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Ugel pouzitia

Slprava therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit je diagnosticky test in vitro zaloZzeny na
technoldgii PCR ur€eny na kvalitativnu detekciu 7 mutacii génu IDH1 a 5 mutécii génu
IDH2 a na priamu identifikaciu 3 hlavnych mutacii v extrahovanej DNA z [ludského
mozgového tkaniva fixovanych formaldehydom a zaliatych do parafinu (formalin-fixed,
paraffin-embedded, FFPE).

Suprava therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit je uréena na pouzitie ako pomécka na

klasifikaciu gliomov.
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Suhrn a vysvetlenie

Mutécie v génoch izocitratu dehydrogenazy (isocitrate dehydrogenase, IDH), IDH1 a IDH2
su Casté u dospelych gliomov stupria Il a Il Svetovej zdravotnickej organizacie (WHO) a
sekundarnych glioblastémov (glioblastomas, GBM) stupfnia WHO V. Okrem diagnosticke;j
hodnoty je pritomnost mutacii IDH1/2 spojend s pozitivnou prognézou pacientov s

gliomom (1 — 13).

Slprava therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit je test na detekciu 12 Specifickych mutacii
IDH1/2: 6 v koddéne 132 génu IDH1, 5 v homolégnom kodéne 172 IDH2 a 1 v kodéne
100 IDH1 (Tabulka 1). Saprava tiez priamo identifikuje hlavné mutacie IDH1 a IDH2
veduce k substiticiam IDH1 R132H, IDH1 R132C a IDH2 R172K.

6 Prirucka k therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit 07/2020



Tabul'ka 1. Mutacie IDH1 a IDH2 detegované pomocou supravy therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit

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

* ldentifikatory COSMIC ID pochadzajl z katal6gu somatickych mutécii pri rakovine
(www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic).
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Princip postupu

Slprava therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit obsahuje reagencie na vykonanie
9 samostatnych amplifikaénych reakcii na detekciu 12 mutacii (Tabulka 1):

e 3 celkové amplifikacné reakcie kodénov 132 a 100 génu IDH1 a kod6énu 172 génu IDH2
e 3 mutacné amplifikacné reakcie kodonov 132 a 100 génu IDH1 a koddnu 172 génu IDH2

e 3 mutacne Specifické amplifikacné reakcie mutacii IDH1 R132H, IDH1 R132C a IDH2
R172K

Celkové reakéné zmesi

Celkové zmesi primérov a sond (Celkové PPM) pouzivaju priméry a sondy na amplifikaciu
mutovanych aj divych typov cielovych sekvencii (Obrazok 1).

Reakéné zmesi na detekciu mutacii

Zmesi primérov a sond na detekciu mutacii kombinuju priméry a sondy na amplifikaciu
mutovanych aj divych typov cielovych sekvencii plus oligonukleotid 3‘ blokovany pridanim
fosfatovej skupiny, aby sa zabranilo prediZeniu (svorky PCR), ktoré je $pecifické pre

cielovu sekvenciu divého typu.

Ked Sabléna PCR obsahuje sekvenciu divého typu, 3'-fosfatovy oligonukleotid bude
dominovat nad vazbou priméru PCR kvéli vySSej afinite. DNA polymeraza nevykazuje

Yiadne alebo len malé prediZenie a nepozorovala sa Ziadna alebo nizka amplifikacia.

Ked je pritomna mutovana sekvencia, vazba priméru PCR bude dominovat nad vazbou
3'-fosfatového oligonukleotidu a bude prebiehat amplifikacia (Obrazok 1).
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Reaké&né zmesi na identifikaciu mutacii

Alelovo S$pecifickd amplifikacia sa dosahuje pomocou amplifikaéného
mutaéného systému (Amplification Refractory Mutation System, ARMS), ktory vyuziva
schopnost DNA polymerazy rozliSovat medzi zhodou a nestladom na 3' konci PCR

priméru.

V pripade Uplnej zhody priméru PCR pokraduje amplifikacia s plnou G¢innostou. Ak na 3

baze neddjde k zhode, uskutoéni sa iba amplifikacia nizkej urovne (Obrazok 1).

Celkové PPM
IDH

—lp

WT alebo mutovana G
DNA

PPM-IDH Mut
(s 3’ Oligo-P)

Ziadna alebo
nizka
amplifik&cia

IDH mutovana DNA G

PPM-IDH1 Mut

R132H

S

-

WT DNA G

Ziadna alebo
nizka
amplifikacia

IDH1 R132H DNA &

«

- - -

IDH1 mutovana DNAG
bez R132H

Ziadna alebo
nizka
amplifikacia

*——, Priamy alebo reverzny primér G————F Sonda s dvojitym farbivom

L

p Fosfatovy oligonukleotid (Oligo-P)

Obrézok 1. Vysledky ziskané so zmesami primérov a sond v sUprave therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit.

Rovnaky princip, ktory sa ur¢il na detekciu IDH1 R132H plati pre IDH1 R132C a IDH2 R172K.

refrakéného

—» | Amplifikacia

~,
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Dodavané materialy

Obsah supravy

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

total IDH1/R132 (Zmes primérov a sond na
detekciu celkového IDH1/R132) (divého typu
a mutovany)

Primers and Probe Mix for the detection of Celkové PPM IDH2/R172 25x 40 pl
Total IDH2/R172 (Zmes primérov a sond na

detekciu celkového IDH2/R172) (divého typu

a mutovany)

Primers and Probe mix for the detection of Celkové PPM IDH1/R100 25x 40 pl
Total IDH1/R100 (Zmes primérov a sond na

detekciu celkového IDH1/R100) (divého typu

a mutovany)

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

(Zmes primérov a sond (vratane Oligo-P) na

detekciu mutovaného IDH1/R132)

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

(Zmes primérov a sond (vratane Oligo-P) na

detekciu mutovaného IDH2/R172)

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

(Zmes primérov a sond (vratane Oligo-P) na

detekciu mutovaného IDH1/R100)

Primers and Probe Mix for the identification PPM-IDH1 Mut R132H 25x 40 pl
of IDH1 Mut R132H (Zmes primérov a sond
na identifikaciu IDH1 Mut R132H)

Tabulka pokracuje na nasledujucej strane
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Obsah supravy (pokraCovanie)

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit (20)
Kataloégové ¢islo 873011
Pocet reakcii 20
Primers and Probe Mix for the identification PPM-IDH1 Mut R132C 25x 40 pl
of IDH1 Mut R132C (Zmes primérov a sond

na identifikaciu IDH1 Mut R132C)

Primers and Probe Mix for the identification PPM-IDH2 Mut R172K 25x 40 pl
of IDH2 Mut R172K (Zmes primérov a sond

na identifikaciu IDH1 Mut R172K)

IDH1/IDH2 Wild Type Genomic DNA Kontrola IDH1/IDH2 WT 270 pl
(Genomicka DNA divého typu IDH1/IDH2)

IDH1/IDH2 Mutated Positive Control Pozitivna kontrola IDH1/IDH2 270 pl
(Mutovana pozitivna kontrola IDH1/IDH2)

Mix of Tag DNA Polymerase, dNTPs, MgClz, Hlavna zmes qPCR, 2x 5 x 900 pl
and buffer for gPCR (Zmes polymerazy Taq

DNA, dNTP, MgCl: a pufra pre qPCR)

Nuclease-Free Water (Voda bez nukleazy) Voda bez nukledzy 5x525 pl
Prirucka k suprave therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit (angli¢tina) 1
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Pozadované materialy, ktoré sa nedodavaju

Poc&as prace s chemikaliami noste vzdy vhodny laboratérny plast, jednorazové rukavice
a ochranné okuliare. Viac informacii najdete na prisluSnych kartdch bezpecnostnych
tdajov (KBU), ktoré st k dispozicii u dodavatela produktov.

Délezité: Overte, &i boli zariadenia pouzité v tomto postupe skontrolované a kalibrované
podla odporucani vyrobcu.

