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Uso previsto

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit es una prueba de diagnéstico in vitro basada en la
tecnologia PCR disefiada para la deteccién cualitativa de 7 mutaciones del gen IDHI
y 5 mutaciones del gen IDH2, asi como para la identificacién directa de las 3 principales
mutaciones en el ADN extraido de tejido cerebral humano fijado con formalina e impregnado
en parafina (Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded, FFPE).

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit se ha disefado para servir de ayuda en la clasificacién de

los gliomas.
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Resumen y explicacién

Las mutaciones en los genes de la isocitrato dehidrogenasa (IDH), IDH1 e IDH2, aparecen
con frecuencia en los gliomas de grado Il y grado lll clasificados por la Organizacién mundial
de la salud (OMS) y los glioblastomas (GBM) secundarios de grado IV segin la OMS. Ademds
de su valor diagnéstico, la presencia de mutaciones en los genes IDH1/2 estd asociado con

el prondstico positivo de pacientes con glioma (1-13).

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit es un ensayo para la deteccién de 12 mutaciones
especificas en los genes IDH1/2: 6 en el codén 132 del gen IDHI, 5 en el codén 172
homélogo del gen IDH2 y una en el codén 100 del gen IDHT (tabla 1). El kit también permite
la identificacién directa de las principales mutaciones de los genes IDHT y IDH2 que provocan
las sustituciones IDH1 R132H, IDH1 R132C e IDH2 R172K.
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Tabla 1. Mutaciones en los genes IDH1 e IDH2 detectadas con therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit

Gen Mutacién Cambio de base COSMIC ID*
Arg132His (R132H) 395G>A COSM28746
Arg132Cys (R132C) 394C>T COSM28747
Arg132Ser (R1329) 394C>A COSM28748

IDH] Arg132Gly (R132G) 394C>G COSM28749
Arg132leu (R132L) 395G>T COSM28750
Arg132Val (R132V) 394_395CG>GT COSM28751
Arg100GIn (R100Q) 299G>A COSM88208
Arg172Llys (R172K) 515G>A COSM33733
Arg172Met (R172M) 515G>T COSM33732

T Arg172Trp (R172W) 514A5T COSM34039
Arg172Ser (R1729) 516G>T COSM34090
Arg172Gly (R172G) 514A>G COSM33731

* Se utilizan los identificadores (ID) COSMIC del catélogo de mutaciones somdticas del cancer (Catalogue of Somatic
Mutations in Cancer, www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic).
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Principio del procedimiento

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit proporciona los reactivos necesarios para realizar 9 series

distintas de reacciones de amplificacién para la deteccién de 12 mutaciones (fabla 1):

® 3 reacciones para la amplificacién total en los codones 132 y 100 del gen IDHT y del
codén 172 del gen IDH2

® 3 reacciones para la amplificacién de mutaciones en los codones 132 y 100 del gen

IDH1 y del codén 172 del gen IDH2

® 3 reacciones para la amplificacién de las mutaciones especificas IDHT R132H, IDH1
R132C e IDH2 R172K

Mezclas de reaccién para amplificacién total

Las mezclas de cebadores y sondas para la amplificacién total (PPM-Total) utilizan cebadores y
sondas para amplificar las secuencias objetivo mutadas y nativas (ilustracién 1).

Mezclas de reaccién para la deteccién de mutaciones

Las mezclas de cebadores y sondas para la deteccién de mutaciones combinan cebadores y
sondas con el objetivo de amplificar secuencias objetivo tanto mutadas como nativas con un
grupo de fosfatos unidos al terminal 3' del oligonucleétido con el fin de evitar la elongacién
(pinza de PCR), especifica de la secuencia objetivo nativa.

Cuando el molde de PCR contiene la secuencia nativa, el grupo de fosfatos unidos al terminal
3" del oligonucleétido domina la unién con el cebador para PCR debido a su mayor afinidad.
En este caso, no se produce extensién de la ADN polimerasa, o es muy baja, ni tampoco se

observa amplificacién, o es muy baja.

Cuando existe una secuencia mutada, es la unién del cebador para PCR la que prevalece
sobre la unién del grupo de fosfatos en el terminal 3' del oligonucledtido y entonces si tiene

lugar la amplificacién (ilustracién 1).
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Mezclas de reaccién para la identificacién de mutaciones

La amplificacién especifica de alelos se lleva a cabo mediante la tecnologia del sistema de
mutacién refractario a la amplificacién (Amplification Refractory Mutation System, ARMS),
que utiliza la ADN polimerasa para diferenciar entre una coincidencia y un error de

coincidencia en el extremo 3' de un cebador de PCR.

Cuando la coincidencia con el cebador para PCR es completa, la amplificacién se produce
con total eficacia. Cuando no hay coincidencia con la base 3', dnicamente tiene lugar una

amplificacién de fondo de bajo nivel (ilustracién 1).

——
PPM-Total IDH — = [ Amplificacién

ADN nativo o mutadd™

P
P p Amplificacién
G inexistente
PPMIDH Mut | ADN nativo F o baja
(con oligo-P en ?
terminal 3') /

L ADN mutado de IDH & Fe
p --
( - Amplificacién
i inexistente
ADN nativo G F - o baja
PPMIDHT Mut | e >
RT32H ADN de IDH1 R132H @ F
<
-
ADN IDH1 mutado & F inexistente
| no R132H o baja
| <——, Cebador directo o inverso G———F Sonda con doble fluoréforo
————p Oligonucledtido fosfatado (oligo-P)
| ! ‘

llustracién 1. Resultados obtenidos con las mezclas de cebadores y sondas de therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit.
Para la deteccién de IDH1 R132C e IDH2 R172K se aplica el mismo principio indicado que para IDHT R132H.
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Materiales suministrados

Contenido del kit

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit
Nomero de catélogo

Numero de reacciones

(20)
873011
20

Primers and Probe Mix for the detection of total
IDH1/R132 (Mezcla de cebadores y sondas para la
deteccién total de IDH1/R132) (nativa y con mutacién)

Primers and Probe Mix for the detection of Total
IDH2/R172 (Mezcla de cebadores y sondas para la
deteccién total de IDH2/R172) (nativa y con mutacién)

Primers and Probe mix for the detection of Total
IDH1/R100 (Mezcla de cebadores y sondas para la
deteccién total de IDH1/R100) (nativa y con mutacién)

Primers and Probe Mix (including Oligo-P) for the
detection of Mutated IDH1/R132

(Mezcla de cebadores y sondas [incluido oligo-P]
para la deteccién de mutaciones de IDH1/R132)

Primers and Probe Mix (including Oligo-P) for the
detection of Mutated IDH2/R172

(Mezcla de cebadores y sondas [incluido oligo-P]
para la deteccién de mutaciones de IDH2/R172)

Primers and Probe mix (including Oligo-P) for the
detection of Mutated IDH1/R100

(Mezcla de cebadores y sondas [incluido oligo-P]
para la deteccién de mutaciones de IDH1/R100)

Primers and Probe Mix for the identification of IDH1
Mut R132H (Mezcla de cebadores y sondas para
la identificacién de la mutacién IDHT R132H)

PPM-Total IDH1/R132 25x 40 pl

PPM-Total IDH2/R172 25x 40 pl

PPM-Total IDH1/R100 25x 40 pl

PPM-IDH1/R132 Mut 25x 40 pl

PPM-IDH2/R172 Mut 25x 40 pl

PPM-IDH1/R100 Mut 25x 40 pl

PPM-IDH1 Mut R132H 25x 40 pl

La tabla continda en la pégina siguiente
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Contenido del kit (continuacién)

Manual de therascreen IDH1,/2 RGQ PCR Kit (inglés)

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit (20)
Numero de catdlogo 873011
Numero de reacciones 20
Primers and Probe Mix for the identification of IDH1 PPM-IDH1 Mut R132C 25x 40 pl
Mut R132C (Mezcla de cebadores y sondas para la

identificacién de la mutacién IDH1 R132C)

Primers and Probe Mix for the identification of IDH2 PPM-IDH2 Mut R172K 25x 40 pl
Mut R172K (Mezcla de cebadores y sondas para la

identificacién de la mutacién IDH2 R172K)

IDH1/IDH2 Wild Type Genomic DNA (ADN gendémico Control nativo (WT) para 270 pl
nativo de IDH1/IDH2) IDH1/IDH2

IDH1/IDH2 Mutated Positive Control (Control positivo Control positivo para 270 yl
de mutaciones en IDH1/IDH?2) IDH1/IDH2

Mix of Tag DNA Polymerase, dNTPs, Mezcla maestra para qPCR 5 x 900 pl
MgClz, and buffer for gPCR (Mezcla de ADN polimerasa 2x

Tag, dNTP, MgCl, y tampén para gPCR)

Nuclease-Free Water (Agua libre de nucleasas) Agua libre de nucleasas 5 x 525 pl
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Materiales requeridos pero no suministrados

Cuando trabaje con productos quimicos, use siempre una bata de laboratorio, guantes
desechables y gafas de proteccién adecuados. Para obtener mds informacién, consulte las
hojas de datos de seguridad (Safety Data Sheets, SDS) correspondientes, que puede solicitar

al proveedor del producto.

