ 5 pl materiatu, ktéry ma zosta¢ oznaczony ilosciowo (25 ng genomowego DNA
probki lub kontroli), do odpowiedniej probdwki (catkowita objetos¢ 25 pl; Tabela 3).
5. Delikatnie wymieszaé, pipetujgc w gore i w doét.
6. Umiesci¢ proboéwki w adapterze dostarczonym z aparatem (Ryc. 2).
Uwaga: Do nieuzywanych pozycji nalezy wtozy¢ puste probowki.
7. Zatadowac petny adapter do aparatu Rotor-Gene Q MDx.
8. Zaprogramowa¢ aparat Rotor-Gene Q MDx na program cykli termicznych w sposéb
przedstawiony w Tabeli 5.
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Tabela 5. Profil temperaturowy

Hold (Wstrzymanie) Temperature (Temperatura): 95°C
Time (Czas): 10 min

Cycling 40 razy

(Powtarzanie cykli)
95°C przez 15 sekund

60°C przez 60 sekund z rejestracjg fluorescencji FAM™ w kanale Green:
Single (Pojedynczy)

9. Klikng¢ przycisk Gain Optimisation (Optymalizacja wzmocnienia) w oknie dialogowym
New Run Wizard (Kreator nowego cyklu), aby otworzy¢ okno dialogowe Auto-Gain
Optimisation Setup (Konfiguracja optymalizacji wzmocnienia automatycznego). Ustawic
zakres dla kanatu zielonego od wartosci 2F| dla odczytu Min Reading (Odczyt min.) do
wartosci 10FI dla odczytu Max Reading (Odczyt maks.).

10. Upewni¢ sig, ze pole Perform Optimisation Before 1st Acquisition (Wykonaj
optymalizacje przed pierwsza rejestracjg) jest zaznaczone i zamkng¢ okno dialogowe Auto-
Gain Optimisation Setup (Konfiguracja optymalizacji wzmocnienia automatycznego).

11. Uruchomi¢ program cykli termicznych.

12. Po zakonczeniu cykli termicznych wykona¢ ponizsze czynnosci.
12a. Wybra¢ opcje Options (Opcje) > Crop Start Cycles (Usun cykle poczatkowe).

Usuna¢ dane zarejestrowane przed cyklem 10, aby odrzuci¢ wszelkie artefakty.
12b. Wybrac opcje Analysis (Analiza) > Cycling A. Green from 10 (Zielony kanat
rejestracji od 10), wskazang w raporcie jako ,left threshold = 10.00” (lewy prog = 10,00).
12c. Wybrac¢ opcje Dynamic Tube (Probéwka dynamiczna) jako metode normalizacii,
a nastepnie opcje Slope Correct (Korekcja nachylenia), aby uwzgledni¢ nachylenie
szumu.
12d. Ustawic¢ opcje Outlier Removal (Usuwanie wartosci odstajgcych) na 0%
(odpowiednio do progu NTC).
12e. Wylgczy¢ funkcje Reaction Efficiency Threshold (Prég wydajnosci reakgji).
12f. Zdefiniowa¢ prég na wartosé 0,03.
12g. Ustawic¢ wykres na skale liniowa.
12h. Wybra¢ opcje Digital Filter (Filtr cyfrowy): Light (Jasny).
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Interpretacja wynikow
Kontrole — woda

Prébki wody bedgce kontrolg (kontrola bez matrycy) powinny dawa¢ wartosci Ct rowne zero

dla wszystkich mieszanin starteréw i sond.

Jesli prébka wody bedgca kontrolg wygeneruje dodatnia wartos¢ Cr, doszlo do
zanieczyszczenia krzyzowego. Rozwigzanie tego problemu podano w czesci

+Rozwigzywanie probleméw” na stronie 37.

Kontrola jakosci na podstawie wartosci Cr kontroli

Kontrola zawierajgca geny IDH1/2 typu dzikiego (wild-type control, WTC) oraz kontrola
pozytywna zawierajgca zmutowane geny IDH1/2 (Mut-PC) umozliwiajg walidacje

eksperymentu.

e Jesli dla kontroli nie zostanie wygenerowana zadna wartos¢ Ct, kontrola jest

klasyfikowana jako negatywna wzgledem mutacji w danym oznaczeniu.

e Jedli zostang wygenerowane wartosci Ct, dla kazdej kontroli nalezy obliczy¢ warto$¢

ACrt, korzystajgc z ponizszych wzoréw

ACT ipH1R132 Mut = C1 IDHL/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 IDH1/R132
ACT 1pH1 Mut R132¢ = Cr 1DHL Mut R132C — CT Total IDH1/R132

ACT 1pH2 Mut R172Kk = CT 1DH2 Mut R172K — CT Total IDH2/R172
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Kontrole sg klasyfikowane jako pozytywne wzgledem mutacji, jesli wartosci ACt sg rowne
odpowiednim punktom odciecia ACt lub mniejsze od nich. Punkty odciecia zawiera Tabela 6.
Jesli warto$¢ ACt przekracza punkt odciecia, kontrola jest klasyfikowana jako negatywna

wzgledem mutacji w danym oznaczeniu mutacji.

Tabela 6. Punkty odcigcia dla kazdego oznaczenia mutacji

Oznaczenie mutacji Punkt odcigcia (ACt)
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 W kazdym oznaczeniu mutacji kontrola zawierajgca geny IDH1/2 typu dzikiego musi
da¢ wynik negatywny wzgledem mutacji (Tabela 7).

e W kazdym oznaczeniu mutacji kontrola pozytywna zawierajgca zmutowane geny
IDH1/2 musi da¢ wynik pozytywny wzgledem mutacji (Tabela 7).

