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Kayttotarkoitus

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit on PCR-tekniikkaan perustuva in vitro -diagnostinen testi,
joka on farkoitettu seitsemdn IDHI-geenimutaation ja viiden IDH2-geenimutaation
kvalitatiiviseen  havaitsemiseen  sekd  kolmen  merkittdvimman  mutaation  suoraan
havaitsemiseen DNA:ssa, joka on eristetty formaliinikiinnitetystd ja parafiinivaletusta
(Formalin-Fixed Paraffin-Embedded, FFPE) ihmisen aivokudoksesta.

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit on tarkoitettu kaytettavaksi apuna glioomien luokittelussa.
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Yhteenveto ja selitykset

Mutaatiot isositraattidehydrogenaasi- eli IDH-geeneissa IDH1 ja IDH2 ovat tavallisia aikuisilla
iimenevissé Maailman ferveysjarjestd WHO:n luokituksessa luokkiin 11 ja Il kuuluvissa
glioomissa ja WHO-uokan IV sekundaarissa glioblastoamissa (GBM). Diagnostisen arvonsa
liséksi IDH1/2-mutaatioiden esiintyminen on yhteydessa glioomapotilaiden (1-13) positiiviseen

ennusteeseen.

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit -sarjalla voidaan havaita seuraavat 12 spesifistd
IDH1/2-geenien mutaatiota: kuusi mutaatiota IDHI1-geenin kodonissa 132, viisi mutaatiota
IDH2-geenin homologisessa kodonissa 172 ja yksi mutaatio IDHI-geenin kodonissa 100
(taulukko 1). Liscksi sarja tunnistaa suoraan merkittévimmat IDHI- ja IDH2-mutaatiot, jotka
johtavat IDHT R132H-, IDH1 R132C- ja IDH2 R172K -substituutioihin.
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Taulukko 1. therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit -sarjan avulla havaitut IDH1- ja IDH2-mutaatiot

Emdsjarjestyksen
Geeni Mutaatio COSMIC-tunniste*
muutos
Arg132His (R132H) 395G>A COSM28746
Arg132Cys (R132C) 394C>T COSM28747
Arg132Ser (R1329) 394C>A COSM28748
IDH1 Arg132Gly (R132G) 394C>G COSM28749
Arg132leu (R132L) 395G>T COSM28750
Arg132Val (R132V) 394_395CG>GT COSM28751
Arg100GIn (R100Q) 299G>A COSM88208
Arg172lys (R172K) 515G>A COSM33733
Arg172Met (R172M) 515G>T COSM33732
IDH2 Arg172Trp (R172W) 514A>T COSM34039
Arg172Ser (R1729) 516G>T COSM34090
Arg172Gly (R172G) 514A>G COSM33731

* COSMIC+unnisteet on otettu Catalog of Somatic Mutations in Cancer -luettelosta

(www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic).
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Menetelmén toimintaperiaate

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit -sarjossa on reagenssit yhdeksan erillisen

monistumisreaktion tekemiseen 12 mutaation havaitsemista varten (taulukko 1):

® kolme IDHI1-geenin kodonien 132 ja 100 ja IDH2-geenin kodonin

172 kokonaismonistusreaktiota varten
® kolme IDHI1-geenin kodonien 132 ja 100 ja IDH2-geenin kodonin
172 mutaatiomonistusreaktiota varten

® kolme IDH1 R132H-, IDHT R132C- ja IDH2 R172K -mutaatioiden mutaatiokohtaista

monistusreaktiota varten.

Kokonaisreaktioseokset

Kokonaisreaktion aluke- ja koetinseoksissa (PPM-kokonais) kaytetddn alukkeita ja koettimia,

joilla monistetaan seké mutatoituneita ettd villityypin kohdesekvensseja (kuva 1).