Importante: Compruebe que los equipos utilizados en este procedimiento se han revisado
y calibrado segin las recomendaciones del fabricante.

Reactivos (extraccién manual de ADN)

e Kit para extraccién de ADN: QlAamp® DNA FFPE Tissue Kit (n.° de cat. 56404)

® RNase A (17,500 U) (n.° de cat. 19101)

e Xileno o Histolemon™ (Carlo Erba, n.° de cat. 454911, www.carloerbareagents.com)
e FEtanol (96-100 %)

e Ixtampén TE, pH 8,0

Reactivos (extraccién automdtica de ADN)

e Kit para extraccién de ADN: QlAsymphony® DSP DNA Mini Kit (n.° de cat. 937236)
o Buffer ATL [n.° de cat. 19076 0 939016)

® RNase A [n.° de cat. 19101)

e Xileno o Histolemon (Carlo Erba, n.° de cat. 454911, www.carloerbareagents.com)
e FEtanol (96-100 %)

e Ixtampén TE, pH 8,0

Consumibles

® Bisturies

® Puntas de pipeta para PCR estériles, libres de nucleasas, resistentes a aerosoles y con
filtros hidréfobos
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Tubos libres de nucleasas de 2,0 ml o 1,5 ml
Strip Tubes and Caps, 0.1 ml para el equipo Rotor-Gene Q (n.° de cat. 981103 0 981104)

Hielo

Consumibles adicionales para la extraccién automética de ADN

Sample Prep Cartridges, 8-well (n.° de cat. 997002)
8-Rod Covers (n.° de cat. 997004)

Filter-Tips, 200 pl, Qsym SP (n.° de cat. 990332) y Filter-Tips, 1500 pl, Qsym SP
(n.° de cat. 997024)

Elution Microtubes CL (n.° de cat. 19588)
Micro tubes 2.0 ml Type H (Sarstedt®, n.° de cat. 72.693, www.sarstedt.com)

Equipo

® Bandeja deslizante y 2 bafios compatibles con las bandejas para xileno/histolemon y etanol

® Pipeta graduada en microlitros dedicada exclusivamente para PCR (1-10 pl; 10-100 pl;
100-1000 pl)

e Centrifugadora de mesa con rotor para tubos de reaccién de 0,5 ml/1,5 mly microplacas
(capaz de alcanzar entre 13 000-14 000 rpm)

e Agitador vértex de mesa

® Equipo para Realime PCR: Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM y material especifico relacionado

e Software Rotor-Gene Q MDx versién 2.1.0 o superior

e Biofotémetro

e Termomezclador, incubador orbital térmico, bloque calefactor o bafio de agua que

permita la incubacién a 56 °C 'y 90 °C

Equipo adicional para la purificacién automética

Equipo QlAsymphony SP
Software QlAsymphony SP versién 4.0 o superior
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Advertencias y precauciones

Para uso diagnéstico in vitro
Informacién de seguridad

Cuando trabaje con productos quimicos, use siempre una bata de laboratorio, guantes
desechables y gafas de proteccién adecuados. Si desea obtener mds informacién, consulte
las fichas de datos de seguridad (Safety Data Sheets, SDS) correspondientes. Dichas fichas
estén disponibles en linea en un formato PDF en www.qiagen.com/safety, donde podré
encontrar, ver e imprimir la ficha de datos de seguridad de cada kit de QIAGEN y de cada

componente del kit.

Para obtener informacién de seguridad relativa al kit de purificacién utilizado, consulte el
manual de uso del kit correspondiente. Para conocer la informacién de seguridad relativa a

los instrumentos, consulte el manual de usuario de cada instrumento.
Precauciones generales

® la prueba se ha disefiado para su uso con muestras de reseccién quirdrgica de tejido

tumoral fijado en formalina tamponada e impregnado en parafina (Formalin-Fixed,

Paraffin-Embedded, FFPE).

® Todos los materiales quimicos y bioldgicos son potencialmente peligrosos. Los materiales
de muestra son material potencialmente infeccioso y deben fratarse como material
biopeligroso.

® Deseche los residuos de muestras y ensayos conforme a los procedimientos de seguridad local.

® Llos reactivos de therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit ofrecen una dilucién éptima. No debe
realizarse una mayor dilucién de los reactivos, puesto que pueden perder eficacia. No

utilice voldmenes de reaccién (mezcla de reaccién mds muestra) inferiores a 25 pl.
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® Todos los reactivos suministrados con therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit se suministran
para su uso exclusivo con ofros reactivos del mismo kit. No sustituya ningdn reactivo de

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit, ya que se podria ver afectado el rendimiento.

e Consulte el manual del usuario del equipo Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM para conocer

las advertencias, las precauciones y los procedimientos adicionales.

® Un cambio en los tiempos y las temperaturas de incubacién puede causar resultados

erréneos o dispares.
® No utilice componentes caducados o mal almacenados.
® las mezclas de cebadores y sondas podrian alterarse si se exponen a la luz.

® Extreme la precaucién para evitar la contaminacién de las mezclas con los materiales

sintéticos contenidos en el reactivo para el control positivo.

e Extreme la precaucién para evitar la contaminacién por DNasa, que podria degradar el

ADN del molde.

e Utilice pipetas individuales exclusivas para preparar las mezclas de reaccién y afadir

moldes.

® lleve a cabo la preparacién y dispensacién de las mezclas de reaccidén en una drea
diferente de la utilizada para afiadir los moldes.

® No abra el equipo Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM hasta que finalice la serie analitica.

® No abra los tubos Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM después de que finalice la serie

analitica.

e Es importante controlar que las pruebas se realicen correctamente, haciendo especial
hincapié en la infroduccién incorrecta de muestras, los errores de carga y los errores de

pipeteo.
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Almacenamiento y manipulacién de reactivos

Condiciones de envio

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit se suministra en hielo seco. Si alguno de los componentes
de therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit no estd congelado en el momento de la llegada, si el
embalaje externo se ha abierto durante el transporte o si el envio no incluye la nota de
embalaje, el manual de uso o los reactivos, péngase en contacto con el servicio tcnico de
QIAGEN o con los distribuidores locales (consulte la contraportada o visite el sitio

www.qiagen.com).
Almacenamiento

Tras la recepcién, therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit debe almacenarse inmediatamente en

un congelador a una temperatura constante de —-30 °C a -15 °C y protegerse de la luz.
Estabilidad

Si se almacena en las condiciones especificadas, therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit se

mantiene estable hasta la fecha de caducidad indicada.

Una vez abiertos, los reactivos deben almacenarse en el embalaje original a una temperatura
comprendida entre =30 °C y 15 °C hasta la fecha de caducidad indicada en el embalaje.
No es aconsejable descongelarlo y volver luego a congelarlo. No exceda el mdximo de

5 ciclos de congelacién-descongelacién.
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Manipulacién y almacenamiento del material
de muestra

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit se ha disefiado para su uso con muestras de ADN extraidas
de resecciones quirirgicas de tejido tumoral fijado en formalina e impregnado en parafina
(Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded, FFPE) obtenido de pacientes con céncer cerebral. Todas

las muestras de tejido deberian tratarse como potencialmente peligrosas.

® las muestras de tejido deben fijarse en formalina tamponada neutra (Neutral Buffered
Formalin, NBF) al 4-10 %.