Jesli ktérykolwiek z tych warunkéw nie zostanie spetniony, caty eksperyment nalezy uznac¢

za niewazny.
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Tabela 7. Przyktad walidacji eksperymentu na podstawie kontroli

Kontrola zawierajaca

Kontrola pozytywna

zawierajgca
zmutowane geny

Wartosé Woda (NTC) geny IDHL/IDH2 WT IDH1/IDH2
CT Total IDH1/R132 Nie wykryto 25,45 23,95
Cr IDHU/R132 Mut Nie wykryto 34,32 25,76
ACT IDH1/R132 Mut Nie wykryto 8,87 1,81
C1 Total IDH2/R172 Nie wykryto 25,42 24,93
Cr IpH2/R172 Mut Nie wykryto 34,36 26,36
ACT IDH2/R172 Mut Nie wykryto 8,94 1,43
CT Total IDHL/R100 Nie wykryto 26,30 24,69
C1 IDH1/R100 Mut Nie wykryto 33,04 26,39
ACT IDH1/R100 Mut Nie wykryto 6,74 1,70
Cr IDH1 Mut R132H Nie wykryto 35,20 26,48
ACT IDH1 Mut R132H Nie wykryto 9,75 2,53
C1 IpH1 Mut R132C Nie wykryto 37,16 27,07
ACT 1pH1 Mut R132C Nie wykryto 11,71 3,12
C1 IDH2 Mut R172K Nie wykryto Nie wykryto 27,97
ACT 1pH2 Mut R172K Nie wykryto nd. 3,04

30

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit — Instrukcja obstugi

07/2020



Walidacja materiatu wejsciowego probki
Przed interpretacjg wynikéw nalezy przeprowadzi¢ walidacje materiatu wej$ciowego prébki.

Wartos¢ Cr uzyskana dla probki przy uzyciu kazdej mieszaniny PPM-Total (Ct Total IDH1/R132,
Cr Total IDH2/R172 | CT Total IDHI/R100) MUsSi by¢ mniejsza niz 32,00. Wartosci Ct uzyskane przy
uzyciu mieszanin Total, ktore sg 232,00, wskazujg na niskg jakos¢ DNA. W takim wypadku
nalezy ponownie przetestowac probke. Jesli wynik ponownie wskazuje na niewystarczajgcg
ilos¢ DNA, nalezy przeprowadzi¢ izolacje na wigkszej probce tkanki nowotworowej (jesli jest

ona dostepna) (patrz cze$¢ ,Rozwiagzywanie problemoéw”, strona 37).

Wyniki generowane dla probek

Wykrycie mutacji genow IDH1/2

Dla kazdej probki nalezy obliczy¢ wartosci ACt uzyskane w kazdym oznaczeniu
wykrywajgcym mutacje (PPM-IDH1/R132 Mut, PPM-IDH2/R172 Mut, PPM-IDH1/R100 Mut),
korzystajgc z ponizszych wzoréw.

ACT ipH1R132 Mut = C1 IDHL/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

Jesli w oznaczeniu wykrywajgcym mutacje nie uzyskano wartosci Ct, probke nalezy
sklasyfikowa¢ jako negatywng wzgledem danej mutaciji.

Prébki sg klasyfikowane jako pozytywne wzgledem mutaciji, jesli wartosci ACr sg réwne
odpowiednim punktom odcigcia ACt lub mniejsze od nich. Punkty odciecia wyznaczone dla
danych oznaczen mutacji zawiera Tabela 8.
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Tabela 8. Punkty odciecia dla kazdego oznaczenia wykrywajacego mutacje

Oznaczenie mutacji Punkt odcigcia (ACT)
IDH1/R132 Mut 5,34
IDH2/R172 Mut 6,42
IDH1/R100 Mut 4,65

Identyfikacja mutacji genéw IDH1/2

Dla kazdej probki nalezy obliczy¢ wartodci ACt uzyskane w kazdym oznaczeniu
identyfikujagcym mutacje (PPM-IDH1 Mut R132H, PPM-IDH1 Mut R132C, PPM-IDH2 Mut
R172K), korzystajgc z ponizszych wzordw.

ACT 1pH1 Mut R132H = CT 1DHL Mut R132H — CT Total IDH1/R132
ACt 1pH1 Mut R132¢ = CT 1DH1 Mut R132C — CT Total IDH1/R132
ACT 1pH2 Mut R172K = CT 1DH2 Mut R172K — CT Total IDH2/R172

Jesli w oznaczeniu identyfikujgcym mutacje nie uzyskano wartosci Ct, prébke nalezy
sklasyfikowac¢ jako negatywng wzgledem mutaciji.

Mutacja zostata zidentyfikowana w prébce, jesli wartosé ACt jest rowna punktowi odciecia
ACt lub mniejsza od niego. Punkty odcigcia wyznaczone dla danych oznaczen
identyfikujgcych mutacje zawiera Tabela 9. Przyktady interpretacji wartosci ACt
przedstawiono w Tabeli 10 i Tabeli 11.