Mutaatioiden havaitsemiseen tarkoitetut reaktioseokset

Mutaatioiden havaitsemiseen kdytettavissa reaktioseoksissa mutatoituneita ja villityypin
kohdesekvensseja monistaviin alukkeisiin ja koettimiin on yhdistetty liséksi oligonukleotidi,
joka on 3'-estetty lisatylla fosfaattiryhmalla pidentymisen (PCR-puristumisen) estémiseksi ja

spesifi villityyppiselle kohdesekvenssille.

Kun PCR-malli siséltaa villityyppisen sekvenssin, 3'fosfaattioligonukleotidi dominoi PCR-
alukkeen sitoutumista suuremman affiniteetin vuoksi. DNA-polymeraasin tekemad pidentymistd

ei esiinny lainkaan tai vain hyvin véhan, ja monistumista ei havaita lainkaan tai hyvin véhan.

Kun  mutatoitunut  sekvenssi  on  lasnd, PCR-alukkeen  sitoutuminen  dominoi

3'Josfaattioligonukleotidin sitoutumista ja monistuminen etenee (kuva 1).
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Mutaatioiden tunnistamiseen tarkoitetut reaktioseokset

Alleelikohtainen monistaminen tapahtuu

vastaavuudet ja epévastaavuudet PCR-alukkeen 3'-pddssa.

Kun PCR-aluke on tdysi vastaava, monistuminen efenee tdydelld teholla. Kun 3'-emas ei ole

vastaava, tapahtuu vain heikkoa taustamonistumista (kuva 1).

kayttamalla  ARMS-ekniikkaa

refraktaarinen mutaatiojarjestelmd), jossa hyddynnetddn DNA-polymeraasin kykyd eroftaa

e
PPM-kokonais — |=> Monistuminen
IDH Villityyppinen tai Q F
mutatoitunut DNA
/ . .
- Ei lainkaan

Villityyppinen DNA G————F «——

/?

PPM-IDH-mut.

(sis. 3"-Oligo-P)

tai heikko
monistuminen
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L IDH mutatoitunut DNA @ F
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e - tai heikko

Villityyppinen DNA G ! monistuminen

PPMIDHT-mut. | . > [M—]
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R132H IDHTR132HDNA @ ; = | Menidumner

- -’
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=

—— Etu- ja taka-aluke

————P Fosfaattioligonukleotidi (Oligo-P)

(G—on—TF Kaksivarikoetin

Kuva 1. therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit -sarjan aluke- ja koefinseoksilla saadut tulokset. Sama IDHT R132H:n

havaitsemiseen esitetty periaate patee IDH1 R132C:hen ja IDH2 R172K:hon.
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Toimitetut materiaalit

Sarjan sisalté

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit (20)
Tuotenumero 873011
Reaktioiden médrd 20
Primers and Probe Mix for the detection of PPM-kokonais IDH1/R132 25x 40 pl

total IDH1/R132 (Aluke- ja koetinseos
kokonais-IDHT/R132:n havaitsemiseen)
(villityyppinen ja mutatoitunut)

Primers and Probe Mix for the detection of PPM-kokonais IDH2/R172 25x 40 pl
Total IDH2/R172 (Aluke- ja koetinseos

kokonais-IDH2/R172:n havaitsemiseen)

(villityyppinen ja mutatoitunut)

Primers and Probe mix for the detection of PPM-kokonais IDH1/R100 25x 40 pl
Total IDH1/R100 (Aluke- ja koetinseos

kokonais-IDHT/R100:n havaitsemiseen)

(villityyppinen ja mutatoitunut)

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

(Aluke- ja koetinseos (sis. Oligo-P:n)

mutatoituneen IDH1/R132:n

havaitsemiseen)

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

(Aluke- ja koetinseos (sis. Oligo-P:n)

mutatoituneen IDH2/R172:n

havaitsemiseen)

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

(Aluke- ja koetinseos (sis. Oligo-P:n)

mutatoituneen IDH1/R100:n

havaitsemiseen)