® Deben cortarse secciones en serie de 10 pm del bloque de parafina y colocarlas en un

portaobjetos de vidrio.

® Debe de ser un profesional cudlificado (p. ej., un patélogo) quien valore el contenido
tumoral y el drea en una seccién adyacente tefiida con hematoxilina y eosina (H&E).

Utilice secciones en serie para realizar la extraccién de ADN.
® La prueba solamente se puede realizar con secciones con 240 % de contenido tumoral.
® Para las secciones con <50 mm? de drea de tejido, se recomienda procesar un nimero
suficiente de secciones para aumentar el total del drea de tejido a un minimo de 50 mm?
(se recomienda 100 mm? para la extraccién automdtica con el equipo QlAsymphony SP).
e Etiquete, manipule y almacene las muestras tumorales, bloques, portaobjetos y muestras
listos para la extraccién de una forma controlada segin los procedimientos locales.
e Conserve los bloques FFPE y portaobjetos a temperatura ambiente. Los portaobietos
pueden guardarse a temperatura ambiente hasta 4 semanas antes de la extraccién de

ADN para su uso con therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit.

e Después de la extraccién, el ADN genémico puede almacenarse un méximo de 1 semana

a 2-8 °C o a una temperatura comprendida entre —25 °C y 15 °C durante 8 semanas.
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Procedimiento

Extraccién y preparacién del ADN

Utilice el QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (n.° de cat. 56404) o el QlAsymphony DSP DNA Mini
Kit (n.° de cat. 937236) para purificar el ADN genémico de las muestras preparadas a partir

de muestras de tumores cerebrales FFPE.

Nota: therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit solamente se ha validado para su uso con
QIAamp DNA FFPE Tissue Kit o QIAsymphony DSP DNA Mini Kit. No utilice ningin otro
producto de extraccién de ADN.

Utilizacién de QIAamp DNA FFPE Tissue Kit

PRECAUCION | Lea con detenimiento las modificaciones indicadas a continuacién

y que deben aplicarse a la hoja de protocolo QlAamp.

e Consulte el apartado “Material para empezar” del manual Q/Aamp DNA FFPE Tissue y
el apartado “Manipulacién y almacenamiento del material de muestra” en la pdgina 17
de este manual para conocer el método de preparacién de las muestras antes de realizar

la desparafinacién y la extraccién del ADN.
e QlAamp DNA FFPE Tissue Kit solamente debe utilizarse de modo manual.
® Es necesario realizar el paso de RNasa descrito en el manual QlAamp DNA FFPE Tissue.

e No utilice QIAGEN Deparaffinization Solution. Utilice solamente el método de
desparafinacién con xileno/etanol, tal como se describe en el apartado “Procedimiento
de desparafinacién de portaobjetos con QlAamp DNA FFPE Tissue Kit”, mdas adelante. Puede

sustituir el xileno con histolemon (sustituto del xileno).

e Lla digestién de la proteinasa K debe realizarse durante 1 hora.
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® las muestras deben eluirse dos veces en 30 pl de tampén de elucién (Buffer ATE) de
QlAamp DNA FFPE Tissue Kit.

Procedimiento de desparafinacién de portaobjetos con QlAamp DNA FFPE Tissue Kit

1. Coloque los portaobjetos en una bandeja especifica para portaobijetos.

2. Introduzca la bandeja para portaobietos en un bafio para portaobjetos que contenga
xileno o histolemon durante 2 minutos. Mueva la bandeja 2 o 3 veces hacia adelante
y hacia atrds.

3. Sumerja la bandeja en un segundo bafio para portaobjetos que contenga etanol
(96-100 %) durante 2 minutos. Mueva la bandeja 2 o 3 veces hacia adelante y hacia atrés.

4. Deje secar los portaobjetos a una temperatura comprendida entre 15 °Cy 37 °C.
El secado puede tardar unos minutos.

5. Etiquete los tubos para microcentrifuga de 1,5 ml para cada muestra y afiada 180 pl de
Buffer ATL (de QlAamp DNA FFPE Tissue Kit) a cada tubo.

6. Afada unas gotas de Buffer ATL al corte tisular de los portaobietos (cantidad suficiente
para cubrir el tejido).

7. Raspe el drea de tejido con un bisturi estéril y afada el tejido raspado al tubo para
microcentrifuga etiquetado correspondiente.

8. Afada 20 pl de proteinasa K ([de QlAamp DNA FFPE Tissue Kit) a cada tubo y agitelo

bien para mezclar el contenido.

9. Incube a 56 °C durante 1 hora.

Continte con el paso de incubacién a 90 °C del protocolo de QlAamp DNA FFPE Tissue Kit
(paso 12 del documento QIAamp DNA FFPE Tissue [Manual de uso de QlAamp DNA FFPE
Tissue Kit] de junio de 2012, pdgina 13).
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Utilizacién de QIAsymphony DSP DNA Mini Kit

PRECAUCION | Lea con detenimiento las modificaciones indicadas a continuacion
y que deben aplicarse a la hoja de protocolo QlAsymphony SP:
Tissue_LC_200_V7_DSP.

e Consulte el apartado “Manipulacién y almacenamiento del material de muestra”, en la
pdgina 17, para conocer el método de preparacién de las muestras previo a la

desparafinacién y la extraccién del ADN.
® Es necesario realizar el paso de RNasa descrito en la hoja de protocolo QlAsymphony SP.

e No utilice QIAGEN Deparaffinization Solution. Utilice solamente el método de
desparafinacién con xileno/etanol, tal como se describe en el apartado “Procedimiento
de desparafinacién de portaobietos con QlAsymphony DSP DNA Mini Kit” més adelante.

Puede sustituir el xileno con histolemon (sustituto del xileno).
e la digestidn de la proteinasa K debe realizarse durante 1 hora.

® Debe seleccionarse un volumen de elucién de 50 pl en la pantalla téctil.

Procedimiento de desparafinacién de portaobjetos con QlAsymphony DSP DNA Mini Kit

Lleve a cabo la desparafinacién siguiendo los pasos que se describen a continuacién, que

pueden variar respecto a la hoja de protocolo QIAsymphony SP: Tissue_LC_200_V7_DSP.

1. Coloque los portaobjetos en una bandeja especifica para portaobijetos.

2. Introduzca la bandeja para portaobietos en un bafio para portaobjetos que contenga
xileno o histolemon durante 2 minutos. Mueva la bandeja 2 o 3 veces hacia adelante

y hacia atrds.

3. Sumerja la bandeja en un segundo bafio para portaobjetos que contenga etanol

(96-100 %) durante 2 minutos. Mueva la bandeja 2 o 3 veces hacia adelante y hacia atrés.

4. Deje secar los portaobjetos a una temperatura comprendida entre 15 °Cy 37 °C.

El secado puede tardar unos minutos.
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5. Etiquete los tubos para microcentrifuga de 1,5 ml para cada muestra y afiada 220 pl de
Buffer ATL a cada tubo.

6. Ahada unas gotas de Buffer ATL al corte tisular de los portaobjetos (cantidad suficiente

para cubrir el tejido).

7. Raspe el drea de tejido con un bisturi estéril y afiada el tejido raspado al tubo para

microcentrifuga efiquetado correspondiente.

8. Afada 20 pl de proteinasa K ([de QlAamp DNA FFPE Tissue Kit) a cada tubo y agitelo

bien para mezclar el contenido.

Continle con el paso de incubacién a 56 °C de la hoja de protocolo QlAsymphony SP:
Protocolo Tissue_LC_200_V7_DSP (paso 12 del protocolo “Desparafinizacién con xileno”

para la desparafinacién con xileno de abril de 2012). Incube a 56 °C durante 1 hora.

ADN gendémico

El ADN gendmico puede conservarse a 2-8 °C durante 1 semana con posterioridad a su

extraccion y, luego, a una temperatura comprendida entre =25 °C y =15 °C durante 8 semanas.
La cantidad de ADN se determina mediante la densidad éptica (DO) de la muestra a 260 nm.
Diluya el ADN hasta obtener una concentracién de 5 ng/pl en 1x de tampén TE a pH 8,0.