Tabela 9. Punkty odcigcia dla kazdego oznaczenia identyfikujacego mutacje

Oznaczenie mutacji Punkt odcigcia (ACt)
IDH1 Mut R132H 6,87
IDH1 Mut R132C 7,14
IDH2 Mut R172K 8,49
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Tabela 10. Przyktad wykrycia mutacji genéw IDH1/2

Wykrycie mutacji

Nie wykryto mutacji

Wartosé Prébka 1 Prébka 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

Wykryto mutacje R132
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Tabela 11. Przyktad identyfikacji mutacji genéw IDH1/2

Wartosé Probka 1 Prébka 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

CT IDH1 Mut R132C 37,94 Nie wykryto
ACT IDH1 Mut R132C 11,55 nd.

Cr Total IDH2/R172 26,79 25,79

CT IDH2 Mut R172K Nie wykryto Nie wykryto
ACT 1DH2 Mut R172K nd. nd.

Identyfikacja mutacji

Nie wykryto mutacji

Wykryto mutacje R132H
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Interpretacja mutacji genoéw IDH1/2

Procedure uzywang do przypisywania typédw mutacji genéw IDH1/2 do probek pozytywnych

wzgledem mutacji genéw IDH1/2 przedstawiono w Tabeli 12. Przyktadowg interpretacje

przedstawiono w Tabeli 13.

Tabela 12. Przewodnik interpretacji

Identyfikacja mutacji
Wykryto mutacje = Wykryto mutacje = Wykryto mutacje  Nie wykryto
R132H genu IDH1  R132C genu IDH1  R172K genu IDH2  mutacji
Wykryto Wykryto mutacje Wykryto mutacje - Wykryto mutacje
mutacje R132 R132H R132C R132, ale nie
wykryto mutacji
R132H ani
_ R132C
§ Wykryto - - Wykryto mutacje Wykryto mutacje
E mutacje R172 R172K R172, ale nie
o wykryto mutacji
] R172K
Paad
= Wykryto - - - R100
= mutacje R100
Nie wykryto Wykryto matg Wykryto matg Wykryto matg ilo§¢  Nie wykryto
mutacji ilos¢ mutaciji ilos¢ mutaciji mutacji mutacji
R132H R132C R172K
(od 1% do 2%)* (od 1% do 4%)* (okoto 1%)*

* Takie przypadki moga wystgpi¢ rzadko. Nalezy sprawdzi¢, czy wszystkie kryteria akceptacji prébki i kryteria
techniczne zostaty spetnione, zwtaszcza wymogi dotyczgce ilosci komérek nowotworowych. Jesli wszystkie
kryteria zostaty spetnione, nalezy ponownie przetestowac prébke.
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Tabela 13. Przyktad zgtaszania i interpretacji mutacji genéw IDH1/2

Prébka 1 Prébka 2
Wykrycie mutacji Nie wykryto mutacji Wykryto mutacje R132
Identyfikacja mutacji Nie wykryto mutacji Wykryto mutacje R132H

Nie wykryto ani nie

Interpretacja wynikow zidentyfikowano mutacji

Mutacja R132H

Uwaga: Jesli dla probki wygenerowano 2 lub wiecej wartosci ACrt, ktére sg réwne punktom
odciecia ACt lub mniejsze od nich, status mutacji jest przypisywany na podstawie mutaciji
charakteryzujgcej sie najwiekszg réznicg miedzy wartoscig punktu odciecia a uzyskang
wartoscig ACr. Przykfad przedstawiono w Tabeli 14.

Tabela 14. Przyktad interpretacji w przypadku kilku pozytywnych wynikow

Probka 3 Probka 4
ACT IDHR132 Mut 1,24 5,24
punkt odcigcia ACr ipH1R132 Mut 5,34 5,34
(punkt odcigcia ACt — ACT) ipHUR132 Mut 4,10 0,10
ACT IDH2/R172 Mut 5,32 5,95
punkt odcigcia ACr ipH2R172 Mut 6,42 6,42
(punkt odciecia ACt — ACr) ipH2/R172 Mut 1,10 0,47
Interpretacja wynikow Mutacja R132 Mutacja R172
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Rozwigzywanie problemow

Ta czes¢ instrukcji moze okazac¢ sie pomocna podczas rozwigzywania jakichkolwiek

zaistniatych problemoéw. Wiecej informacji mozna znalez¢ na stronie www.giagen.com.

Komentarze i wskazowki

Zatkanie kolumny podczas izolacji DNA
Niecatkowita liza Powt6rz wirowanie.
Pozostaly lizat mozna przenie$¢ na nowg kolumne.
Powtérz izolacje, uzywajgc mniejszej ilosci tkanki FFPE.
Niewystarczajaca ilos¢ DNA w eluacie po izolacji

Niewystarczajaca powierzchnia Powtérz izolacje, uzywajac wigkszej liczby skrawkéw tkanki FFPE.

tkanki FFPE

Nie wykryto kontroli zawierajacej geny IDH1/2 WT

a) Btedy pipetowania lub pominiecie =~ Sprawdz schemat pipetowania i konfiguracje reakcji.
odczynnikéw; zmiana miejsca .
Powtérz reakcje PCR.
proboéwki lub dotka
b)  Nieprawidtowe przechowywanie Przechowuj zestaw therascreen [IDH1/2 RGQ PCR Kit
sktadnikéw zestawu w temperaturze od —30 do —15°C i chron mieszaniny starteréw i sond

przed Swiattem. Patrz ,Przechowywanie i sposob postepowania

z odczynnikami”, strona 16.

Nie nalezy przekraczac 5 cykli zamrazania i rozmrazania.