Reagencia (manuélna extrakcia DNA)

e Suprava na extrakciu DNA: QlAamp® DNA FFPE Tissue Kit (kat. ¢. 56404)

® RNase A (17 500 U) (kat. ¢. 19101)

® Xylene alebo Histolemon™ (Carlo Erba, kat. €. 454911, www.carloerbareagents.com)
e Etanol (96 — 100 %)

e I1x pufer TE, pH 8.0

Reagencia (automaticka extrakcia DNA)

e Siprava na extrakciu DNA: QIAsymphony® DSP DNA Mini Kit (kat. ¢. 937236)

e Buffer ATL (kat. ¢. 19076 alebo 939016)

® RNase A (kat. €. 19101)

® Xylene alebo Histolemon (Carlo Erba, kat. €. 454911, www.carloerbareagents.com)
e Etanol (96 — 100 %)

e I1x pufer TE, pH 8.0

Spotrebny material

e Skalpely

e Sterilné Spicky PCR pipiet bez obsahu nukleaz odolné voci aerosélom s hydrofébnymi
filtrami
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2,0 ml alebo 1,5 ml skimavky bez nukleazy
Strip Tubes and Caps, 0.1 ml pre Rotor-Gene Q (kat. ¢. 981103 alebo 981106)
Lad

Dal$i spotrebny material pre automatizovant extrakciu DNA

Sample Prep Cartridges, 8-well (kat. €. 997002)
8-Rod Covers (kat. ¢. 997004)

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

Elution Microtubes CL (kat. ¢. 19588)

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

Zariadenie

Stojan na sklicka a 2 kompatibilné kupele na skli¢ka pre xylén/Histolemon a etanol
Mikrolitrové pipety uréené na PCR (1 — 10 pl; 10 — 100 pl; 100 — 1000 pl)

Stolna odstredivka s rotorom pre reakéné skimavky a mikrodo&tiCky s objemom
0,5 ml/1,5 ml (schopna dosiahnut 13 000 — 14 000 ot/min)

Stolny vortex

Pristroj na real-time PCR: Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM a slvisiaci Specificky material
Rotor-Gene Q MDx softvérova verzia 2.1.0 alebo vySSia

Biofotometer

Termomixér, vyhrievany orbitalny inkubator, ohrievacie teleso alebo vodny kupel
schopny inkubécie pri teplote 56 az 90 °C

Dalsie vybavenie na automatizovanu purifikaciu

Pristroj QIAsymphony SP

QIAsymphony SP softvérova verzia 4.0 alebo vysSia
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Varovania a preventivne opatrenia

Na diagnostické pouZzitie in vitro
BezpecCnostné informacie

Pocas prace s chemikaliami noste vzdy vhodny laboratérny plast, jednorazové rukavice
a ochranné okuliare. Dalsie informacie najdete v prisludnych kartach bezpeénostnych
Gdajov (KBU). Tieto materidly si k dispozicii online vo formate PDF na adrese
www.giagen.com/safety, kde mézZete vyhladat, zobrazit a vytlait SDS pre kazdu
supravu QIAGEN a jej sucasti.

Bezpecnostné informacie pre pouzitu purifikacnu supravu najdete v prislusnej prirucke k
suprave. Bezpecfnostné informacie tykajuce sa pristrojov najdete v prislusnej

pouzivatel'skej priruke k pristroju.
VSeobecné bezpecnostné opatrenia

® Test je uréeny na pouzitie s pufrovanymi vzorkami chirurgickej resekcie fixovanymi
formaldehydom a zaliatymi do parafinu (formalin-fixed, paraffin-embedded, FFPE).

o VSetky chemikalie a biologické materialy su potencialne nebezpecéné. Vzorky su
potencialne infekéné a musi sa s nimi zaobchadzat ako s biologicky nebezpecnymi
materialmi.

® Odpad vzoriek a testov likvidujte podla miestnych bezpe&nostnych postupov.

® Reagencie pre supravu therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit st optiméalne zriedené.
Reagencie dalej neriedte, pretoze by to mohlo viest k strate vykonu. NepouzZivajte
reakéné objemy (reakéna zmes a vzorka) mensie ako 25 pl.

e VSetky reagencie dodavané v suprave therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit su uréené na
pouzitie vyhradne s ostatnymi reagenciami dodavanymi v tej istej stprave.
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Nenahradzajte Ziadne reagenciami medzi stipravami therascreen IDH1/2 RGQ PCR

Kits, pretoze by sa tym mohol ovplyvnit vykon.

Dalsie varovania, preventivne opatrenia a postupy najdete v pouZivatelskej prirucke k
pristroju Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

Zmena inkubacie a teplét moéze viest k chybnym alebo nezhodnym adajom.
NepouZivajte exspirované alebo nespravne skladované komponenty.
Zmesi primérov a sond sa mézu pri vystaveni svetlu zmenit.

Budte mimoriadne opatrni, aby ste zabranili kontaminacii zmesi syntetickymi
materialmi, ktoré s obsiahnuté v reagencii na pozitivnu kontrolu.

Budte mimoriadne opatrni, aby ste zabranili kontaminacii DNazou, ktora by mohla
spbsobit degradaciu Sablénovej DNA.

Na nastavenie reakénych zmesi a pridavanie Sablén pouzivajte samostatné Specialne
pipety.

Priprava a vydaj reakénych zmesi sa vykonava v oblasti oddelenej od oblasti pouzitej

na pridanie Sablon.
Neotvarajte pristroj Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM, kym nie je dokonceny cyklus.
Po ukongeni cyklu neotvarajte skimavky Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

Je potrebné postupovat opatrne, aby sa zaistilo spravne testovanie vzorky s dorazom
na nespravne vloZenie vzorky, chybu nakladania a chybu pipetovania.
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Skladovanie a manipulacia s reagenciami

Podmienky prepravy

Suprava therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit sa dodava na suchom fade. Ak niektory
komponent zo supravy therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit v ¢ase prijmu nie je zmrazeny,
vonkajsi obal bol poCas prepravy otvoreny, dodavka neobsahuje prepravny list, priru¢ku
alebo reagencie, obratte sa na technické sluzby spolo¢nosti QIAGEN alebo svojho
miestneho distributora (pozri www.qiagen.com).

Skladovanie

Suprava therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit by sa mala ihned po prijati skladovat pri
teplote —30 az —15 °C v mraznicke s konstantnou teplotou a chranena pred svetlom.

Stabilita

Pri skladovani za stanovenych podmienok skladovania je suUprava therascreen IDH1/2
RGQ PCR Kit stabilna az do uvedeného datumu exspiracie.

Po otvoreni sa reagencie mozu skladovat v pévodnom obale pri teplote —30 az —15 °C az
do uvedeného datumu exspiracie uvedeného na obale. Malo by sa zabranit opakovanému

rozmrazeniu a zmrazeniu. Neprekracujte maximalne 5 cyklov zmrazenia a rozmrazenia.

16 Prirucka k therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit 07/2020


http://www.qiagen.com/

Skladovanie vzoriek a manipulacia s nimi

Suprava therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit je ur€ena na pouzitie so vzorkami DNA
extrahovanymi nadorového tkaniva fixovaného formaldehydom a zaliateho do parafinu
(formalin-fixed, paraffin-embedded, FFPE) z chirurgickych resekcii odobratych pacientom s
rakovinou mozgu. VSetky vzorky tkaniva by sa mali povaZovat' za potencialne nebezpecné.

® Vzorka tkaniva musi byt zafixovana v 4 — 10 % neutrdlnom pufrovanom formaline
(neutral buffered formalin, NBF).

® Sériové sekcie s velkostou 10 pm sa musia vyrezat’ z parafinového bloku a
namontovat na sklenené sklicka.

® Vyskolena osoba (napriklad patoldg) by mal posudit obsah a plochu nadoru na
susednom mieste sfarbenom hematoxilynom a eozinom (H&E). Na extrakciu DNA
pouZivajte sériové sekcie.

® Na test st vhodné iba sekcie s obsahom nadoru = 40 %.

e V pripade sekcii obsahujucich tkanivovi plochu < 50 mm?, odpori¢ame spracovat
dostatoény podet sekcii, aby sa zvysila celkova plocha tkaniv aspoii na 50 mm?
(100 mm? pri automatickej extrakcii na QIAsymphony SP).

® Vzorky tumoru, bloky, sklicka a vzorky pripravené na extrakciu oznacte, manipulujte s

nimi a uskladnite ich kontrolovanym sp6sobom podla miestnych postupov.

® Bloky FFPE a skli¢ka skladujte pri izbovej teplote. Sklicka sa moZu pred extrakciou
DNA skladovat pri teplote okolia az 4 tyzdne na pouzitie so stipravou therascreen
IDH1/2 RGQ PCR Kit.