La reaccién de PCR estd optimizada para muestras con 25 ng de ADN genémico purificado.
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Protocolo: Deteccién de mutaciones en IDH1/2

Cuestiones importantes antes de comenzar

® Para optimizar therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit, es preciso agrupar las muestras en lotes
de 4. Un tamafo de lote inferior implica una capacidad de andlisis de muestras inferior
con therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit.

@ Se recomienda analizar todas las muestras a la vez en cada serie de PCR, como se indica
en la tabla 2 y con la configuracién de rotor y disefio de bloque de carga que se indican

en la tabla 3 y la ilustracién 2.

Tabla 2. Nomero de reacciones para equipos Rotor-Gene Q MDx con un rotor de 72 tubos

Muestras Reacciones
n muestras de ADN n x 1 reaccién
2 controles de ADN 2 reacciones: controles positivo y nativo, analizado

cada uno una vez en cada serie de PCR

Control de agua 1 reaccién
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* PC: control positivo.
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llustracién 2. Configuracién del rotor recomendada para un experimento con therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit.

Importante: Asegirese de colocar siempre una muestra en la posicién 1 del rotor. De lo

contrario, el equipo no se calibrard y se obtendran datos de fluorescencia incorrectos.
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Procedimiento

1. Descongelar todos los componentes necesarios y colocarlos en hielo.

2. Prepare las siguientes mezclas de PCR segin el nimero de muestras que vayan a procesarse.

Nota: Todas las concentraciones se refieren al volumen final de la reaccién.

En la tabla 4 se describe el esquema de pipeteo para la preparacién de una mezcla de
reactivos, calculada para lograr un volumen de reaccién final de 25 pl. Puede prepararse
una premezcla para cada PPM de acuerdo con el nimero de reacciones. Se incluyen
volimenes extra para compensar los errores de pipeteo.

Tabla 4. Preparacién de las mezclas de PCR

Premezcla:
Componente 1 reaccién (pl) 7 + 1 reacciones (pl) Concentracién final
Mezcla maestra para qPCR, 2x 12,5 100 1x
PPM*, 25x 1 8 Tx
Agua libre de nucleasas 6,5 52 -
T
oot s swecbue :
Volumen total 25 25 para cada una -

* Prepare 9 premezclas, una con cada una de las PPM suministradas con el kit.
T Control positivo, control negativo o control de agua.
Dispense 20 pl de la solucién de premezcla en cada tubo de Rotor-Gene (tabla 3).

4. Afada 5 pl del material que debe cuantificarse (25 ng de ADN gendmico de muestra
o control) en el tubo correspondiente (volumen total: 25 pl, tabla 3).

Mezcle suavemente pipeteando arriba y abajo.

Coloque los tubos en el adaptador suministrado con el equipo (ilustracién 2).
Nota: Coloque tubos vacios en las posiciones no ocupadas.

Cargue el adaptador lleno en el equipo Rotor-Gene Q MDx.

8. Programe el equipo Rotor-Gene Q MDx mediante el programa de ciclado tal como

se indica en la tabla 5.
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Tabla 5. Perfil de temperatura

Hold Temperatura: 95 °C

(En espera) . .
Tiempo: 10 min

Cycling 40 ciclos

(Ciclado)

95 °C durante 15's

60 °C durante 60 s con adquisicién de fluorescencia FAM™ en el canal Green: single
(6nico)

9. Haga clic en Gain Optimisation (Optimizacién de ganancia) en el cuadro de didlogo

New Run Wizard (Asistente para series nuevas) para abrir el cuadro de didlogo Auto-

Gain Optimisation Setup (Configuracién de la optimizacién de ganancia automdtica).

Defina el rango para el canal Green entre 2Fl para Min Reading (Lectura minima) y 10FI

para

Max Reading (Lectura méxima).

10.Marcar la casilla Perform Optimisation Before 1st Acquisition (Ejecutar la optimizacién

antes de la primera adquisicién) y cerrar el cuadro de didlogo Auto-Gain Optimisation

Setup (Configuracién de la optimizacién de ganancia automdtica).

11.Iniciar el programa de termociclado.

12.Cuando termine el termociclado, realice estos pasos.

12a.

12b.

12c.

12d.

12e.
12f.

12g.
12h.

Seleccione Options (Opciones) y luego Crop Start Cycles (Borrar ciclos de inicio).
Elimine los datos anteriores al ciclo 10 para descartar cualquier artefacto.
Seleccione Analysis (Andlisis) y luego Cycling A. Green from 10 (Ciclado A. Verde
a partir de 10), indicado en el informe como “left threshold = 10.00” (umbral
izquierdo = 10,00).

Seleccione Dynamic Tube (Tubo dindmico) como método de normalizacién y Slope
Correct (Pendiente correcta) para corregir el ruido de la pendiente.

Defina el valor para Outlier Removal (Eliminacién de valores atipicos) en 0% (que
corresponde al umbral de NTC).

Desactive la opcion Reaction Efficiency Threshold (Umbral de eficiencia de la reaccién).
Defina el umbral en 0,03.

Active la escala lineal del gréfico.

Seleccione Digital Filter: Light (Filtro digital: luz).
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Interpretacién de los resultados

Controles de agua

Los controles de agua (controles sin molde) deberian generar valores de Cr iguales a cero

para todas las mezclas de cebadores y sondas.

La obtencién de un valor de Cr positivo en un control de agua indica que se ha producido
contaminacién cruzada. Consulte el apartado “Guia para la resolucién de problemas”, en la

pdgina 36, para encontrar una solucién.
Control de calidad mediante los valores de Cr de los controles

El control nativo (Wild-Type Control, WTC) para IDH1 /2y el control positivo para mutaciones
de IDH1/2 (MutPC) permiten la validacién del experimento.

® Si no existe un valor Ct, el control se clasifica como negativo para mutaciones para el

ensayo de deteccién respectivo.
® Si se defectan valores Ct, calcule ACrdel siguiente modo para cada control

ACt pH1/R132 Mot = Cr1 1DH1/R132 Mut = CT Total IDH1/R132
ACt pH2/R172 Mot = CT 1DH2/R172 Mut = CT Total IDH2/R172
ACt 1pH1/R100 Mot = Cr 1DH1/R100 Mut = CT Total IDH1/R100
ACt pH1 Mutr132H = CT 1DHT Mot R132H — CT Total IDH1/R132
ACt 1pH1 Mutr132¢ = Ct 1DH1 Mot R132¢ — CT Total IDH1/R132

ACt pH2 Mot 172K = CT 1DH2 Mut R172K = CT Total IDH2/R172
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Los controles se clasifican como positivos para la mutacién si los valores de ACr son menores
o iguales que los valores de corte de ACr respectivos, que se indican en la tabla 6. Si el valor
ACres superior al valor de corte, el control se clasifica como negativo para mutaciones para

el ensayo de mutaciones considerado.

Tabla 6. Valores de corte para cada ensayo de mutacién

Ensayo de mutacién Valor de corte (AC))
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 El control nativo para IDH1/2 debe detectarse como negativo para mutaciones en cada

ensayo de mutacién (tabla 7).

® El control positivo mutado para IDH1/2 debe detectarse como positivo para mutaciones

en cada ensayo de mutacién (tabla 7).

El experimento completo se rechaza cuando no se cumple una de las condiciones o ambas.
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Tabla 7. Ejemplo de validacién de la serie a partir de los controles

Control nativo (WT)

Control posifivo para

Valor Agua (NTC) para IDH1/IDH2 IDH1/IDH2
C7 Total IDH1/R132 No detectado 25,45 23,95
Cr IDHI/R132 Mot No detectado 34,32 25,76
ACr pH1/R132 Mot No detectado 8,87 1,81
Crt Total IDH2/R172 No detectado 25,42 24,93
Cr pH2/R172 Mot No detectado 34,36 26,36
ACr prH2/R172 Mot No detectado 8,94 1,43
Cr Total IDHI/R100 No detectado 26,30 24,69
Cr IDH1/R100 Mot No detectado 33,04 26,39
ACr pH1/R100 Mot No detectado 6,74 1,70
Cr 1DH1 MutR132H No detectado 35,20 26,48
ACr ipH1 Mot R132H No detectado 9,75 2,53
Cr IDH1 MutR132C No detectado 37,16 27,07
ACr pr1 Mutr132C No detectado 11,71 3,12
Cr b2 Mot R172K No detectado No detectado 27,97
ACr ipH2 Mot R172K No detectado N/A 3,04
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Validacién de la introduccién de muestras
Es necesario validar la introduccién de las muestras antes de proceder a la interpretacion.