¢)  Minat termin waznosci zestawu Sprawdz warunki przechowywania i termin waznosci (patrz etykieta
therascreen IDH1/2 RGQ PCR zestawu) odczynnikéw i, w razie potrzeby, uzyj nowego zestawu
Kit therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit.
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Komentarze i wskazowki

Nie wykryto kontroli pozytywnej zawierajacej zmutowane geny IDH1/2

a)  Bledy pipetowania lub pominigcie  Sprawdz schemat pipetowania i konfiguracje reakgji.
odczynnikéw; zmiana miejsca
Powtérz reakcje PCR.
probdéwki lub dotka
b)  Nieprawidiowe przechowywanie Przechowuj zestaw therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit
sktadnikow zestawu w temperaturze od —30 do —15°C i chror mieszaniny starterow i sond

przed Swiattem. Patrz ,Przechowywanie i sposob postepowania

z odczynnikami”, strona 16.

Nie nalezy przekraczac 5 cykli zamrazania i rozmrazania.

¢)  Minat termin waznosci zestawu Sprawdz warunki przechowywania i termin waznosci (patrz etykieta
therascreen IDH1/2 RGQ PCR zestawu) odczynnikéw i, w razie potrzeby, uzyj nowego zestawu
Kit therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit.

Brak sygnatu, w tym brak sygnatu dla kontroli

a)  Brak probowki reakcyjnej Nalezy zwrdcié uwage, aby zawsze umieszczaé probke w pozycii
w pozycji 1 aparatu Rotor-Gene 1 rotora. W przeciwnym razie aparat nie wykona kalibracji i zostang
Q MDx zarejestrowane nieprawidiowe dane fluorescencji.

b)  Biedy pipetowania lub pominigcie  Sprawdz schemat pipetowania i konfiguracje reakgji.
odczynnikdw; zmiana miejsca
Powtérz reakcje PCR.
proboéwki lub dotka
c)  Nieprawidtowe przechowywanie Przechowuj zestaw therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit
sktadnikow zestawu w temperaturze od —30 do —15°C i chron mieszaniny starteréw i sond

przed $wiattem. Patrz ,Przechowywanie i sposob postepowania

z odczynnikami”, strona 16.

Nie nalezy przekracza¢ 5 cykli zamrazania i rozmrazania.
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Komentarze i wskazowki

d)  Minat termin waznos$ci zestawu
therascreen IDH1/2 RGQ PCR
Kit

e)  Wybrano nieprawidtowy kanat

detekcji

f) Nie zaprogramowano programu

rejestracji danych

Zmienne natezenie fluorescencji
Btedy pipetowania lub pominiecie

odczynnikéw; zmiana miejsca

probdéwki lub dotka

Zbyt niskie natezenie fluorescencji

a) Nieprawidtowe przechowywanie

sktadnikéw zestawu

b)  Minat termin waznos$ci zestawu
therascreen IDH1/2 RGQ PCR
Kit

c¢) Bardzo niska ilo$¢ docelowego

DNA

Sprawdz warunki przechowywania i termin waznos$ci (patrz etykieta
zestawu) odczynnikéw i, w razie potrzeby, uzyj nowego zestawu

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit.

Ustaw kanat detekcji na kanat Cycling Green lub 530 nm/640 nm.

Sprawdz program wykonywania cykli. Patrz Tabela 5, strona 27.

Wybierz tryb rejestracji Single (Pojedynczy) przy koncu kazdego

segmentu hybrydyzacji w programie reakcji PCR.

Sprawdz schemat pipetowania i konfiguracje reakcji.

Powtérz reakcje PCR.

Przechowuj zestaw therascreen [IDH1/2 RGQ PCR Kit
w temperaturze od —30 do —15°C i chron mieszaniny starteréw i sond
przed $wiattem. Patrz ,Przechowywanie i sposob postepowania

z odczynnikami”, strona 16.
Nie nalezy przekracza¢ 5 cykli zamrazania i rozmrazania.

Sprawdz warunki przechowywania i termin waznosci (patrz etykieta
zestawu) odczynnikéw i, w razie potrzeby, uzyj nowego zestawu

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit.

Przed rozpoczeciem zawsze sprawdzaj stezenie DNA. Patrz

Jzolacja i przygotowanie DNA”, strona 19.
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Komentarze i wskazowki

Kontrola negatywna (H20) daje wynik pozytywny

Zanieczyszczenie krzyzowe, Wymien wszystkie kluczowe odczynniki lub uzyj nowego zestawu

zanieczyszczenie odczynnika, therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit.

btad aparatu, zmiana miejsca

Aby unikng¢ zanieczyszczenia spowodowanego przeniesieniem,
dotka lub proboéwki kapilarnej lub

zawsze nalezy postepowac z odczynnikami, sktadnikami zestawu
rozktad sondy

i materiatami eksploatacyjnymi zgodnie z powszechnie przyjetymi

praktykami.
Chron mieszaniny starteréw i sond przed $wiattem.

Sprawdz krzywe fluorescencji pod katem fatszywie pozytywnych

odczytow.

Sprawdz konfiguracje reakcji. Patrz ,Protokét: Wykrywanie mutaciji

gendéw IDH1/2", strona 23.

Kontrola jakosci

Zgodnie z poswiadczonym certyfikatem ISO systemem zarzadzania jakoscig firmy QIAGEN
kazda seria zestawu therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit jest testowana pod kgtem wstepnie
ustalonych specyfikacji w celu zapewnienia spdéjnej jakosci produktéw. Certyfikaty analiz sg

dostepne na zgdanie pod adresem www.giagen.com/support/.
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Ograniczenia

Ten zestaw jest przeznaczony do uzytku profesjonalnego.