® Po extrakcii sa moze genomicka DNA skladovat az 1 tyzden pri teplote 2 — 8 °C alebo
8 tyzdnov pri teplote —25 az —15 °C.
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Postup

Extrakcia a priprava DNA

Na purifikaciu genémovej DNA pripraveni zo vzoriek rakoviny mozgu FFPE pouzite
supravu QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (kat. ¢. 56404) alebo QIAsymphony DSP DNA Mini
Kit (kat. €. 937236).

Poznamka: Suprava therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit bola overena iba v kombinacii so
supravou QlAamp DNA FFPE Tissue Kit alebo QIAsymphony DSP DNA Mini Kit.
Nepouzivajte Ziadny iny produkt na extrakciu DNA.

Pouzivanie supravy QlAamp DNA FFPE Tissue Kit

UPOZORNENIE | Pozorne si precitajte nasledujlce Upravy, ktoré je potrebné

vykonat v protokole QlAamp.

Informécie o priprave vzoriek pred deparafinizaciou a extrakciou DNA najdete v Casti
»Vychodiskovy materidl“ v prirucke k QlAamp DNA FFPE Tissue a v Casti Skladovanie
vzoriek a manipulacia s nimi na strane 17 v tejto prirucke.

Suprava QlAamp DNA FFPE Tissue Kit sa musi pouzivat iba manualne.

Musi sa vykonat krok RNazy opisany v prirucke k QlAamp DNA FFPE Tissue.
NepouZivajte roztok QIAGEN Deparaffinization Solution. Na deparafinizaciu pouzivajte
iba metddu xylénu/etanolu podla popisu v Casti ,Postup diaparafinizacie sklicka pri
pouziti supravy QlIAamp DNA FFPE Tissue Kit*, nizSie. Xylén mézZe byt nahradeny
pripravkom Histolemon (nahrada xylénu).

Digescia proteinazy K sa musi vykonavat poc¢as 1 hodiny.

Vzorky musia byt dvakrat eluované v 30 pl eluéného pufra (Buffer ATE) zo sUpravy
QlAamp DNA FFPE Tissue Kit.
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Postup diaparafinizacie sklicka pri pouziti supravy QlAamp DNA FFPE Tissue Kit

1. Umiestnite sklicka do prisluSného stojana na sklicka.

2. Vlozte stojan na sklicka na 2 minuty do kupefa na sklicka obsahujtceho xylén alebo
Histolemon. Pretrepte 2 alebo 3 pohybmi dozadu a dopredu.

3. Na 2 minuty umiestnite stojan do druhého kupela na sklicka obsahujiceho etanol
(96 — 100 %). Pretrepte 2 alebo 3 pohybmi dozadu a dopredu.

4. Sklicka vysuste pri teplote 15 — 37 °C. Bude to trvat niekolko minut.

5. Pre kazdu vzorku oznacte 1,5 ml mikrocentrifugacné skimavky a do kazdej skimavky
pridajte 180 pl pufra Buffer ATL (zo supravy QlAamp DNA FFPE Tissue Kit).

6. Nakvapkajte niekolko kvapiek pufra Buffer ATL na Casti tkaniva na skli¢kach (tak, aby
pokryli povrch tkaniva).

7. Oskrabte oblast tkaniva sterilnym skalpelom a oskrabané tkanivo pridajte do
zodpovedajucej oznacenej mikrocentrifugacnej skimavky.
8. Do kazdej skiimavky pridajte 20 pl proteinazy K (zo supravy QlAamp DNA FFPE

Tissue Kit) a premieSajte vortexovanim.

9. Inkubuijte pri 56 °C po dobu 1 hodiny.

Pokracujte v inkubaénom kroku pri teplote 90 °C v protokole QlAamp DNA FFPE Tissue
Kit (krok 12 v priru¢ke k QIAamp DNA FFPE Tissue, jan 2012, strana 13).
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Pouzivanie stpravy QIAsymphony DSP DNA Mini Kit

UPOZORNENIE | Pozorne si precitajte nasledujuce upravy, ktoré je potrebné uviest do

protokolového listu QIAsymphony SP: Tissue_LC_200_V7_DSP.

Informécie o priprave vzoriek pred deparafinizaciou a extrakciou DNA najdete na v
¢asti ,Skladovanie vzoriek a manipulacia s nimi“ na strane 17.

Musi sa vykonat krok RNazy opisany v protokolovom liste QlAsymphony SP.

Nepouzivajte roztok QIAGEN Deparaffinization Solution. Na deparafinizaciu pouZzivajte
iba metddu xylénu/etanolu podla popisu v Casti Postup diaparafinizacie sklicka pri
pouziti sipravy QIAsymphony DSP DNA Mini Kit niZSie. Xylén moze byt nahradeny
pripravkom Histolemon (nahrada xylénu).

Digescia proteinazy K sa musi vykonavat po¢as 1 hodiny.

Eluény objem 50 ul sa musi vybrat na dotykovej obrazovke.

Postup diaparafinizacie skli¢ka pri pouziti sipravy QlAsymphony DSP DNA Mini Kit

Vykonajte deparafinizaciu podla nasledujucich krokov, ktoré sa liSia od protokolu

uvedeného v protokolovom liste QIAsymphony SP: Tissue_LC_200_V7_DSP.

. Umiestnite sklicka do prisludného stojana na sklicka.

Vlozte stojan na sklicka na 2 minuty do kupela na skli€ka obsahujiceho xylén alebo
Histolemon. Pretrepte 2 alebo 3 pohybmi dozadu a dopredu.

. Na 2 minuty umiestnite stojan do druhého kupela na sklicka obsahujuceho etanol

(96 — 100 %). Pretrepte 2 alebo 3 pohybmi dozadu a dopredu.
Sklicka vysuste pri teplote 15 — 37 °C. Bude to trvat niekolko minut.

Pre kazdu vzorku oznacte 1,5 ml mikrocentrifugacné skimavky a do kazdej skimavky
pridajte 220 ul pufra Buffer ATL.
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6. Nakvapkaijte niekolko kvapiek pufra Buffer ATL na ¢asti tkaniva na sklickach (tak, aby
pokryli povrch tkaniva).

7. OSkrabte oblast tkaniva steriinym skalpelom a oSkrabané tkanivo pridajte do

zodpovedajucej oznacenej mikrocentrifugacnej skimavky.

8. Do kazdej skiimavky pridajte 20 pl proteindzy K (zo supravy QlAamp DNA FFPE
Tissue Kit) a premieSajte vortexovanim.

Pokracujte krokom inkubacie pri teplote 56 °C v protokolovom liste QIAsymphony SP:
Protokol Tissue_LC_200_V7_DSP (krok 12 v protokole ,Deparafinizacia pomocou xylénu®,
april 2012). Inkubujte pri 56 °C po dobu 1 hodiny.

Gendémova DNA

Gendémovu DNA skladujte pri teplote 2 — 8 °C az 1 tyzderi po extrakcii alebo 8 tyZzdriov pri

teplote —25 az —15 °C.

Mnozstvo DNA by sa malo urcit zmeranim optickej hustoty (optical density, OD) vzorky pri
260 nm.

Zriedte DNA na koncentraciu 5 ng/pl v 1x TE pufri pri pH 8,0.

Reakcia PCR je optimalizovana pre vzorky obsahujice 25 ng purifikovanej genémove;j
DNA.

Priru¢ka k therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit 07/2020 21



Protokol: Detekcia mutéacii IDH1/2

Doélezité informacie pred zacatim Cinnosti

e Na optimalne pouzitie stpravy therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit musia byt vzorky
zoskupené do 4 davok. MenSie davky vzoriek spdsobia mensi pocet vzoriek na
testovanie pomocou sipravy therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit.

® Odporucame testovat vSetky vzorky raz za cyklus PCR, ako je uvedené v Tabulke 2 a
s rozlozenim vkladacieho bloku a nastavenim rotora, ako je uvedené v Tabulke 3 a na
Obrazku 2.

Tabul'ka 2. Pocet reakcii pre pristroje Rotor-Gene Q MDx so 72-skimavkovym rotorom

Vzorky Reakcie
n vzoriek DNA n x 1 reakcia
2 DNA kontroly 2 reakcie: Pozitivne kontroly a kontroly WT, kazda

z nich bola testovana raz za cyklus PCR

Kontrola vody 1 reakcia
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* PC: Pozitivna kontrola.