El valor de Crobtenido para una muestra con cada PPM-Total (Cr Total ipH1/R132, CT Total DH2/R172
y C1 Total pH1/R100) debe ser inferior a 32,00. Los valores de Cr 1ol 232,00 se deben a un ADN
de poca calidad. En estos casos es necesario volver a analizar la muestra. Si la cantidad de
ADN sigue siendo insuficiente, extraiga mds tejido tumoral si es posible (consulte el apartado

“Guia para la resolucién de problemas” en la pdgina 36).
Resultados de las muestras

Deteccién de mutaciones de IDH1/2

Calcule para cada muestra los valores de ACt obtenidos con cada ensayo para la deteccién de
mutaciones (PPMIDH1/R132 Mut, PPM-IDH2/R172 Mut, PPMIDH1/R100 Mut), tal como se

indica a continuacién.

ACr pH1/R132 Mut = CT 1DH1/R132 Mut — CT Total IDH1/R132
ACr pH2/R172 Mot = CT 1DH2/R172 Mut — CT Total IDH2/R172
ACr pH1/R100 Mot = CT 1DH1/R100 Mut — CT Total IDH1/R100

Si no hay ningdn valor Ct para un ensayo de deteccién de mutaciones, la muestra debe

clasificarse como negativa para mutaciones en la mutacién considerada.

Las muestras se clasifican como positivas para la mutacién si el valor de ACr es menor o igual
que el valor de corte de ACr del ensayo respectivo para la deteccién mutaciones, indicados

en la tabla 8.
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Tabla 8. Valores de corte para cada ensayo para la deteccion de mutaciones

Ensayo de mutacién Valor de corte (AG)
IDH1/R132 Mut 5,34
IDH2/R172 Mut 6,42
IDH1/R100 Mut 4,65

Identificacién de mutaciones de IDH1/2

Calcule para cada muestra los valores de ACr obtenidos con cada ensayo para la identificacién
de mutaciones (PPMIDH1 Mut R132H, PPMIDH1 Mut R132C, PPMIDH2 Mut R172K), tal como

se indica a continuacién.

ACr pH1 Mutr132H = C1 1DH1 MutR132H — CT Total IDH1/R132
ACr pH1 murr132¢ = Cr1 1DH1 MutR132¢ — CT Total IDH1/R132
ACt pH2 Mutr172K = CT DH2 Mut R172K — CT Total IDH2/R172

Si no hay ningin valor Ct para un ensayo de identificacién de mutaciones, la muestra debe

clasificarse como negativa para mutaciones.

La mutacién de la muestra se identifica cuando el valor de ACr es menor o igual que el valor
de corte de ACr del ensayo respectivo para la identificacién de mutaciones, indicados en la

tabla 9. En la tabla 10 y la tabla 11 se muestran ejemplos de interpretacién de ACr.

Tabla 9. Valores de corte para cada ensayo para la identificacién de mutaciones

Ensayo de mutacién Valor de corte (AG))
IDH1 Mut R132H 6,87
IDH1 Mut R132C 7,14
IDH2 Mut R172K 8,49
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Tabla 10. Ejemplo de deteccién de mutaciones de IDH1/2

Valor Muestra 1 Muestra 2
Ct ol DHIR132 26,39 26,32

Cr pHI/R132 Mut 33,86 28,29
ACr i1 /8132 Mot 7,47 1,97

Ct ol dH2/R172 26,79 25,79

Cr pH2/R172 Mut 35,13 35,21
ACr pr2/R172 Mot 8,34 9,42

Cr Total IDHI/R100 27,20 27,37

Cr 1pH1/R100 Mut 33,83 33,76
ACr1pH1/R100 Mot 6,63 6,39
Mutacién detectada Mutacién no defectada Mutacién R132 defectada
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Tabla 11. Ejemplo de identificacién de mutaciones de IDH1/2

Valor Muestra 1 Muestra 2

Ct ol DHIR132 26,39 26,32

Cr ioH1 MutR132H 33,82 28,27

ACr oH1 Mot R132H 7,43 1,95

Ct ol DHI/R132 26,39 26,32

Cr 1oH1 M R132¢ 37,94 No defectado
ACr pH1 Mt R132C 11,55 N/A

Cr Total IDH2/R172 26,79 25,79

Cr ipH2 Mot R172K No defectado No defectado
ACt pr2 Mot r172¢ N/A N/A
Mutacién identificada Mutacién no defectada Deteccién de la mutacién R132H
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Interpretacién de las mutaciones de IDH1,/2

En la tabla 12 se muestra el procedimiento utilizado para asignar el tipo de mutacién de
IDH1/2 a las muestras que han resultado positivas para una mutacién de IDH1/2. En la

tabla 13 encontrard un ejemplo de interpretacién.

Tabla 12. Guia de interpretacién

Mutacién identificada

IDH1 Mut R132H IDHT Mut R132C IDH2 Mut R172K Mutacién no

detectada detectada detectada detectada
Mutacién R132 Mutacién R132H Mutacién R132C - Mutacién R132,
detectada detectada detectada pero no R132H

detectado (entre un

1%y un2%)*

detectado (entre
un 1 %y un4 %)*

R172K detectado
(aproximadamente
un 1 %)*

ni R132C

2 Mutacién R172 - - Mutacién R172K Mutacién R172,

g detectada detectada pero no R172K

S MutaciénR100 - - - R100

:§ detectada

é Mutacién no Bajo contenido de  Bajo contenido de  Bajo contenido Mutacién no
detectada mutacién R132H mutacién R132C de mutacién defectada

* Estos casos son excepcionales y es necesario revisar todas las muestras y criterios de aceptacién técnicos, especialmente el
contenido de células tumorales. Si se cumplen todos los criterios, es preciso volver a analizar la muestra.
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Tabla 13. Ejemplo de informe e interpretacién de las mutaciones de IDH1/2

Muestra 1 Muestra 2
Mutacién detectada Mutacién no detectada Mutacién R132 detectada
Mutacion identificada Mutacién no defectada Deteccién de la mutacién R132H

Mutacién no detectada ni

‘dentificada Mutacién R132H

Interpretacion de los resultados

Nota: cuando para una muestra se obtienen 2 o mds valores ACt menores o iguales que los
valores de corte de AC, el estado de mutacién se asigna a la mutacién que presente una

mayor diferencia entre el valor de corte y el ACr obtenido. Véase el ejemplo en la tabla 14.

Tabla 14. Ejemplo de interpretacién en caso de varios resultados positivos

Muestra 3 Muestra 4
ACr o1 /R132 Mut 1,24 5,24
Corte de ACr ipH1/r132 M 5,34 5,34
(Corte de ACr— AC3) ipH1/R132 Mot 4,10 0,10
ACr pr2/R172 Mit 5,32 5,95
Corte de ACr pHz/r172 Mt 6,42 6,42
(Corte de ACr — AC:) pHz/r172 Mat 1,10 0,47
Interpretacion de los resultados Mutacién R132 Mutacién R172
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Guia para la resolucién de problemas

Esta guia de resolucién de problemas puede ayudarle a resolver cualquier problema que

pueda surgir. Para obtener mds informacién, visite www.qgiagen.com.

Comentarios y sugerencias

Columna taponada durante la extraccion de ADN
Lisis incompleta Repita la centrifugacién.
El lisado restante se puede transferir a una columna nueva.
Repita la serie de extraccién con menos tejido FFPE.
ADN insuficiente en el eluato de extraccion
Area de tejido FFPE insuficiente Repita la serie de extraccién con més secciones tisulares FFPE.
Control nativo para IDH1/2 no detectado
a)  Errores de pipeteo u omisién de Revise el esquema de pipeteo y la configuracién de la reaccién.

reactivos; inversiones de tubo ) )
Repita la serie de PCR.

o pocillo
b)  Almacenamiento incorrecto de los  Almacene therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit a una temperatura de
componentes del kit entre =30 °C y -15 °C y mantenga la mezcla de cebadores y sondas
protegida de la luz. Consulte el apartado “Almacenamiento y

manipulacién de reactivos”, en la pagina 16.
No exceda el méximo de 5 ciclos de congelacién-descongelacién.

c)  therascreen IDH1/2 RGQ PCRKit  Compruebe las condiciones de almacenamiento y la fecha de
ha caducado caducidad de los reactivos (en la efiqueta del kit) y, si es necesario,

utilice un therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit nuevo.