Produkt moze by¢ obstugiwany wytgcznie przez odpowiednio poinstruowany personel
przeszkolony w dziedzinie technik biologii molekularnej i zaznajomiony z tg technologia.

Niniejszego zestawu nalezy uzywac¢ zgodnie z instrukcjami podanymi w niniejszym
podreczniku, w potgczeniu ze zwalidowanym aparatem wymienionym w czesci ,Materiaty
wymagane, ale niedostarczone”, strona 12.

Nalezy zwraca¢ uwage na terminy waznosci wydrukowane na pudetku i etykietach

wszystkich sktadnikéw zestawu. Nie uzywac przeterminowanych sktadnikéw.

Zestaw therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit zwalidowano do uzytku wytacznie z probkami
tkanek moézgu utrwalonymi w zbuforowanej formalinie i zatopionymi w parafinie.

Zestaw therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit zwalidowano do uzytku wytgcznie z zestawami
QlAamp DNA FFPE Tissue Kit i QIAsymphony DSP DNA Mini Kit.

Zwalidowano wylgcznie aparaty Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (do reakcji PCR)
i QlIAsymphony SP (do przygotowania prébek).

Uzycie tego produktu niezgodnie z przeznaczeniem i/lub wprowadzenie zmian w jego

sktadnikach spowoduje zniesienie odpowiedzialnosci firmy QIAGEN.

Uzytkownik jest odpowiedzialny za walidacje skutecznosci systemu pod kgtem wszelkich
procedur stosowanych w danym laboratorium, ktére nie sg objete badaniami skutecznosci
wykonanymi przez firme QIAGEN.
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Test jest przeznaczony do wykrywania 7 mutacji w obrebie kodonu 132. i 100. genu IDH1
i 5 mutacji w obrebie kodonu 172. genu IDH2. W prébkach, dla ktérych uzyskano wynik ,no
mutation detected” (nie wykryto mutacji), mogg by¢ obecne mutacje genu IDH1 lub genu
IDH2 niewykrywane przez to oznaczenie.

To, czy mutacja zostanie wykryta, zalezy od stopnia integralnosci prébki, ilosci tkanki
nowotworowej oraz ilosci obecnego DNA, ktéry mozna poddac amplifikacii.

Wyniki uzyskane za pomocg tego produktu nalezy interpretowa¢ w kontekscie stanu
klinicznego pacjenta i wszystkich odnosnych wynikéw laboratoryjnych.
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Parametry skutecznosci

Granica proby slepej (Limit of Blank, LOB)

Granice proby $lepej (Limit of Blank, LOB) okreslono (zgodnie z wytycznymi EP17-A
CLSI/NCCLS; 14) na probkach negatywnych (prawidiowa mézgowa tkanka FFPE, 8 prébek,
64 pomiary/serie, 2 serie).

Wyniki granicy LOB przedstawiono w Tabeli 15.

Tabela 15. Granica proby slepej (Limit of Blank, LOB)

Oznaczenie LOB Koncowa granica LOB

Walidacja — 1. seria: 6,57
R132 Mut L ) 6,32
Walidacja — 2. seria: 6,32

Walidacja — 1. seria: 7,91
R132H Mut o ' 7,91
Walidacja — 2. seria: 8,22

Walidacja — 1. seria: 8,04
R132C Mut A . 8,04
Walidacja — 2. seria: 8,20

Walidacja — 1. seria: 7,74
R172 Mut . : 7,59
Walidacja — 2. seria: 7,59

Walidacja — 1. seria: 9,93
R172K Mut . . 9,93
Walidacja — 2. seria: 10,58

Walidacja — 1. seria: 6,52
R100 Mut — . 517
Walidacja — 2. seria: 5,19

Granica wykrywalnosci (Limit of Detection, LOD)

Granice wykrywalnosci (Limit of Detection, LOD; czuto$¢ analityczna) okreslono na podstawie
Jmetody profilu precyzji’ opisanej w wytycznych EP17-A CLSI/NCCLS (14). Na kazdg mutacje
uzywano pie¢ prébek niskopozytywnych (DNA plazmidowe dodane do DNA typu dzikiego
wyizolowanego z tkanek glejaka) (od 30 do 110 pomiaréw na typ mutacji i odsetek mutacii).

Wyniki granicy LOD przedstawiono w Tabeli 16.
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Tabela 16. Granica wykrywalnosci (Limit of Detection, LOD)

Punkt odciecia

Oznaczenie Mutacje LOD oznaczenia Czutosé¢ (%)
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

Mutacje uznaje sie za wykryta, jesli wartos¢ ACr jest rowna granicy LOD lub mniejsza od niej.
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Wptyw wejsciowej ilosci DNA

DNA wyizolowano z 4 réznych probek glejaka: 2 probek z genami IDH1/2 typu dzikiego oraz
2 z mutacjg R132H (395G>A) genu IDH1.

W celu oceny wplywu wejsciowej ilosci DNA na wyniki jakosciowe przetestowano trzy rézne
ilosci DNA (w tym ilos¢ zalecang dla protokotu). Wyniki wskazujg, ze wejsciowa ilos¢ DNA
nie wptywa na wyniki jakosciowe. W przypadku wejsciowych ilosci DNA nizszych od ilosci
zalecanej (<25 ng DNA) obserwowano jednak wiecej problemoéw technicznych (problemy
zwigzane z kontrolg jakosci Ct Total). Majgc to na uwadze, zalecana do tego testu wejsciowa
ilos¢ DNA to 25 ng na objetos¢ 5 pl.