T WTC: Kontrola divého typu.
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Obréazok 2. Navrhované nastavenie rotora pre experiment so stpravou therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit

Délezité: Vzorku vzdy umiestnite do polohy 1 rotora. Inak pristroj nevykona kalibraciu a
ziskaju sa nespravne Udaje o fluorescencii.
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Postup

. Rozmrazte vSetky potrebné komponenty a polozte ich na lad.

. Pripravte nasledujuce zmesi PCR podla poctu vzoriek, ktoré by mali byt spracované.

Poznamka: VSetky koncentracie su pre kone¢ny objem reakcie.

Tabulka 4 opisuje schému pipetovania pre pripravu jednej zo zmesi reagencii,
vypocitanej tak, aby sa dosiahol kone¢ny reakény objem 25 pl. Pre kazdé PPM je
mozné pripravit predbeznu zmes podla poctu reakcii. Zahrnuté su aj dalSie objemy na

kompenzéciu chyb pipetovania.

Tabul'ka 4. Priprava zmesi PCR

PredbeZné zmes: Konec¢na
Komponent 1 reakcia (ul) 7 + 1 reakcii (ul) koncentracia
Hlavna zmes qPCR, 2x 12,5 100 1x
PPM,* 25x 1 8 1x
Voda bez nukleazy 6,5 52 -
t
e | -
Celkovy objem 25 25 kazda -

* Pripravte 9 predbeznych zmesi, jednu s kazdou z PPM dodanych v suprave.
T Pozitivna kontrola, negativna kontrola alebo kontrola vody.

. Do skumavky Rotor-Gene nadavkujte 20 ul roztoku predbeznej zmesi (Tabulka 3).

. Pridajte 5 yl materialu, ktory sa ma kvantifikovat (25 ng vzorky gendmovej DNA alebo
kontroly) do zodpovedajucej skimavky (celkovy objem 25 ul; Tabulka 3).

. Opatrne premieSajte pipetovanim hore a dole.

. Vlozte skimavky do adaptéra dodavaného s pristrojom (Obrazok 2).
Poznamka: Nevyuzité pozicie je potrebné vyplnit prazdnymi skimavkami.
. VloZte plny adaptér do pristroja Rotor-Gene Q MDx.

. Naprogramuijte pristroj Rotor-Gene Q MDx a program tepelného cyklovaca, ako je
uvedené v Tabulke 5.
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Tabul'ka 5. Teplotny profil

Hold (Vydrz) Teplota: 95°C

Cycling (Cyklovanie) 40-krét

Cas: 10 min

95°Cnalbs

60 °C na 60 so ziskanim fluorescencie FAM™ v kanali Green: Jednotlivy

9. Kliknutim na Gain Optimisation (Ziskat optimalizaciu) v dialdgovom okne New Run
Wizard (Sprievodca novym cyklom) otvorite dialdgové okno Auto-Gain Optimisation
Setup (Nastavenie automatickej optimalizacie zisku). Nastavte rozsah pre kanal Green
2FI pre Min Reading (Min. hodnota) az 10FI pre Max Reading (Max. hodnota).

10.Zaciarknite policko Perform Optimisation Before 1st Acquisition (Vykonat

optimalizaciu pred 1. akviziciou) a zatvorte dialégové okno Auto-Gain Optimisation

Setup (Nastavenie automatickej optimalizacie zisku).

11.Spustite program tepelného cyklovaca.

12.Po ukonéeni tepelného cyklovaca vykonajte nasledovné.

12a.

12b

12c.

12d.

12e.

12f.

12g.
12h.

Vyberte moznost Options > Crop Start Cycles (Moznosti > Orezat zaciatocné
cykly). Pred cyklom 10 odstrante udaje, aby sa vymazali vSetky artefakty.

. Vyberte Analysis > Cycling A. Green from 10 (Analyza > Cycling A. Green od

10) uvedenu v sprave ,left threshold = 10.00“ (fava hranica = 10,00).

Vyberte Dynamic Tube (Dynamicka skumavka) ako normalizacni metédu a
Slope Correct (Opravit sklon) na opravu sklonu rusenia.

Nastavte moznost Outlier Removal (Odstranenie extrémnych) na 0%
(zodpoveda prahovej hodnote NTC).

Zakazte moznost Reaction Efficiency Threshold (Prahova hodnota Gc€innosti
reakcie).

Definujte prahovu hodnotu na 0.03.

Nastavte graf na linearnu mierku.

Vyberte Digital Filter (Digitalny filter): Light (Svetly).
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Interpretacia vysledkov

Kontroly vody

Kontroly vody (bez kontroly Sablon) by mali poskytovat nulové hodnoty Cr pre vSetky
zmesi primérov a sond.

Ak sa pri kontrole vody dosiahne pozitivha hodnota Cr, tak doSlo ku krizovej kontaminacii.

RieSenie najdete v Casti ,Sprievodca rieSenim problémov* na strane 36.
Kontrola kvality pomocou hodnét kontrol Cr

Kontrola divého typu (wild-type control, WTC) IDH1/2 a mutovana pozitivha kontrola (Mut-
PC, mutated positive control) IDH1/2 umoznuju validaciu experimentu.

® Ak nie je k dispozicii Ziadna hodnota Ct, kontrola sa klasifikuje ako mutaéne negativna
pre prislusny detekény test.
® Ak su zistené hodnoty Ct, vypocitajte ACt pre kazdi kontrolu nasledujicim spésobom

ACT ibH1/R132 Mut = CT 1DH1/R132 Mut — CT Celkové IDH1/R132

ACT IDH2/R172 Mut = CT 1IDH2/R172 Mut — CT Celkové IDH2/R172

ACT 1bH1/R100 Mut = CT 1DH1/R100 Mut — CT Celkové IDH1/R100

ACT 1bH1 Mut R132H = CT IDH1 Mut R132H — CT Celkové IDH1/R132

ACT ipH1 Mut R132¢ = CT IDH1 Mut R132C — CT Celkové IDH1/R132

ACT 1DH2 Mut R172Kk = CT 1DH2 Mut R172K — CT Celkové IDH2/R172
Kontroly su klasifikované ako pozitivne na mutaciu, ak su hodnoty ACt mensie alebo
rovnaké ako prislusné medzné hodnoty ACt uvedené v Tabulke 6. Ak je hodnota ACt

vys$Sia ako medzna hodnota, kontrola sa pre uvazovany mutacny test klasifikuje ako

mutacne negativna.
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Tabul'ka 6. Medzné hodnoty pre jednotlivé mutacné testy

Mutacny test Medzna hodnota (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 Kontrola IDH1/2 divého typu musi byt detegovana ako mutaéne negativna pre kazdy
mutacny test (Tabulka 7).

e Mutacna pozitivna kontrola IDH1/2 musi byt detegovana ako muta¢ne pozitivna pre
kazdy mutacény test (Tabulka 7).

Cely experiment je odmietnuty, ak nie je splnena jedna alebo obe podmienky.
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Tabulka 7. Priklad validacie cyklu chodu na kontrolach

Hodnota Voda (NTC) Kontrola IDH1/IDH2 WT  Pozitivna kontrola IDH1/IDH2
C1 Celkové IDHUR132 Nedetegované 25,45 23,95
CT IDHI/R132 Mut Nedetegované 34,32 25,76
ACT IDH1/R132 Mut Nedetegované 8,87 1,81
C1 Celkové IDH2IR172 Nedetegované 25,42 24,93
CT IDH2/R172 Mut Nedetegované 34,36 26,36
ACT 1DH2/R172 Mut Nedetegované 8,94 1,43
Cr celkové IDHI/R100 Nedetegované 26,30 24,69
C1 IDHL/R100 Mut Nedetegované 33,04 26,39
ACT IDH1/R100 Mut Nedetegované 6,74 1,70
CT IDH1 Mut R132H Nedetegované 35,20 26,48
ACT IDH1 Mut R132H Nedetegované 9,75 2,53
CT IDH1 Mut R132C Nedetegované 37,16 27,07
ACT IDH1 Mut R132C Nedetegované 11,71 3,12
Cr IDH2 Mut R172K Nedetegované Nedetegované 27,97
ACT IDH2 Mut R172K Nedetegované Nie je k dispozicii 3,04

Priru¢ka k therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit 07/2020

29



Validacia vstupu vzorky
Pred interpretaciou sa musi validovat' vstup vzorky.