Primers and Probe Mix for the identification PPMIDH1-mut. R132H 25x 40 pl
of IDHT Mut R132H

(Aluke- ja koetinseos IDH I-mutaation

R132H tunnistamiseen)

Taulukko jatkuu seuraavalla sivulla
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Sarjan sisaltd (jatkoa)

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit
Tuotenumero

Reaktioiden mddra

(20)
873011
20

Primers and Probe Mix for the identification PPM-IDH1-mut. R132C 25x
of IDHT Mut R132C

(Aluke- ja koetinseos IDH I-mutaation

R132C tunnistamiseen)

Primers and Probe Mix for the identification PPM-IDH2-mut. R172K 25x
of IDH2 Mut R172K

(Aluke- ja koetinseos IDH2-mutaation

R172K tunnistamiseen)

IDH1/IDH2 Wild Type Genomic DNA IDH1/IDH2 wvillityypin kontrolli
(IDH1/IDH2 -villityypin genominen DNA)

IDH1/IDH2 Mutated Positive Control IDH1/IDH2 -positiivinen kontrolli
(IDH1/IDH2 -mutatoitunut positiivinen
kontrolli)

Mix of Tag DNA Polymerase, dNTPs, qPCR-p&dseos 2x
MgCl2, and buffer for gPCR
(Tag DNA-polymeraasin, dNTP:n, MgCl2:n

ja puskurin seos gPCR:a4 varten)

Nuclease-Free Water Nukleaasiton vesi
(Nukleaasiton vesi)

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit -késikirja (englanti)

40 pl

40 pl

270 pl

270 pl

5 x 900 pl

5x 525l
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Tarvittavat materiaalit, jotka eivat kuulu
toimitukseen

TydskenneltGessa kemikaalien kanssa on aina kdytettdva asianmukaista laboratoriotakkia,
kertakayttokasineitd ja suojalaseja. Lisatietoja on tuotekohtaisissa kayttdturvallisuustiedotteissa

(Safety Data Sheets, SDS), joita saa tuotteen toimittajalta.

TérkeGd: Varmista, eftd tassd menetelmdssa kaytettavat vélineet on tarkastettu ja kalibroitu

valmistajan ohjeiden mukaan.

Reagenssit (manuaalinen DNA:n eristdminen)

e DNA:n eristdmissarja: QlAamp® DNA FFPE Tissue Kit -sarja (tuotenro 56404)
e RNase A (17 500 U) (tuotenro 19101)

e Ksyleenid tai Histolemon™livosta (Carlo Erba, tuotenro 454911,

www.carloerbareagents.com)
e Etanolia (96-100 %)
® 1xTE -puskuri, pH 8,0

Reagenssit (automaattinen DNA:n eristdminen)

e DNA:n eristdmissarja: QIAsymphony® DSP DNA Mini Kit -sarja (tuotenumero 937236)
e Buffer ATL (tuotenumero 19076 tai 939016)
® RNase A (tuotenro 19101)

e Ksyleenid tai Histolemon-livosta (Carlo Erba, tuotenro 454911,

www.carloerbareagents.com)
e Etanolia (96-100 %)
® 1x TE -puskuri, pH 8,0
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Kulutustavarat

Skalpelleja

Nukleaasittomia aerosolisuojattuja steriileja PCR-pipettikarkid, joissa on hydrofobinen

suodatin
2,0 ml:n tai 1,5 ml:n nukleaasittomia putkia

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, Rotor-Gene Q -aitetta varten (tuotenumero 981103
ai 981106)

Jaata

DNA:n automaattiseen eristdmiseen tarvittavat lisatarvikkeet

e Sample Prep Cartridges, 8-well (tuotenro 997002)

® 8-Rod Covers (tuotenro 997004)

e Filter-Tips, 200 pl, Qsym SP (tuotenro 990332) ja Filter-Tips, 1500 pl, Qsym SP
(tuotenro 997024)