Powtarzalnos¢ i odtwarzalnosé

Badanie precyzji wykonano na 4 réznych prébkach (DNA plazmidowe dodane do DNA typu
dzikiego wyizolowanego z tkanek glejaka w celu utworzenia probek typu dzikiego (wild-type,
WT), ze zmutowanymi genami i prébek odpowiadajagcych punktom odciecia), ktore
testowano 40 razy w dwéch powtdrzeniach (n = 80 pomiaréw).

Odchylenia standardowe (standard deviation, SD) i wspotczynniki zmiennosci (coefficient of
variation, CV) przedstawiono w Tabeli 17.
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Tabela 17. Wyniki badania precyzji

Srednia Odsetek
wartosé CVogetem prawidtowych
Oznaczenie Prébka ACT SDr* SDReakcja! ~ SDogetem’  (%)* wywotan
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 (powtarzalno$g).

T Reakcja: odtwarzalno$¢ miedzy reakcjami.
* Ogoétem: precyzja catkowita (w tym miedzy aparatami, migdzy operatorami i miedzy seriami).

Ciag dalszy tabeli na nastepnej stronie
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Tabela 17. Wyniki badania precyzji (ciag dalszy)

Srednia Odsetek
wartosé CVogstem prawidtowych
Oznaczenie Prébka ACT SDg* SDReakcja’  SDogstem’  (%)* wywotan
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%
99% (151/152)
R132C 4,44 0,30 0,00 0,56 13
5%
R132 Mut ?(;I.;ZH 3,49 0,27 0,22 0,46 13
(]
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% 3,55 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 (powtarzalno$c).

T Reakcja: odtwarzalno$¢ migdzy reakcjami.

* Ogodtem: precyzja catkowita (w tym miedzy aparatami, migdzy operatorami i miedzy seriami).
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Poréwnanie metod

Poréwnanie do metody immunohistochemicznego (IHC) wykrywania mutacji
IDH1/R132H.

Przeprowadzono badanie w celu wykazania zgodnosci statusu mutacji ocenianego przy
uzyciu zestawu therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit oraz metodg IHC (Anti-human
IDH1R132H antibody clone H09, DIANOVA).

Do badania wybrano fgcznie 103 kliniczne probki glejaka. Najstarszy bloczek miat 10 lat.

Wszystkie probki pomysinie przeszly kontrole jakosci zaréwno dla zestawu therascreen
IDH1/2 RGQ PCR Kit, jak i dla metody IHC.

Wyniki wskazujg na zgodnos$¢ procentowg wynikéw dodatnich (positive percent agreement,
PPA) na poziomie 100%, zgodnos$¢ procentowg wynikow ujemnych (negative percent
agreement, NPA) na poziomie 98% i zgodno$¢ ogdtem (overall agreement, OA) na poziomie
99% (Tabela 18).
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Tabela 18. Analiza zgodnosci miedzy zestawem therascreen RGQ PCR Kit a metoda IHC

Miara zgodnosci Czestos¢ (%) 95-procentowy przedziat
ufnosci

PPA 45/45 (100%) [92; 100]

NPA 57/58 (98%) [91; 100]

OA 102/103 (99%) [96; 100]

Poréwnanie do metody sekwencjonowania dwukierunkowego

Przeprowadzono badanie w celu wykazania zgodnosci statusu mutacji ocenianego przy
uzyciu zestawu therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit oraz metodg sekwencjonowania

dwukierunkowego.

Do badania wybrano tgcznie 103 kliniczne prébki nowotworowe pobrane od pacjentéw
chorych na glejaka. Najstarszy bloczek miat 10 lat.

Wszystkie 103 probki pomysinie przeszty kontrole jako$ci dla zestawu therascreen IDH1/2
RGQ PCR Kit, a w przypadku sekwencjonowania dwukierunkowego uzyskano wyniki dla
101 probek.

Wyniki wskazujg na zgodnosc¢ procentowa wynikdw dodatnich (positive percent agreement,
PPA) na poziomie 100%, zgodnos¢ procentowg wynikow ujemnych (negative percent
agreement, NPA) na poziomie 92% i zgodnos¢ ogétem (overall agreement, OA) na poziomie
96% (Tabele 19 i 20).
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Tabela 19. therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit a sekwencjonowanie dwukierunkowe

Sekwencjonowanie dwukierunkowe Sangera
R132* R132C R132H R172" WT
*

o R132 6 0 0 0 0
V]
@
[\ R132C 0 2 0 0 0
T =
ox
- R132H 0 0 42 0 3
[} O
9] o
a R172! 0 0 0 0 1
@
=]

WT 0 0 0 0 47

* Wynik R132 oznacza, ze w prébce wykryto mutacje R132, ale nie wykryto mutacji R132H ani R132C.
T Wynik R172 oznacza, ze w prébce wykryto mutacje R172, ale nie wykryto mutacji R172K.

Tabela 20. Analiza zgodnosci z wynikami sekwencjonowania dwukierunkowego

Miara zgodnosci Czestosc (%) 95-procentowy przedziat
ufnosci

PPA 50/50 (100%) [93; 100]

NPA 47/51 (92%) [81; 97]

OA 97/101 (96%) [90; 98]
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Symbole

Ponizsza tabela zawiera opisy symboli, ktére moga znajdowac¢ sie na etykietach lub
w niniejszym dokumencie.