Hodnota Cr ziskana pre vzorku s kazdym celkovym PPM (Ct celkové IDHLR132, CT celkové
bH2/R172 @ CT celkové IDHLR100) Musi byt nizSia ako 32,00. Hodnoty Ct cekove = 32,00 su
spOsobené nedostato¢nou kvalitou DNA. Vzorka sa musi znova otestovat. Ak je mnozstvo
DNA stale nedostato¢né, extrahujte viac nadorového tkaniva, ak je k dispozicii (pozri

~Sprievodca rieSenim problémov®, strana 36).
Vysledky vzoriek

Detekcia mutacie IDH1/2

Pre kazdu vzorku vypocitajte hodnoty ACr ziskané pri kazdom stanoveni detekénej
mutécie (PPM-IDH1/R132 Mut, PPM-IDH2/R172 Mut, PPM-IDH1/R100 Mut) nasledujicim

spbsobom.

ACT ipH1/R132 Mut = CT 1IDHL/R132 Mut — CT Celkové IDH1/R132
ACT ipH2/R172 Mut = C1 IDH2/R172 Mut — CT Celkové IDH2/R172
ACT 1DH1/R100 Mut = CT 1DH1/R100 Mut — CT Celkové IDH1/R100

Ak pre test detekcie mutacii neexistuje hodnota Ct, musi sa vzorka pre uvaZzovanu mutaciu

klasifikovat ako mutacne negativna.

Vzorky su klasifikované ako pozitivne na mutaciu, ak je hodnota ACt mensSia alebo rovnaka
ako medzna hodnota ACr prisluSného testu detekcie mutacii, uvedena v Tabulke 8.
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Tabul'ka 8. Medzné hodnoty pre jednotlivé testy detekcie mutacii

Mutaény test Medzna hodnota (ACT)
IDH1/R132 Mut 5,34
IDH2/R172 Mut 6,42
IDH1/R100 Mut 4,65

IdentifikAcia mutacie IDH1/2

Pre kazdu vzorku nasledujucim spésobom vypocitajte hodnoty ACt ziskané pri kazdom
teste identifikacie mutacie (PPM-IDH1 Mut R132H, PPM-IDH1 Mut R132C, PPM-IDH2 Mut
R172K).

ACt 1pH1 Mut R132H = CT 1DH1 Mut R132H — CT Celkové IDH1/R132
ACT 1pH1 Mut R132¢ = Cr 1DHL Mut R132C — CT Celkové IDH1/R132
ACT 1bH2 Mut R172Kk = CT 1DH2 Mut R172K — CT Celkové IDH2/R172

Ak pre test identifikacie mutacie neexistuje hodnota Ct, musi sa vzorka klasifikovat ako

mutacne negativna.

Mutécia vzorky je identifikovand, ak je hodnota ACt menSia alebo rovnakd ako medznéa
hodnota ACt prislusného testu identifikhcie mutacii, uvedend v Tabulke 9. Priklady

interpretacie ACr su uvedené v Tabulke 10 a Tabulke 11.

Tabulka 9. Medzné hodnoty pre jednotlivé testy identifikacie mutacii

Mutaény test Medzna hodnota (ACT)
IDH1 Mut R132H 6,87
IDH1 Mut R132C 7,14
IDH2 Mut R172K 8,49
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Tabulka 10. Priklad detekcia mutacie IDH1/2

Hodnota Vzorka 1 Vzorka 2
Cr celkové IDHUR132 26,39 26,32

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

Cr celkové IDH2/R172 26,79 25,79

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

Cr Celkové IDHUR100 27,20 27,37

C1 IDHU/R100 Mut 33,83 33,76
ACT IDHL/R100 Mut 6,63 6,39
Detekcia mutacie Ziadna mutacia nezistena Detegovana mutacia R132
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Taburka 11. Priklad identifikacie mutacie IDH1/2

ACT IDH2 Mut R172K

IdentifikAcia mutacie

Nie je k dispozicii

Ziadna mutacia nezistena

Hodnota Vzorka 1 Vzorka 2

Cr celkové IDHUR132 26,39 26,32

CT IDH1 Mut R132H 33,82 28,27

ACT IDH1 Mut R132H 7,43 1,95

Cr celkové IDHUR132 26,39 26,32

CT IDH1 Mut R132C 37,94 Nedetegované
ACT IpH1 Mut R132C 11,55 Nie je k dispozicii
Cr celkové IDHZ/R172 26,79 25,79

CT IDH2 Mut R172K Nedetegované Nedetegované

Nie je k dispozicii

Zistila sa mutacia pre R132H
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Interpretacia mutacii IDH1/2

Postup pouzity na priradenie typu mutacie IDH1/2 vzorkam pozitivnym na mutaciu IDH1/2
je uvedeny v Tabulke 12. Priklad interpretacie je uvedeny v Tabulke 13.

Tabulka 12. Sprievodca interpretaciou

Identifikacia mutéacie

Detekcia mutéacie

Detegované Detegované Detegované IDH2  Ziadna mutéacia
IDH1 Mut R132H  IDH1 Mut R132C  Mut R172K nezistena
Detegovana Detegovana Detegovana - Mutécia R132,
mutécia R132 mutéacia R132H mutéacia R132C ale nie R132H ani
R132C
Detegovana - - Detegovana Mutécia R172 ale

mutécia R172

Detegovana
mutécia R100
Ziadna mutéacia
nezistena

Zisteny nizky
obsah mutéacie
R132H (od 1 %
do 2 %)*

Zisteny nizky
obsah mutéacie
R132C (od 1 %
do 4 %)*

mutéacia R172K

Zisteny nizky
obsah mutéacie
R172K (cca 1 %)*

nie R172K
R100

Ziadna mutacia
nezistena

* Tieto pripady sa mézu vyskytnut zriedka a mali by sa skontrolovat vetky vzorky a kritéria technickej akceptéacie,
najma obsah nadorovych buniek. Ak su spinené vSetky kritéria, vzorka by sa mala znovu otestovat.
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Tabul'ka 13. Priklad hlasenia a interpretacie mutacii IDH1/2

Vzorka 1 Vzorka 2
Detekcia mutéacie Ziadna mutécia nezistena Detegovana mutécia R132
Identifikacia mutacie Ziadna mutécia nezistena Zistila sa mutacia pre R132H

Nezistila sa ani sa

neidentifikovala Ziadna mutacia R132H mutovana

Interpretacia vysledkov

Poznamka: Ak ma vzorka 2 alebo viac hodnét ACt menSich alebo rovnakych ako medzné
hodnoty ACr, tak sa stav mutacie priradi mutacii s najvacsim rozdielom medzi medznou a
ziskanou hodnotou ACr. Pozrite si priklad v Tabulke 14.

Tabul'ka 14. Priklad interpretacie v pripade viacerych pozitivhych vysledkov

Vzorka 3 Vzorka 4
ACT IDHUR132 Mut 1,24 5,24
Medzna hodnota ACt ipH1/R132 Mut 5,34 5,34
(Medzna hodnota ACt — ACT) ipH1/R132 Mut 4,10 0,10
ACT IDH2IR172 Mut 5,32 5,95
Medzna hodnota ACt ipH2/R172 Mut 6,42 6,42
(Medzna hodnota ACt — ACr) ipH2/R172 Mut 1,10 0,47
Interpretacia vysledkov R132 mutovana R172 mutovana
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Sprievodca rieSenim problémov

Tento sprievodca rieSenim problémov modze byt uzitoény pri rieSeni akychkolvek

problémov, ktoré mézu nastat. Viac informacii najdete na stranke www.giagen.com.

Komentare a navrhy

Upchaty stipec poéas extrakcie DNA

Nelplna lyza

Nedostatok DNA v extrakénom eluate

Nedostato¢na plocha tkaniva

FFPE

Nedetegovala sa kontrola IDH1/2 WT

a)  Chyby pri pipetovani alebo
vynechané reagencie;
preklopenie skimavky alebo

jamky

b)  Nespravne skladovanie

komponentov supravy

c)  Suprava therascreen IDH1/2

RGQ PCR Kit exspirovala

Opakuijte odstredenie.
Zvy$ny lyzat sa mdze preniest do nového stipca.

Opakuijte extrakciu s mensim mnozstvom tkaniva FFPE.

Opakuijte postup extrakcie s dalSou sekciou(-ami) tkaniva FFPE.

Skontrolujte schému pipetovania a nastavenie reakcie.

Zopakujte cyklus PCR.