Control positivo para IDH1/2 no detectado
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Comentarios y sugerencias

a)  Errores de pipeteo u omisién de
reactivos; inversiones de tubo

o pocillo

b)  Almacenamiento incorrecto de los

componentes del kit

c) therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit

ha caducado

Sin seiial, incluidos los controles

a)  Ningdn tubo de reaccién en la
posicién 1 del equipo

Rotor-Gene Q MDx

b)  Errores de pipeteo u omisién de
reactivos; inversiones de tubo

o pocillo

c)  Almacenamiento incorrecto de los

componentes del kit

Revise el esquema de pipeteo y la configuracién de la reaccién.

Repita la serie de PCR.

Almacene therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit a una temperatura de
entre =30 °C y -15 °C y mantenga la mezcla de cebadores y sondas
protegida de la luz. Consulte el apartado “Almacenamiento y

manipulacién de reactivos”, en la pagina 16.
No exceda el maximo de 5 ciclos de congelacién-descongelacién.

Compruebe las condiciones de almacenamiento y la fecha de
caducidad de los reactivos (en la efiqueta del kit) y, si es necesario,

utilice un therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit nuevo.

Asegurese de colocar siempre una muestra en la posicién 1 del rotor.
De lo contrario, el equipo no se calibrard y se obtendran datos de

fluorescencia incorrectos.
Revise el esquema de pipeteo y la configuracién de la reaccién.

Repita la serie de PCR.

Almacene therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit a una temperatura de
entre ~30 °C y =15 °C y mantenga la mezcla de cebadores y sondas
protegida de la luz. Consulte el apartado “Almacenamiento y

manipulacién de reactivos”, en la pégina 16.

No exceda el maximo de 5 ciclos de congelacién-descongelacién.

Manual de uso de therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit 07/2020 37



Comentarios y sugerencias

d)  therascreen IDH1/2 RGQ PCRKit  Compruebe las condiciones de almacenamiento y la fecha de
ha caducado caducidad de los reactivos (en la efiqueta del kit) y, si es necesario,

utilice un therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit nuevo.

e)  Se ha seleccionado un canal de Defina el canal de deteccién en Cycling Green o a 530 nm/640 nm.

deteccién incorrecto

f) No se ha programado la Compruebe el programa de ciclado. Consulte la tabla 5, en la pagina 26.

adquisicién de datos ,
Seleccionar el modo de adquisicién Single (Unico) al final de cada

segmento de hibridacién del programa de PCR.

Variacién en la intensidad de la

fluorescencia

Errores de pipeteo u omisién de Revise el esquema de pipeteo y la configuracién de la reaccién.
reactivos; inversiones de tubo

Repita la serie de PCR.
o pocillo

Intensidad de fluorescencia demasiado baja

a)  Almacenamiento incorrecto de los  Almacene therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit a una temperatura de
componentes del kit entre =30 °Cy —15 °C y mantenga la mezcla de cebadores y sondas
protegida de la luz. Consulte el apartado “Almacenamiento y

manipulacién de reactivos”, en la pégina 16.
No exceda el méximo de 5 ciclos de congelacién-descongelacién.

b)  therascreen IDH1/2 RGQ PCRKit  Compruebe las condiciones de almacenamiento y la fecha de
ha caducado caducidad de los reactivos (en la etiqueta del kit) y, si es necesario,

utilice un therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit nuevo.

c)  Cantidad inicial de ADN diana Verifique siempre la concentracién del ADN antes de empezar.
demasiado baja Consulte el apartado “Extraccién y preparacién del ADN”,

en la pégina 18.
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Comentarios y sugerencias

Control negativo (H,O) que genera un resultado positivo

Contaminacién cruzada,
contaminacién de reactivos,
error del equipo, inversién
de pocillos o capilares

o degradacién de la sonda

Sustituya los reactivos importantes o utilice un therascreen IDH1/2 RGQ

PCR Kit nuevo.

Manipule siempre las muestras, los componentes del kit y los fungibles
segin las précticas habitualmente aceptadas para evitar la

contaminacién por arrastre.
Mantenga las mezclas de cebadores y de sondas protegidas de la luz.

Compruebe si se han generado falsos positivos en las curvas de

fluorescencia.

Revise la configuracién de la reaccién. Consulte el apartado

“Protocolo: Deteccién de mutaciones en IDH1/2”, en la péagina 22.
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Control de calidad

De acuerdo con el sistema de gestidén de calidad con certificacién 1ISO de QIAGEN, cada
lote del therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit se analiza en cuanto a las especificaciones
predeterminadas para garantizar la uniformidad de la calidad de los productos. Los

certificados de los andlisis pueden solicitarse en www.qiagen.com/support/.
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Limitaciones

Este kit se ha disefiado para uso profesional.

Solo el personal especialmente formado y cualificado en las técnicas de biologia molecular y

que esté familiarizado con esta tecnologia puede utilizar el producto.

Este kit debe utilizarse de acuerdo con las instrucciones recogidas en este manual, junto con
un equipo validado especificado en “Materiales requeridos pero no suministrados”, en la

pdgina 12.

Debe prestarse atencién a las fechas de caducidad impresas en la caja y etiquetas de todos

los componentes. No utilice componentes caducados.

El therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit se ha validado Gnicamente con tejido cerebral fijado en

formalina tamponada e impregnado en parafina.

El therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit solamente se ha validado para su uso con QlAamp DNA
FFPE Tissue Kit o QlAsymphony DSP DNA Mini Kit.

Unicamente se han validado Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (para PCR) y QlAsymphony SP

(para la preparacién de muestras).

Cualquier uso no autorizado de este producto y/o modificacién de los componentes eximird
a QIAGEN de posibles responsabilidades

Es responsabilidad del usuario validar el rendimiento del sistema con los procedimientos
utilizados en cada laboratorio que no estén contemplados en los estudios de rendimiento de
QIAGEN.
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La prueba se ha disefiado para la deteccién de 7 mutaciones en los codones 132 y 100 del
gen IDH1 y de 5 mutaciones en el codén 172 del gen IDH2. Es posible que las muestras con
un resultado “no mutation detected” (mutacién no detectada) incluyan mutaciones de IDHT o

IDH2 que no se pueden detfectar con este ensayo.

La deteccién de las mutaciones depende de la integridad de la muestra, del contenido tumoral

y del volumen de ADN amplificable que contiene la muestra.

La interpretacién de los resultados de diagnéstico obtenidos con el producto debe realizarse

teniendo en cuenta el contexto de todos los datos clinicos y de laboratorio relevantes.
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Caracteristicas de rendimiento

Limite de blanco (Limit of blank, LOB)

El limite de blanco (Limit of blank, LOB) se ha determinado (segin la directriz EP17-A del
CLSI/NCCLS, 14) para las muestras negativas (tejido cerebral normal FFPE, 8 muestras,
64 mediciones/lote, 2 lotes).

Los resultados del limite de blanco (Limit of blank, LOB) se muestran en la tabla 15.

Tabla 15. Limite de blanco (Limit of blank, LOB)

Ensayo Limite de blanco Limite de blanco
(Limit of blank, LOB) (Limit of blank, LOB) final

Lote de validacién 1: 6,57
R132 Mut 6,32
Lote de validacién 2: 6,32

Lote de validacién 1: 7,91
R132H Mut 7,91
Lote de validacién 2: 8,22

Lote de validacién 1: 8,04
R132C Mut 8,04
Lote de validacién 2: 8,20

Lote de validacién 1: 7,74
R172 Mut 7,59
Lote de validacién 2: 7,59

Lote de validacién 1: 9,93
R172K Mut 9,93
Lote de validacién 2: 10,58

Lote de validacién 1: 6,52
R100 Mut 517
Lote de validacién 2: 5,19

Limite de deteccién (Limit of Detection, LoD)

El limite de deteccién (LOD o sensibilidad analitica) se ha determinado segin el “enfoque de
precisién” de la directriz EP17-A del CLSI/NCCLS (14). Se utilizaron cinco muestras positivas
de bajo contenido (ADN plasmidico afiadido a ADN nativo de glioma) por mutacién (entre

30y 110 mediciones por tipo de mutacién y porcentaje de mutacién).