Zawiera odczynniki wystarczajgce do wykonania <N>
<N> reakciji

Termin waznosci

AR EE S <

D Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro

Numer katalogowy

LOT Numer serii

Numer materiatu (tj. oznaczenie sktadnika)

Sktadniki (tj. lista zawarto$ci)

Zawiera (zawarto$c¢)

Liczba (tj. fiolki, butelki)
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Py

n

E=8 Bl

R oznacza wydanie instrukcji obstugi, a n oznacza

numer wydania

Globalny numer jednostki handlowej

Zakres temperatury

Producent

Zapoznac sie z instrukcjg uzycia

Przestroga
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Informacje dotyczgce zamawiania

Produkt Zawartos¢ Nr kat.
therascreen IDH1/2 Na 20 reakcji: 9 mieszanin starteréw i sond, 873011
RGQ PCR Kit (20) kontrola WT, kontrola pozytywna, mieszanina

Master Mix, woda wolna od nukleaz
Aparat Rotor-Gene Q MDx i akcesoria
Rotor-Gene Q MDx Cykler do reakciji real-time PCR i analizator High 9002033
5plex HRM System Resolution Melt z 5 kanatami (zielony, zétty,

pomaranczowy, czerwony, purpurowy) i kanatem

HRM, komputer typu laptop, oprogramowanie,

akcesoria, roczna gwarancja na czesci i

robocizne; obejmuje instalacje i przeszkolenie
Rotor-Gene Q MDx Cykler do reakcji real-time PCR z 5 kanatami 9002032
5plex HRM Platform  (zielony, z6tty, pomaranczowy, czerwony,

purpurowy), komputer typu laptop,

oprogramowanie, akcesoria: obejmuje roczng

gwarancje na czesci i robocizne, nie obejmuje

instalacji i przeszkolenia
Loading Block 72 x Aluminiowy blok do recznego przygotowywania 9018901
0.1ml Tubes reakcji w probéwkach w ukfadzie 72 x 0,1 ml za

pomocg pipety jednokanatowej
Strip Tubes and 250 paskow po 4 probéwki i zatyczki na 981103
Caps, 0.1ml (250) 1000 reakc;ji
Strip Tubes and 10 x 250 paskdéw po 4 proboéwki i zatyczki na 981106
Caps, 0.1ml (2500) 10 000 reakgiji
QIAamp DNA FFPE Tissue Kit — do oczyszczania genomowego
DNA z tkanek zatopionych w parafinie
QlAamp DNA FFPE  Na 50 przygotowan DNA: 50 kolumn QlAamp 56404
Tissue Kit (50) MinElute® Columns, proteinaza K, bufory,

probéwki Collection Tubes (2 ml)
Zestaw QIAsymphony DSP DNA Mini Kit — do automatycznego
oczyszczania materialu DNA z 1-96 probek
QIAsymphony DSP Na 192 przygotowania po 200 pl: zawiera 2 kasety 937236

DNA Mini Kit (192) z odczynnikami, statywy na enzymy i akcesoria
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Produkt Zawartos¢ Nr kat.

Aparat QIAsymphony SP i akcesoria

QIAsymphony SP Modut sample prep QlIAsymphony: obejmuje 9001751
System instalacje i przeszkolenie oraz roczng
gwarancje na czesci i robocizne
QIAsymphony SP Modut sample prep QIAsymphony: obejmuje 9001297
roczng gwarancje na czesci i robocizne
Sample Prep 8-dotkowe kasety sample prep do uzytku 997002
Cartridges, 8-well z aparatem QIAsymphony SP
(336)
8-Rod Covers (144)  Zamkniecia 8-Rod Cover do uzytku z aparatem 997004
QIAsymphony SP
Filter-Tips, 200 pl, Jednorazowe koncéwki Filter-Tip, na statywie; 990332
Qsym SP (1024) (8 x 128). Do uzytku z aparatami QlAcube
i QlAsymphony SP/AS
Filter-Tips, 1500 pl, Jednorazowe koncéwki Filter-Tip, na statywie; 997024
Qsym SP (1024) (8 x 128). Do uzytku z aparatami QIAsymphony
SP/AS
Elution Microtubes Niesterylne probowki polipropylenowe 19588
CL (24 x 96) (maksymalna pojemno$c¢ 0,85 ml, pojemnos¢

przechowywania ponizej 0,7 ml, pojemnosé
elucji 0,4 ml); 2304 w statywach po 96; wraz
Z paskami zatyczek

Odczynniki
RNase A (17,500 U) 2,5 ml (100 mg/ml; 7000 jednostek/ml, roztwor) 19101
Buffer ATL (200 ml) 200 ml buforu do lizy tkanek na 19076

1000 przygotowan

Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczace wytaczenia odpowiedzialnosci dla
poszczegdlnych produktéw znajdujg sie w odpowiednich instrukcjach obstugi lub
podrecznikach uzytkownika zestawow QIAGEN. Instrukcje obstugi i podreczniki uzytkownika
zestawdw QIAGEN sg dostepne w witrynie www.qgiagen.com. Mozna je takze zaméwié
w serwisie technicznym lub u lokalnego dystrybutora firmy QIAGEN.
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Historia zmian dokumentu

Data Zmiany

R5, lipiec 2020 r. Zmieniono czeg$¢ ,Interpretacja wynikow” w celu dodania informacji dotyczacych
klasyfikacji kontroli i probek w zaleznosci od wartosci Ct wygenerowanej
W oznaczeniu

Zmieniono zawarto$¢ kolumny ,Kontrola zawierajgca geny IDH1/IDH2 WT”
w Tabeli 7 pod wzglgdem wartosci Cr IDH Mut R172K i ACt ipH2 Mut R172K