Supravu therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit skladujte pri teplote od
—30 do —15 °C a chrarite zmes primérov a sond pred svetlom. Pozri

+Skladovanie a manipulécia s reagenciami”, strana 16.
Neprekracujte maximalne 5 cyklov zmrazenia a rozmrazenia.

Skontrolujte podmienky skladovania a datum exspiracie (pozri
Stitok supravy) reagencii a ak je to potrebné, pouZite novi stpravu

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit.
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Komentare a navrhy

Nedetegovala sa pozitivna kontrola IDH1/2

a)

b)

<)

Chyby pri pipetovani alebo
vynechané reagencie;
preklopenie skimavky alebo

jamky

Nespravne skladovanie

komponentov supravy

Suprava therascreen IDH1/2

RGQ PCR Kit exspirovala

Skontrolujte schému pipetovania a nastavenie reakcie.

Zopakujte cyklus PCR.

Supravu therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit skladuijte pri teplote od
—30 do —15 °C a chrarite zmes primérov a sond pred svetlom. Pozri

+Skladovanie a manipulécia s reagenciami”, strana 16.

Neprekracujte maximalne 5 cyklov zmrazenia a rozmrazenia.

Skontrolujte podmienky skladovania a datum exspiracie (pozri
Stitok stpravy) reagencii a ak je to potrebné, pouzite novl stpravu

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit.

Ziadny signal vratane signalu pre kontroly

a)

b)

C)

Ziadna reakéna skimavka v polohe

1 pristroja Rotor-Gene Q MDx

Chyby pri pipetovani alebo
vynechané reagencie;
preklopenie skimavky alebo

jamky

Nespravne skladovanie

komponentov stpravy

Vzorku vzdy umiestnite do polohy 1 rotora. Inak pristroj nevykona

kalibraciu a ziskaju sa nespravne Udaje o fluorescencii.

Skontrolujte schému pipetovania a nastavenie reakcie.

Zopakujte cyklus PCR.

Supravu therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit skladujte pri teplote od
—30 do —15 °C a chrarite zmes primérov a sond pred svetlom. Pozri

~Skladovanie a manipulécia s reagenciami”, strana 16.

Neprekracujte maximalne 5 cyklov zmrazenia a rozmrazenia.
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Komentare a navrhy

d)  Sdprava therascreen IDH1/2

RGQ PCR Kit exspirovala

e)  Bol zvoleny nespravny detekény

kanal

f) Ziadny program akvizicie Gdajov

Intenzita fluorescencie sa lisi

Chyby pri pipetovani alebo
vynechané reagencie;
preklopenie skimavky alebo

jamky

Intenzita fluorescencie je prili$ nizka

a) Nespravne skladovanie

komponentov stpravy

b)  Suprava therascreen IDH1/2

RGQ PCR Kit exspirovala

c)  Velmi malé mnozZstvo cielovej

DNA

Skontrolujte podmienky skladovania a datum exspiracie (pozri
Stitok sUpravy) reagencii a ak je to potrebné, pouzite nova stpravu

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit.

Nastavte detekény kanal na Cycling Green alebo 530 nm/640 nm.

Skontrolujte program cyklov. Pozri Tabulku 5, strana 26.

Vyberte rezim akvizicie Single (Samostatna) na konci kazdého

segmentu hybridizacie primérov programu PCR.

Skontrolujte schému pipetovania a nastavenie reakcie.

Zopakujte cyklus PCR.

Supravu therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit skladujte pri teplote od
—30 do —15 °C a chrarite zmes primérov a sond pred svetlom. Pozri

+Skladovanie a manipulacia s reagenciami”, strana 16.
Neprekracujte maximalne 5 cyklov zmrazenia a rozmrazenia.

Skontrolujte podmienky skladovania a datum exspiracie (pozri
Stitok sUpravy) reagencii a ak je to potrebné, pouZzite novd supravu

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit.

Pred zaciatkom vzdy skontrolujte koncentraciu DNA. Pozri

+Extrakcia a priprava DNA”, strana 18.
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Komentare a navrhy

Negativna kontrola (H20) poskytuje pozitivny vysledok

Krizova kontaminacia, Vymerite vSetky kritické reagencie alebo pouzite novu stpravu

kontaminacia reagencie, chyba therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit.

pristroja, obratenie jamiek alebo

So vzorkami, komponentmi sUpravy a spotrebnym materidlom vzdy
kapilar alebo degradacia sondy

zaobchéadzajte v stlade so vSeobecne uznavanymi postupmi, aby

ste zabranili kontamin&cii pri prenose.
Zmesi primérov a sond chrarite pred svetlom.

Skontrolujte, ¢i na fluorescenénych krivkach nie su falosné

pozitivne vysledky.

Skontrolujte nastavenie reakcie. Pozri ,Protokol: Detekcia mutacif

IDH1/2", strana 22.

Kontrola kvality

V sulade so certifikovanym systémom riadenia kvality QIAGEN ISO je kazda Sarza supravy
therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit testovana na zaklade vopred uréenych Specifikacii, aby
bola zaistena konzistentna kvalita produktu. OsvedCenia o analyze su k dispozicii na
poziadanie na stranke www.giagen.com/support/.
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Obmedzenia

Suprava je uréena na profesionalne pouzitie.

Vyrobok smu pouzivat iba pracovnici Specialne pouceni a vySkoleni v technikach
molekularnej biolégie, ktori st oboznameni s touto technolégiou.

Tato suprava by sa mala pouzivat podla pokynov uvedenych v tejto priru¢ke v kombinacii s

overenym pristrojom uvedenym v ,Pozadované materidly, ktoré sa nedodavaju“, strana 12.

Pozornost by sa mala venovat datumom exspiracie vytlatenym na Skatuli a Stitkoch

vSetkych komponentov. Nepouzivajte exspirované komponenty.

Suprava therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit bola overena iba pre pufrované mozgové

tkanivo fixované formaldehydom a zaliate do parafinu.

Slprava therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit bola overena iba na pouzitie so sUpravou
QlAamp DNA FFPE Tissue Kit alebo QIAsymphony DSP DNA Mini Kit.

Boli overené iba pristroje Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (pre PCR) a QIAsymphony SP
(na pripravu vzorky).

Pouzivanie tohto produktu spdésobom, ktory nie je v sulade s priru¢kou, a/alebo modifikacia
komponentov rusi zodpovednost spolo¢nosti QIAGEN

Pouzivatel je zodpovedny za overenie vykonu systému pre vSetky postupy pouzivané v

jeho laboratoriu, na ktoré sa nevztahuju Studie vykonnosti QIAGEN.
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Test je ur€eny na detekciu 7 mutacii v kodénoch 132 a 100 génu IDH1 a 5 mutacii v
kodone 172 génu IDH2. Vzorky s vysledkami oznaCenymi ako ,no mutation detected”
(nebola zistena Ziadna mutacia) mézu obsahovat mutacie IDH1 alebo IDH2, ktoré neboli
detegované testom.

Detekcia mutacii zavisi od integrity vzorky, obsahu nadoru a amplifikovatelnej DNA
pritomnej vo vzorke.

VSetky diagnostické vysledky generované pomocou produktu sa musia interpretovat v
kontexte vSetkych relevantnych klinickych alebo laboratérnych nalezov.
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Charakteristiky u€innosti

Limit slepého pokusu (Limit of blank, LOB)

Limit slepého pokusu (Limit of blank, LOB) bol stanoveny (podla pokynov CLSI/NCCLS
EP17-A; 14) na negativnych vzorkach (normalne mozgové FFPE, 8 vzoriek,
64 merani/Sarza, 2 Sarze).

Vysledky LOB su uvedené v Tabulke 15.

Tabulka 15. Limit slepého pokusu (Limit of blank, LOB)

Test LOB Koneé¢ny LOB

Valida¢na Sarza 1: 6,57
R132 Mut L 6,32
Valida¢na Sarza 2: 6,32

Valida¢na $arza 1: 7,91
R132H Mut . 7,91
Valida¢na Sarza 2: 8,22

Valida¢na Sarza 1: 8,04
R132C Mut . 8,04
Valida¢na Sarza 2: 8,20

Valida¢na Sarza 1: 7,74
R172 Mut L. 7,59
Validaéna Sarza 2: 7,59

Valida¢na 8arza 1: 9,93
R172K Mut L 9,93
Valida¢na Sarza 2: 10,58

Valida¢na $arza 1: 6,52
R100 Mut T 5,17
Validaéna Sarza 2: 5,19

Limit detekcie (Limit of detection, LOD)

Limit detekcie (LOD alebo analyticka citlivost) bol stanoveny na zaklade ,pristupu
presného profilu“ opisaného v pokynoch CLSI/NCCLS EP17-A (14). Na jednu mutaciu sa
pouzilo pat nizko pozitivnych vzoriek (plazmidova DNA obohatena o gliém divého typu
DNA) (30 az 110 merani na typ mutacie a percento mutacie).