® Elution Microtubes CL (tuotenro 19588)

® Micro tubes 2.0 ml Type H (Sarstedf®, tuotenro 72.693, www.sarstedt.com)

Vaélineet

e Objektilevyteline ja kaksi yhteensopivaa objektilevyhaudetta ksyleenille/Histolemon-
livokselle ja etanolille

o Mikrolitrapipettejd, jotka on tarkoitettu PCR:aén (1-10 pl; 10100 pl; 100-1 000 pl)

o Poéytdmallinen sentrifugi, jossa on roottori 0,5/1,5 ml:n reaktioputkia ja mikrolevyja
varten (ja joka kykenee saavuttamaan nopeuden 13 000-14 000 rpm)

e Pdytamallinen vortex-sekoitin

e Reaaliaikainen PCRaite: Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM ja siihen liittyvét erityismateriaalit

® Rotor-Gene Q MDx -ohjelmistoversio 2.1.0 tai uudempi
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e Biofotometri

® Lampdsekoitin, kuumennettava ravistava inkubaattori, kuumennuslevy tai vesihaude, joka
mahdollistaa inkuboinnin 56 ja 90 °C:ssa

Lisalaitteet automaattista puhdistamista varten
e QlAsymphony SP -laite
e QlAsymphony SP -ohjelmistoversio 4.0 tai uudempi
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Varoitukset ja varotoimet

In vitro -diagnostiikkaan
Turvallisuustiedot

Tydskenneltdessa kemikaalien kanssa on aina kaytettdva asianmukaista laboratoriotakkia,
kertakayttokdsineitd ja suojalaseja. Lisdtietoa saa tuotekohtaisista kayttdturvallisuustiedotteista
(Safety Data  Sheets, SDS). Ne ovat saatavilla PDF-muotoisina verkossa sivulla
www.giagen.com/safety, jossa voit tarkastella ja tulostaa kaikkien QIAGEN-sarjan ja

sarjakomponentin kayttdturvallisuustiedotteita.

Kaytettyd puhdistussarjaa koskevia turvallisuustietoja on vastaavan sarjan kasikirjassa. Katso

instrumenttien turvallisuuteen liittyvat tiedot vastaavan sarjan kéyttdoppaasta.
Yleiset varotoimet

o Testi on tarkoitettu kaytettévaksi puskuroitujen formaliinikiinnitettyjen ja pardfiinivalettujen

(Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded, FFPE) kirurgisten resektiokudosnéytteiden kanssa.

o Kaikki kemikaalit ja biologiset aineet ovat mahdollisesti vaarallisia. Naytteet ovat
mahdollisesti tartuntavaarallisia ja niitd on kohdeltava biovaarallisina materiaaleina.

e Havita naytteet ja testijate paikallisten turvallisuuskdytantdjen mukaisesti.

e therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit -sarjan reagenssit on laimennettu optimaalisesti.
Alg laimenna reagensseja enempdd, koska seurauksena saattaa olla suorituskyvyn
heikkeneminen. Alé kaytd alle 25 pl:n reaktiotilavuuksia (reaktioseos + nayte).

e Kaikki therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit -sarjan mukana tfoimitetut reagenssit on
tarkoitettu kaytettévdksi ainoastaan muiden samaan sarjaan sisdltyvien reagenssien
kanssa. Ald vaihda reagensseja therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit -sarjojen valilla,

silld se voi vaikuttaa suorituskykyyn.
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Katso Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -laitteen kayttéoppaasta lisévaroitukset, varotoimet

ja toimenpiteet.
Inkubaation ja lampétilan muuttaminen voi tuottaa virheellisia tai ristiriitaisia tietoja.

Alg kéyta vanhentuneita tai virheellisesti sailytettyja komponentteja.

® Aluke- ja koetinseoksissa saattaa tapahtua muutoksia, jos ne altistuvat valolle.