Zmieniono zawarto$¢ kolumn ,Prébka 1” i ,Probka 2” w Tabeli 11 pod wzgledem
warto$ci Cr ipH1 mut R132¢, ACT ipH1 Mut R132¢, CT 1DH2 Mut R172K | ACT IDH2 Mut R172K
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Strona celowo pozostawiona pusta
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Umowa ograniczonej licencji dla zestawu therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit
Korzystanie z tego produktu oznacza zgode nabywcy lub uzytkownika produktu na nastepujace warunki:

1. Niniejszy produkt moze by¢ uzytkowany wytgcznie zgodnie z protokotem dotgczonym do produktu oraz niniejszg instrukcjg obstugi i wytacznie ze sktadnikami
znajdujgcymi sie w tym zestawie. Firma QIAGEN nie udziela zadnej licencji w zakresie praw wiasnosci intelektualnej do uzytkowania niniejszego zestawu ze
sktadnikami nienalezacymi do zestawu z wyjatkiem przypadkéw opisanych w protokotach dotgczonych do produktu, niniejszej instrukcji obstugi oraz
dodatkowych protokotach dostepnych na stronie www.giagen.com. Niektére dodatkowe protokoty zostaty sformutowane przez uzytkownikow rozwigzan
QIAGEN z myslg o innych uzytkownikach rozwigzan QIAGEN. Takie protokoty nie zostaty doktadnie przetestowane ani poddane procesowi optymalizacji
przez firmeg QIAGEN. Firma QIAGEN nie gwarantuje, Ze nie naruszajg one praw oséb trzecich.

2. Firma QIAGEN nie gwarantuje, Ze niniejszy zestaw i/lub jego uzytkowanie nie naruszajg praw osob trzecich. Wyjatek stanowig jedynie wyraznie okreslone

licencje.

3. Zestaw oraz jego sktadniki sg na mocy licencji przeznaczone wytgcznie do jednorazowego uzytku i nie mozna ich ponownie uzywac, regenerowac ani
sprzedawac.

4. Firma QIAGEN nie udziela zadnych innych licencji wyrazonych lub dorozumianych poza tymi, ktére sg wyraznie okreslone.

5. Nabywca i uzytkownik zestawu zobowigzuije sig¢ nie podejmowac dziatan ani nie zezwala¢ innym osobom na podejmowanie dziatan, ktére mogg doprowadzi¢
do wykonania lub umozliwi¢ wykonanie zabronionych czynno$ci wymienionych powyzej. Firma QIAGEN moze egzekwowaé przestrzeganie zakazow
niniejszej Umowy ograniczonej licencji, wnoszac sprawe do dowolnego sadu, a takze ma prawo zazgda¢ zwrotu kosztéw wszelkich postgpowan i kosztow
sgdowych, w tym wynagrodzen prawnikéw, zwigzanych z egzekwowaniem postanowieri Umowy ograniczonej licencji lub wszelkich przystugujacych jej praw
wiasnosci intelektualnej w odniesieniu do zestawu i/lub jego sktadnikéw.

Aktualne warunki licencyjne dostgpne sg na stronie www.giagen.com.

Ten produkt jest przeznaczony do diagnostyki in vitro. Produkty firmy QIAGEN nie moga by¢ odsprzedawane, modyfikowane w celu odsprzedazy lub
wykorzystywane do produkcji komercyjnych produktéw bez pisemnej zgody firmy QIAGEN.

Informacje zawarte w niniejszym dokumencie mogg ulec zmianie bez powiadomienia. Firma QIAGEN nie ponosi zadnej odpowiedzialno$ci za btedy, ktére moga
wystapi¢ w niniejszym dokumencie. Dokument ten uwaza sig za kompletny i doktadny w momencie jego opublikowania. Firma QIAGEN nie ponosi w zadnym
wypadku odpowiedzialno$ci za jakiekolwiek szkody przypadkowe, specjalne lub wynikowe ani z tytutu odszkodowan wielokrotnych w zwigzku z niniejszym
dokumentem lub jego uzyciem.

Produkty firmy QIAGEN s3 objete gwarancjg w odniesieniu do podanych specyfikacji. Wytgcznym obowigzkiem firmy QIAGEN i jedynym zado$éuczynieniem
przystugujacym klientowi jest bezptatna wymiana produktéw w przypadku, gdy ich dziatanie nie bedzie zgodne z zapisami gwarancji.

Nabycie tego produktu umozliwia zastosowanie go przez nabywce do przeprowadzania czynnosci diagnostycznych w zakresie diagnostyki in vitro u ludzi.
Niniejszym nie udziela sig praw patentowych ani innych licencji zadnego typu poza powyzszym prawem uzytkowania wynikajacym z nabycia produktu.

Mutacje IDH1/2 i ich zastosowania sg chronione prawami patentowymi, w tym europejskimi zgtoszeniami patentowymi EP2326735 i EP2546365, amerykanskimi
zgtoszeniami patentowymi US2011229479 i US2012202207 i zagranicznymi odpowiednikami.

Zakup tego produktu nie przenosi zadnych praw do jego wykorzystania w badaniach klinicznych lekéw ukierunkowanych na geny IDH1/2. Firma QIAGEN
opracowuje specjalne programy licencyjne dla takich zastosowan. Z naszym dziatlem prawnym mozna skontaktowac¢ sig pod adresem idhlicenses@qgiagen.com.
Znaki towarowe: 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, wszelkie prawa zastrzezone.
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