Vysledky LOD su uvedené v Tabulke 16.
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Tabul'ka 16. Limit detekcie (Limit of detection, LOD)

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

Mutacia sa deteguje, ak je hodnota ACt menSia alebo rovnaka ako LOD.
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Uginok vstupu DNA

DNA bola extrahovana zo 4 réznych vzoriek nadoru s gliémom: 2 s IDH1/2 divého typu a
2 nesuce mutaciu IDH1 R132H (395G>A).

Testovali sa tri rozne mnozstva DNA (vratane mnozstva odporu¢aného pre protokol), aby sa
vyhodnotil vplyv vstupu DNA na kvalitativne vysledky. Vysledky preukazali, ze vstup DNA
nemal ziadny vplyv na kvalitativne vysledky. Pozorovalo sa vSak viacero technickych porach
(zlyhania kontroly kvality Cr cekove) pre vstup DNA niZ8i ako odporucany vstup (< 25 ng
DNA). Z tohto dévodu sa na vykonanie testu odporuca vstup 25 ng DNA v objeme 5 pl.

Opakovatelnost a reprodukovatelnost

Studia presnosti sa vykonala na 4 réznych vzorkach (plazmidova DNA obohatena o gliom
divokého typu DNA reprezentativhu pre divy typ (wild-type, WT), mutantni a medznu
vzorku) testovanych duplicitne 40-krat (n = 80 merani).

Standardné odchylky (Standard deviations, SD) a koeficienty variacie (coefficients of

variation, CV) su uvedené v Tabulke 17.
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Tabul'ka 17. Presnost’ vysledkov

Stredn& Miera
hodnota CVcelkové spravnych
Test Vzorka ACT SDr* SDcykius”  SDcelkove™  (%)* volani
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 %
(78178)
R132H Mut
10 % 3,57 0,28 0,14 0,31 9 100 %
(76176)
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 %
(76176)
30 % 3,68 0,18 0,11 0,36 10 100 %
(76176)

* R: Repeatability (Opakovatelnost).
T Cyklus: Reprodukovatelnost medzi cyklami.

* Celkom: Celkova presnost (vratane presnosti medzi pristrojmi, operatormi a $arzami).

Tabulka pokracuje na nasledujucej strane
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Tabul'ka 17. Presnost’ vysledkov (pokracovanie)

Stredn&
hodnota CVcelkové Miera spravnych
Test Vzorka ACt SDg* SDcykius”  SDcelkovs® (%) volani
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;t'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 (Opakovatelnost).
T Cyklus: Reprodukovatelnost medzi cyklami.
* Celkom: Celkova presnost (vratane presnosti medzi pristrojmi, operatormi a $arzami).
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Porovnanie metod

Porovnanie s imunohistochémiou (immunohistochemistry, IHC) na detekciu
IDH1/R132H.

UskutoCnila sa Studia na preukazanie zhody medzi mutaénym stavom hodnotenym
pomocou supravy therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit a pomocou IHC (klon protilatky proti
fudskému IDH1R132H H09, DIANOVA).

Celkom bolo vybranych 103 vzoriek klinickych gliémov. Najstarsi blok mal 10 rokov.

VSetky vzorky presli kontrolou kvality tak pre supravu therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit
ako aj pre IHC.

Vysledky preukazali pozitivhu percentualnu zhodu (positive percentage agreement, PPA)
100 %, negativnu percentualnu zhodu (negative percent agreement, NPA) 98 % a celkovu
zhodu (overall agreement, OA) 99 % (Tabulka 18).
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Tabulka 18. Analyza zhody medzi stipravou therascreen RGQ PCR Kit a IHC

Miera zhody Frekvencia (%) 95 % interval spolahlivosti
PPA 45/45 (100 %) [92;100]
NPA 57/58 (98 %) [91;100]
OA 102/103 (99 %) [96;100]

Porovnanie s obojsmernym sekvenovanim

UskutoCnila sa Studia na preukazanie zhody medzi mutaénym stavom hodnotenym
pomocou supravy therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit a pomocou obojsmerného

sekvenovania.

Bolo vybranych celkovo 103 klinickych vzoriek nadorov od pacientov s gliomom. NajstarSi

blok mal 10 rokov.

VSetkych 103 vzoriek preslo kontrolami kvality stpravy therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit

a 101 vzoriek vratilo vysledky pre obojsmerné sekvenovanie.

Vysledky preukazali pozitivhu percentualnu zhodu (positive percentage agreement, PPA)
100 %, negativnu percentualnu zhodu (negative percent agreement, NPA) 92 % a celkovu
zhodu (overall agreement, OA) 96 % (Tabulky 19 a 20).
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Tabulka 19. Suprava therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit vs. obojsmerné sekvenovanie

Suprava therascreen IDH1/2
RGQ PCR Kit

R132*

R132C

R132H

R172"

WT

Obojsmerné sekvenovanie Sanger

R132* R132C R132H R172" WT
6 0 0 0 0
0 2 0 0 0
0 0 42 0 3
0 0 0 0 1
0 0 0 0 a7

* R132 znamena, Ze vzorka zmutovala na mutaciu R132, ale nie na R132H ani R132C.
T R172 znamen4, Ze vzorka zmutovala ha mutaciu R172, ale nie na R172K.

Tabulka 20. Analyza zhody s obojsmernym sekvenovanim

Miera zhody Frekvencia (%) 95 % interval spolahlivosti
PPA 50/50 (100 %) [93;100]
NPA 47/51 (92 %) [81;97]
OA 97/101 (96 %) [90;98]
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Symboly

Nasledujuca tabulka popisuje symboly, ktoré sa mdzu objavit na Stitku alebo v tomto

dokumente.

<N>

B

IVD

EAEEEER

Obsahuje reagencie postacujuce na <N> reakcii

Pouzite do

Zdravotnicke diagnostické zariadenie na pouzitie v
podmienkach in vitro

Katalégové Cislo

Cislo sarze

Cislo materialu (t.. oznadenie komponentu)

Komponenty (t.j. zoznam zahrnutych)

Obsahuje (obsah)

Pocet (t.j. liekovky, flasSe)

5

N
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Ry,

n

GTIN

=l el

R oznaduje reviziu priruc¢ky a n je Cislo revizie

Identifikator GTIN (Global Trade Item Number)

Teplotné obmedzenia

Vyrobca

Precitajte si navod na pouzitie

Upozornenie
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Informacie o objednavani

Produkt Obsah Kat. €.
therascreen IDH1/2 RGQ Pre 20 reakcii: 9 zmesi primérov a sond, 873011
PCR Kit (20) kontrola WT, pozitivna kontrola, hlavna

zmes, voda bez nukleaz
Rotor-Gene Q MDx a prisluSenstvo
Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR cyklova¢ a High Resolution 9002033
5plex HRM System Melt analyzator s 5 kanalmi (zelena, zlta,

oranzova, Cervena, karminova) plus kanal

HRM, prenosny pocitag, softveér,

prislusenstvo, jednoroéna zaruka na diely a

pracu, inStalacia a zaskolenie
Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR cyklova¢ s 5 kanalmi 9002032
5plex HRM Platform (zelend, zlta, oranzova, Cervena,

karminova), prenosny pocitac, softvér,

prislusenstvo: zahffia jednoro¢nu zaruku

na diely a pracu, inStalacia a zaskolenie nie

su sucastou balenia
Loading Block 72 x 0.1ml  Hlinikovy blok na manualne nastavenie 9018901
Tubes reakcie s jednokanalovou pipetou v

skumavkach s objemom 72 x 0,1 ml
Strip Tubes and Caps, 250 pruzkov so 4 skimavkami a vieCkami 981103
0.1ml (250) na 1000 reakcii
Strip Tubes and Caps, 10 x 250 pruzkov so 4 skimavkami a 981106
0.1ml (2500) vie¢kami na 10 000 reakcii
QlAamp DNA FFPE Tissue Kit — na purifikaciu genémovej DNA z
tkaniv zaliatych parafinom
QlAamp DNA FFPE Pre 50 priprav DNA: 50 stipcov QlAamp 56404
Tissue Kit (50) MinElute®, proteinaza K, pufre, odberové

skdmavky (2 ml)
Suprava QIAsymphony DSP DNA Mini Kit — na automatizovanu
purifikaciu DNA z 1 — 96 vzoriek
QIAsymphony DSP DNA  Pre 192 priprav po 200 pl: obsahuje 937236