® Noudata &drimmaistd varovaisuutta, jotta seokset eivat sekoittuisi  positiivisissa
kontrollireagensseissa olevien synteettisten materiaalien kanssa.

e Noudata darimméistd varovaisuutta, jotta ei tapahtuisi DNAaasi-kontaminaatiota, joka
saattaisi hajottaa malli-DNA:n.

e Kayta reaktioseosten valmistuksessa ja mallien lisaamisessa tarkoitukseen sopivia, erillisia
pipetteja.

® Suorita reaktioseosten valmistaminen ja annostelu eri paikassa kuin mallien lisaéaminen.

e Alg avaa Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -laitetta ennen kuin ajo on pdadttynyt.

e Alg avaa Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -putkia ennen kuin ajo on padttynyt.

e Varmista, ettd testaat oikean néytteen. Varo vaarén ndytteen kdyttamistd, latausvirhetta
ja pipetointivirheitd.
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Reagenssien sdilytys ja kasittely

Kuljetusolosuhteet

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit toimitetaan kuivajaan padlla. Jos therascreen IDH1/2
RGQ PCR Kit ei ole vastaanottohetkelld jGdssa tai jos ulkopakkaus on avattu kuljetuksen
aikana tai jos toimituspakkaus ei sisdlla lahetysluetteloa, kasikirjaa tai reagensseja, ota
yhteyttd johonkin  QIAGENIn tekniseen palveluun tai paikalliseen jélleenmyyjéan (katso

lisatietoja osoitteesta www.qiagen.com).
Sailytys

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit on varastoitava vélittémasti vastaanoton jalkeen

tasaisessa =30...-15°C:n lampétilassa olevaan pakastimeen valolta suojattuna.
Stabiilius

Kyseisissd olosuhteissa sdilytetty therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit on stabiili mainittuun

vanhenemispdivadn ashi.

Avatut reagenssit voidaan sailyttad alkuperdispakkauksissaan -30...-15 °C:n lampétilassa
pakkauksessa  olevaan  vanhenemispdivadn asti.  Sarjan  toistuvaa  sulattamista

ja pakastamista on valtettava. Pakastamis- ja sulattamisjaksoja saa olla enintaan 5.
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Naytteen kasittely ja sGilytys

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit on tarkoitettu kdytettdvaksi formaliinikiinnitetystd ja

parafiinivaletusta (Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded, FFPE) kasvainkudoksesta eristettyjen

DNA-naytteiden kanssa, jotka on saatu aivosydpdpotilaille tehdyista kirurgisista resektioista.

Kaikkia kudosnéytteitd tulee kasitella mahdollisesti vaarallisina.

Kudosndyte on fiksoitava 4-10-prosenttisessa neutraalissa puskuroidussa formaliinissa
(neutral buffered formalin, NBF).

Parafiinilohkosta on leikattava sarjassa 10 pm:n paloja, jotka asetetaan objektilaseille.

Koulutetun henkildn (kuten patologin) tulee arvioida kasvaimen sisdltd ja alue vieressa
olevalla hematoksyliini-eosiini  (HE) -varjatylla palalla. Kéytd DNA:n eristdmiseen
sarjapaloja.

Testiin kelpaavat vain palat, joiden kasvainsisaltd on 240 %.

Alle <50 mm2n kudosalueen palojen osalta suosittelemme kasittelemadn riittdvén
m&ardn paloja, jotta kokonaiskudosalue saadaan kasvatettua vahintaan 50 mmZ:iin
(100 mmZiin  QlAsymphony SP -aitteella  tehtévdn automatisoidun  eristdmisen

yhteydessa).

Merkitse, kasittele ja sdilyta eristykseen valmiita  kasvainndytteitd, kappaleita,

objektilaseja ja naytteita kontrolloidulla tavalla paikallisten kaytantdjen mukaan.