Los resultados del LOD se muestran en la tabla 16.
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Tabla 16. Limite de deteccién (Limit of Detection, LoD)

Valor de corte

Ensayo Mutaciones LOD del ensayo Sensibilidad (%)
R132H Mut R132H 6,87 6,87 0,78
R132C Mut R132C 7,14 7,14 1,19
R172K Mut R172K 8,49 8,49 0,61
R132H 5,50 2,32
R132C 5,34 4,35
R132L 5,42 2,30
R132 Mut 5,34
R132G 5,61 2,23
R132S 5,42 2,75
R132V 5,56 2,24
R172K 6,42 1,06
R172G 6,58 3,00
R172 Mut R172M 6,66 6,42 3,31
R172S 6,42 14,93
R172W 6,68 2,36
R100 Mut R100Q 4,65 4,65 3,45

Las mutaciones se detectan cuando ACr es menor o igual que el LOD.
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Efecto de la introduccién de ADN

Se extrajo ADN de 4 muestras distintas de glioma: 2 con IDH1/2 nativo y 2 portadoras de
la mutacién de IDHT R132H (395G>A).

Se analizaron tres volimenes de ADN distintos (incluido el de la recomendacién del protocolo)
para evaluar el impacto de la introduccién del ADN en los resultados cualitativos. Los
resultados demostraron que la introduccién de ADN no suponia ningin impacto en los
resultados cualitativos. Sin embargo, se detecté un mayor nimero de errores técnicos (errores
de CC para Cr o) cuando la infroduccién de ADN era inferior a la recomendada (<25 ng
de ADN). Por lo tanto, se recomienda introducir 25 ng de ADN en un volumen de 5 pl para

realizar el andlisis.
Repetibilidad y reproducibilidad

El estudio de precisién se realizé con 4 muestras distintas (ADN plasmidico afiadido a ADN
nativo de glioma representativo de muestras nativas (Wild-Type, WT), mutadas y de corte)

que se analizaron 40 veces por duplicado (n = 80 mediciones).

En la tabla 17 se muestran las desviaciones estdndar (Standard Deviations, SD) y los

coeficientes de variacién (Coefficients of Variation, CV).
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Tabla 17. Resultados de precision

Tasa de resultados

Ensayo Muestra ACr medio SDr* SDseric” SDrot  CV'row (%)* correctos

Nativo 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)

Nativo 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)

Nativo 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: repetibilidad.

T Serie: reproducibilidad entre series.

* Total: precisién total (incluida entre equipos, operadores y lotes).

La tabla continda en la pégina siguiente
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Tabla 17. Resultados de la precisién (confinuacién)

Tasa de resultados
Ensayo Muestra ACr medio SDr* SDerie” Dot CVrowl (%)} correctos
Nativo 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)
Nativo 8,01 0,76 0,00 0,78 10 100 % (152/152)
R132H 5 % 4,29 0,30 0,15 0,48 11
99% (151/152)
R132C 5% 4,44 0,30 0,00 0,56 13
R132 R132H 10 % 3,49 0,27 0,22 0,46 13
Mut
99 % (151/152)
R132C 10 % 3,69 0,27 0,23 0,53 14
R132H 30 % 1,87 0,21 0,02 0,33 18
100 % (152/152)
R132C 30 % 2,00 0,26 0,28 0,59 29
Nativo 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: repetibilidad.

t Serie: reproducibilidad entre series.
* Total: precisién total (incluida entre equipos, operadores y lotes).
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Comparacién de métodos

Comparacién con la inmunohistoquimica (Immunohistochemistry, IHC) para la
detecciéon de IDH1/R132H.

Se realizé un estudio para demostrar la concordancia del estado mutacional entre therascreen
IDH1/2 RGQ PCR Kit e inmunohistoquimica (immunohistochemistry, IHC) (Anti-human
IDH1R132H antibody clone HO9 de DIANOVA).

Se seleccionaron un total de 103 muestras clinicas de glioma. El bloque més antiguo tenia

10 afos.

Todas las muestras superaron los controles de calidad del therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit

y de inmunohistoquimica (immunohistochemistry, IHC) .

Los resultados demostraron un porcentaje de concordancia positiva (PCP) del 100 %, un
porcentaje de concordancia negativa (PCN) del 98 % y un porcentaje de concordancia
global (PCG) del 99 % (véase la tabla 18).
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Tabla 18. Andlisis de la concordancia entre therascreen RGQ PCR Kit e inmunohistoquimica (immunohistochemistry, IHC)

Medida de concordancia Frecuencia (%) Intervalo de confianza del 95 %
pCP 45/45 (100 %) [92;100]
PCN 57/58 (98 %) [91;100]
PCG 102/103 (99 %) [96;100]

Comparacién con la secuenciacién bidireccional

Se realizé un estudio para demostrar la concordancia del estado mutacional entre therascreen
IDH1/2 RGQ PCR Kit y la secuenciacién bidireccional.

Se seleccionaron un total de 103 muestras clinicas tumorales de pacientes con glioma.

El bloque més antiguo tenia 10 afios.

Las 103 muestras superaron los controles de calidad de therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit

y 101 muestras generaron resultados para la secuenciacién bidireccional.

Los resultados demostraron un porcentaje de concordancia positiva (PCP) del 100 %, un

porcentaje de concordancia negativa (PCN) del 92 % y un porcentaje de concordancia

global (PCG) del 96 % (véanse las tablas 19 y 20).
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Tabla 19. therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit vs. secuenciacién bidireccional

s R132*
[-*3
4
8 R132C
o
a
= R132H
=)
S

"
g R172
8
‘ﬁ Nativo

Secuenciacién bidireccional Sanger
R132* R132C R132H R1721 Nativo
6 0 0 0 0
0 2 0 0 0
0 0 42 0 3
0 0 0 0 1
0 0 0 0 47

* R132 significa que la muestra presenta la mutacién R132, pero no las mutaciones R132H y R132C.
t R172 significa que la muestra presenta la mutacién R172, pero no la mutacién R172K.

Tabla 20. Andlisis de concordancia con la secuenciacién bidireccional

Medida de concordancia

Frecuencia (%)

Intervalo de confianza del 95 %

PCP

PCN

PCG

50/50 (100 %)
47/51 (92 %)

97/101 (96 %)

[93;100]
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Simbolos

En la tabla siguiente, se describen los simbolos que pueden aparecer en el etiquetado

o en este documento.

Contiene suficientes reactivos para <N> reacciones

<N>
g Fecha de caducidad
Producto sanitario para diagnéstico in vitro
Nmero de catdlogo
Nomero de lote
Némero de material (es decir, etiquetado de los componentes)
Componentes (lista de los elementos incluidos)

0
(@]
Z
=

Contiene (contenido)

]

Nomero (es decir, viales, frascos, efc.)
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upn it un .
R” significa revisién del manual y “n” es el nimero de revisién

NUmero mundial de articulo comercial

Limitacién de temperatura

Fabricante

Consultar las instrucciones de uso

Precaucién
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Informacién para pedidos