Mini Kit (192) 2 reagencéné kazety, stojany na enzymy a
prisluSenstvo
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Produkt Obsah Kat. €.
QIAsymphony SP a prisluSenstvo
QIAsymphony SP Modul na pripravu vzorky QIAsymphony: 9001751
System zahffia inStalaciu a zaskolenie a 1-ro¢nu

zaruku na diely a pracu
QIAsymphony SP Modul na pripravu vzorky QIAsymphony: 9001297

zahffia 1-ro€nu zaruku na diely a pracu
Sample Prep Cartridges,  8-jamkové kazety na pripravu vzoriek na 997002
8-well (336) pouzitie s QIAsymphony SP
8-Rod Covers (144) 8-Rod Covers na pouzitie s QIAsymphony SP 997004
Filter-Tips, 200 ul, Qsym  Disposable Filter-Tips, v stojane; (8 x 128). 990332
SP (1024) Na pouzitie s pristrojmi QIAcube a

QIAsymphony SP/AS
Filter-Tips, 1500 pl, Disposable Filter-Tips, v stojane; (8 x 128). 997024
Qsym SP (1024) Na pouzitie s pristrojmi QIAsymphony

SP/AS
Elution Microtubes CL Nesterilné polypropylénové skimavky 19588
(24 x 96) (maximalna kapacita 0,85 ml, skladovacia

kapacita menej ako 0,7 ml, elu¢na kapacita

0,4 ml); 2304 v regéaloch po 96; obsahuje

vieCkové pruzky
Reagencie
RNase A (17,500 U) 2,5 ml (100 mg/ml; 7000 jednotiek/ml, roztok) 19101
Buffer ATL (200 ml) 200 ml tkanivovy lyza¢ny pufer na 1000 19076

Aktualne licenéné informacie a pravne

v sprievodcovi

alebo pouzivatelskej

priprav

informacie tykajice sa produktu najdete
prirucke k sUprave QIAGEN. Sprievodcov a

pouzivatelské priru¢ky k sipravam QIAGEN najdete na lokalite www.qgiagen.com alebo o
ne mézete poziadat oddelenie technickych sluzieb spoloénosti QIAGEN alebo svojho
miestneho distributora.
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Histdria Uprav dokumentu

Datum

Zmeny

R5, jil 2020

Revidovana Cast Interpretacia vysledkov s ciefom pridat informécie tykajlice sa
klasifikacie kontrol a vzoriek v zavislosti od detekcie hodnoty Ct

Revidovany stipec kontroly IDH1/IDH2 WT v Tabulke 7 pre Cr IDH Mut R172K a
ACT 1DH2 Mut R172K

Revidované stipce vzorky 1 a vzorky 2 v Tabulke 11 pre Cr ioH1 mut Rizzc,
ACT IDH1 Mut R132C, CT IDH2 Mut R172K, & ACT IDH2 Mut R172K
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Obmedzena licenéna zmluva pre stpravu therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit

Pouzitie tohto produktu predstavuje suhlas kupujuceho alebo pouzivatela tohto produktu s nasledovnymi podmienkami:

1. Produkt sa méZe pouzivat vyluéne v stlade s protokolmi poskytovanymi spolu s produktom a touto priruckou, a méZe sa pouzivat vyluéne s komponentmi
obsiahnutymi v stprave. Spoloénost QIAGEN neudeluje Ziadnu licenciu v ramci Ziadneho zo svojich prav na ochranu dusevného vlastnictva na pouzivanie
alebo spajanie komponentov tejto stpravy s akymikolvek komponentmi, ktoré netvoria sucast tejto stipravy s vynimkou ustanoveni uvadzanych v protokoloch
dodavanych spolu s produktom, tejto prirucke a v dalsich protokoloch, ktoré su dostupné na adrese www.giagen.com. Niektoré z tychto protokolov boli
poskytnuté pouZivatelmi produktov od spoloénosti QIAGEN pre pouzivatelov produktov od spolo¢nosti QIAGEN. Tieto protokoly neboli podrobne testované
ani optimalizované spoloénostou QIAGEN. Spolo¢nost QIAGEN na ne neposkytuje Ziadne zaruky a neruéi za to, Ze ich pouzitim neddjde k poruseniu prav
tretich stran.

Iné nez vyslovne uvedené licencie — spolo¢nost QIAGEN neposkytuje Ziadnu zaruku na to, Ze tato stprava alebo jej pouzitie neporusi prava tretich stran.
Této stprava a jej komponenty su licenéne poskytnuté na jednorazové pouzitie a nesmu sa opatovne pouzivat, opravovat ani predavat.

Spoloénost QIAGEN sa Specificky zrieka vietkych ostatnych (vyslovnych alebo implicitnych) licencii nez tych, ktoré st tu vyslovne uvedené.

O A W N

Kupuijlci a pouzivaterl tejto sipravy suhlasia s tym, Zze inym osobam neumoznia ani nepovolia vykonat Ziadne kroky, ktoré by mohli viest k akymkolvek
ginnostiam, ktoré su zakazané vyssie, alebo k nim napomahat. Spolocnost QIAGEN mdzZe uplatiiovat prislusné zakazy uvadzané v tejto obmedzenej
licenénej zmluve pred akymkolvek sudom a bude poZadovat vSetky naklady na vySetrovanie a stidne konania (vratane nékladov na pravne zastupovanie) pri
kazdom takomto kroku s ciefom uplatnit ustanovenia tejto obmedzenej licenénej zmluvy alebo prav duSevného viastnictva suvisiacich so stpravou a/alebo jej
komponentmi.

Aktualizované licenéné podmienky najdete na adrese www.giagen.com.

Tento produkt je uréeny na diagnostické pouZitie in vitro. Produkty QIAGEN sa neméZu opétovne predavat, upravovat na dal$i predaj ani pouZivat na vyrobu
komeré&nych vyrobkov bez pisomného sthlasu spolo¢nosti QIAGEN.

Informécie uvadzané v tomto dokumente sa méZu zmenit bez predchadzajiceho upozornenia. Spoloénost QIAGEN nenesie Ziadnu zodpovednost za chyby, ktoré
sa mozu vyskytnut v tomto dokumente. Tento dokument sa v ¢ase uverejnenia povazuje za Uplny a presny. Spolocnost QIAGEN v Ziadnom pripade nezodpoveda
za nahodné, $pecialne, viacnasobné alebo nasledné skody, ktoré vzniknl v slvislosti s pouzivanim tohto dokumentu alebo vyplyvajtice z jeho pouZzitia.

Na produkty QIAGEN sa poskytuje zaruka, Ze spiiiaju uvedené $pecifikacie. Jediny zavazok spolognosti QIAGEN a jediny prostriedok népravy zakaznikom je
obmedzeny na bezplatni vymenu produktov v pripade, Ze produkty nebudu fungovat v stlade so zarukou.

Zakupenie tohto produktu umoZzriuje kupujicemu pouzit ho na vykonavanie diagnostickych sluzieb pre ludsku diagnostiku in vitro. Tym sa neudeluje Ziadny
v3eobecny patent ani in licencia iného druhu ako toto konkrétne pravo na pouzivanie vyplyvajlice z nakupu.

Mutécie IDH1/2 a jej pouZitia st chranené patentovymi pravami vratane eur6pskych patentovych prihlaSok EP2326735 a EP2546365, americkych patentovych
prihlasok US2011229479 a US2012202207 a zahrani¢nych naprotivkov.

Nakup tohto produktu neposkytuje Ziadne pravo na jeho pouZzitie na klinické skisky liekov zameranych na IDH1/2. QIAGEN vyvija $pecifické licenéné programy pre
takéto pouZzitie. Kontaktujte naSe pravne oddelenie na idhlicenses@gqiagen.com.

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

1119896 07-2020 HB-1566-005 © 2020 QIAGEN, vietky prava vyhradené.
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