Producto Contenido N.° de
catélogo

therascreen IDH1/2 RGQ PCR  Para 20 reacciones: 9 mezclas de 873011
Kit (20) cebadores y sondas, control WT,

control positivo, mezcla maestra,

agua exenta de nucleasas
Rotor-Gene Q MDx y accesorios
Rotor-Gene Q MDx 5plex Termociclador para Realtime PCR 9002033
HRM System y analizador de melting de alta

resolucién (High Resolution Melt, HRM)

con 5 canales (verde, amarillo,

naranja, rojo y carmesi) mds un canal

HRM, ordenador portétil, software,

accesorios, 1 afio de garantia en

piezas y mano de obra, instalacién

y formacién
Rotor-Gene Q MDx 5plex Termociclador para PCR en tiempo 9002032
HRM Platform real con 5 canales (verde, amarillo,

naranja, rojo y carmesi), ordenador

portatil, software, accesorios: incluye

una garantia de 1 afio para piezas y

mano de obra, no incluye instalacién

ni formacién
Loading Block 72 x 0. 1ml Bloque de aluminio para preparacién 9018901
Tubes manual de reacciones con una pipeta

monocanal en 72 tubos de 0,1 ml
Strip Tubes and Caps, 0.1ml 250 tiras de 4 tubos y tapas para 981103
(250) 1000 reacciones
Strip Tubes and Caps, 0.1ml 10 x 250 tiras de 4 tubos y tapas 981106
(2500) para 10 000 reacciones
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Producto Contenido N.° de
catdlogo
QlAamp DNA FFPE Tissue Kit: para la purificacién de ADN genémico
obtenido de tejidos impregnados en parafina
QlAamp DNA FFPE Tissue Kit ~ Para 50 preparaciones de ADN: 56404
(50) 50 QlAamp MinElute® Columns,
proteinasa K, tampones, Collection
Tubes (2 ml)
QlAsymphony DSP DNA Mini Kit: para la purificacién automatizada de
ADN de 1-96 muestras
QIAsymphony DSP DNA Mini  Para 192 preparaciones de 200 pl 937236
Kit (192) cada una: incluye 2 cartuchos de
reactivos y gradillas de enzimas
y accesorios
QlAsymphony SP y accesorios
QIAsymphony SP System Médulo de preparacién de muestras 9001751
QIAsymphony: incluye instalacién
y formacién, asi como 1 afio de
garantia en piezas y mano de obra
QIAsymphony SP Médulo de preparacién de muestras 9001297
QIAsymphony: incluye una garantia
de 1 afio para piezas y mano de obra
Sample Prep Cartridges, 8-well ~ Cartuchos de preparacién de muestras 997002
(33¢) de 8 pocillos para utilizar con el
instrumento QlAsymphony SP
8-Rod Covers (144) 8-Rod Covers para su uso con 997004
QlAsymphony SP
Filter-Tips, 200 pl, Qsym SP Puntas con filtro desechables, 990332

(1024)

engradilladas (8 x 128). Para uso
con QlAcube y los equipos
QIAsymphony SP/AS
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Producto Contenido N.° de

catdlogo
Filter-Tips, 1500 pl, Qsym SP Puntas con filtro desechables, 997024
(1024) engradilladas (8 x 128). Para
uso con los instrumentos
QIAsymphony SP/AS
Elution Microtubes CL (24 x 96)  Tubos de polipropileno no estériles 19588
(capacidad mdaxima de 0,85 ml,
menos de 0,7 ml de capacidad de
almacenamiento, 0,4 ml de capacidad
de elucién); 2304 en gradillas de 96;
incluye tiras de tapas
Reactivos
RNase A (17,500 U) 2,5 ml (100 mg/ml; 19101
7000 unidades/ml, solucién)
Buffer ATL (200 ml) 200 ml de tampén de lisis para tejidos 19076

para 1000 preparaciones

Para obtener informacién actualizada sobre licencias y exenciones de responsabilidad
especificas del producto, consulte el manual de uso o la guia del usuario del kit de QIAGEN
correspondiente. Los manuales de uso y las guias del usuario de los kits de QIAGEN estdn
disponibles en www.giagen.com o pueden solicitarse al servicio técnico de QIAGEN o a su

distribuidor local.
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Historial de revisiones del documento

Fecha Cambios

R5, julio 2020 Se ha revisado la seccién Interpretacién de los resultados para afiadir informacién
sobre la clasificacién de controles y muestras segin la deteccién del valor Ct
Se ha revisado la columna del control IDH1/IDH2 WT en la tabla 7 para Cr IDH
Mut R172K y ACr o2 mut r172¢
Se han revisado las columnas de la muestra 1y la muestra 2 en la tabla 11 para
CT IDHT Mut R132C, ACT IDHT Mut R132C, CT IDH2 Mut R172K y ACT IDH2 Mut R172K
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Esta pdgina se ha dejado intencionadamente en blanco
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Acuerdo de licencia limitada para therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit
La utilizacién de este producto implica por parte de cualquier comprador o usuario del producto la aceptacién de los siguientes términos:

1. El producto debe utilizarse exclusivamente de acuerdo con los protocolos proporcionados con el producto y este manual de uso, asi como con los componentes
contenidos en el kit. QIAGEN no ofrece licencia alguna bajo ninguna de sus propiedades intelectuales para utilizar o incorporar los componentes suministrados
en este kit con componentes no incluidos en el mismo, excepto segin se describe en los protocolos proporcionados con el producto, este manual de uso y ofros
protocolos disponibles en www.giagen.com. Algunos de estos protocolos adicionales han sido proporcionados por usuarios de QIAGEN para usuarios de
QIAGEN. QIAGEN no ha probado ni optimizado estos protocolos en profundidad. Por ello, QIAGEN no los garantiza ni asegura que no infrinjan los derechos
de ferceros.

2. Aparte de las licencias expresamente especificadas, QIAGEN no garantiza que este kit y/o su uso no infrinjan los derechos de ferceros.
3. Este kit y sus componentes tienen licencia para un solo uso y no se pueden reutilizar, reacondicionar ni revender.
4. QIAGEN renuncia especificamente a toda responsabilidad respecto a cualquier ofra licencia, explicita o implicita, distinta de las licencias expresamente

especificadas.

5. El comprador y el usuario del kit aceptan no llevar a cabo ni permitir que ofros lleven a cabo medidas que puedan conducir a acciones prohibidas en las
especificaciones anteriores o que puedan facilitarlas. QIAGEN se reserva el derecho de emprender acciones legales ante cualquier fribunal para el cumplimiento
de las prohibiciones especificadas en este Acuerdo de licencia limitada y recuperard todos los gastos derivados de la investigacién y de los costes judiciales,
incluidas las costas procesales, en cualquier accién emprendida para hacer cumplir este Acuerdo de licencia limitada o cualquier ofro derecho de propiedad
intelectual en relacién con este kit y/o con sus componentes.

Para obtener los términos de licencia actualizados, visite www.qiagen.com.

Este producto estd destinado para el diagnéstico in vitro. Los productos QIAGEN no deben ser revendidos, modificados para reventa ni utilizados para fabricar otros
productos comerciales sin autorizacién por escrito de QIAGEN.

La informacién del presente documento puede ser modificada sin previo aviso. QIAGEN no asume ninguna responsabilidad por los errores que puedan aparecer en
este documento. Este documento se considera integro y exacto en el momento de su publicacién. QIAGEN declina toda responsabilidad por dafios fortuitos, especiales,
miltiples o derivados del uso de este documento.

e i dicad bli

Se garantiza que los productos QIAGEN cumplen las La Gnica
sustitucién de los productos sin cargo en el caso de que estos no funcionen de acuerdo a la garantia.

de QIAGEN y la Gnica compensacién al cliente se limitan a la

La compra de este producto permite al comprador utilizarlo para la realizacién de servicios de diagnéstico in vitro en seres humanos. Por la presente no se otorga
ninguna patente general ni otra licencia de ningdn tipo, distinta de este derecho especifico de uso derivado de la compra.

Las mutaciones de IDHT/2 y los usos que se hagan de las mismas, estén protegidos por derechos de patente, entre los que se incluyen las patente europeas EP2326735
y EP2546365, las solicitudes de patente en Estados Unidos US2011229479 y US2012202207, y sus equivalentes en ofros paises.

La compra de este producto no confiere ningin derecho de empleo en ensayos clinicos de farmacos dirigidos a IDH1,/2. QIAGEN desarrolla programas de licencia
especificos para tales usos. Péngase en contacto con nuestro departamento juridico a través de idhlicenses @qiagen.com.

Marcas comerciales: QIAGEN®, QIAamp®, QlAsymphony® MinElute®, Rotor-Gene®, therascreen® (QIAGEN Group); FAM™ (Life Technologies Corporation);
Histolemon™ (Carlo Erba); Sarsted® (Sarstedt AG).

1119896 07-2020 HB-1566-005 © 2020 QIAGEN, reservados todos los derechos.
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