Sailytd FFPE-lohkoja ja objektilaseja huoneenlamméssa. Obijektilaseja voi  sdilyttad
huoneenlampétilassa enintadn 4 viikkoa ennen DNA:n eristamista therascreen IDH1/2
RGQ PCR Kit -sarjaa kaytettdessd.

Eristimisen jélkeen genomista DNA:ta voidaan sdilyttda enintdén 1 viikko 2-8 °C:n

lampétilassa tai 8 viikkoa -25...-15°C:n lampédtilassa.
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Toimenpide

DNA:n uuttaminen ja valmistelu

Kayta QlAamp DNA FFPE Tissue Kit -sarjaa (tuotenro 56404) tai QlAsymphony DSP DNA Mini
Kit -sarjoa (fuotenro 937236) genomisen DNA:n puhdistamiseen FFPE-aivosydpandyteistd

valmistelluista naytteistd.

Huomautus: therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit -sarja on validoitu vain QlAamp DNA FFPE
Tissue Kit -sarjan tai QIAsymphony DSP DNA Mini Kit -sarjan kanssa kdytettavaksi. Mitcan

muuta DNA:n eristamistuotetta ei saa kayttaa.

QIAamp DNA FFPE Tissue Kit -sarjan kayttd

HUOMIO Lue huolellisesti seuraavat muutokset, jotka on tehtava QlAamp-

protokollaan.

e Katso QIAamp DNA FFPE Tissue -kdsikirjan aloitusmateriaalia késittelevésta kohdasta ja
tamén kasikirjan kohdasta Naytteen kasittely ja sdilytys, sivu 18, kuinka néytteet tulee
valmistella ennen parafiinin poistoa ja DNA:n eristémistd.

e QlAamp DNA FFPE Tissue Kit -sarjaa tulee kéyttaa vain manuaalisesti.

® QIAamp DNA FFPE Tissue -kdsikirjassa kuvattu Rnaasivaihe on suoritettava.

e Al kaytd QIAGEN Deparaffinization Solution -livosta. Kaytd parafiinin - poistoon
ainoastaan kohdassa Obijektilasien parafiinin  poistomenettely kéytettdessé QlAamp
DNA FFPE Tissue Kit -sarjaa alla alla kuvattua ksyleeni-/etanolimenetelmaa. Ksyleeni

voidaan korvata Histolemon-liuoksella (ksyleenin korvike).
® Proteinaasi K:ta on uutettava 1 tunnin ajan.

® Naytteet on eluoitava kaksi kertaa 30 pl:aan eluointipuskuria (Buffer ATE), joka
toimitetaan QlAamp DNA FFPE Tissue Kit -sarjan mukana.
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Obijektilasien parafiinin poistomenettely kaytettdessa QlAamp DNA FFPE Tissue Kit

-sarjaa

1. Aseta objektilasit niille tarkoitettuun telineeseen.

2. Aseta objekfilasiteline ksyleenia tai Histolemon-livosta sisdltavadn objektilasihauteeseen
2 minuutiksi. Ravista taakse- ja eteenpdin suuntautuvalla liikkeelld 2 tai 3 kertaa.

3. Asefa feline 2 minuutiksi toiseen objekfilasihauteeseen, joka sisdltaa (96-100-prosenttista)
efanolia. Ravista taakse- ja eteenpdin suuntautuvalla likkeelld 2 tai 3 kertaa.

4. Kuivaa obijektilasit 15-37 °C:n lampétilassa. Taméa kestdd muutaman minuutin,

5. Merkitse kullekin néaytteelle 1,5 ml:n mikrosentrifugiputki ja lisdé jokaiseen putkeen

180 pl (QlAamp DNA FFPE Tissue Kit -sarjan mukana toimitettua) Buffer ATL -puskuria.

Pane muutama tippa Buffer ATL -puskuria objektilaseilla oleville kudospaloille (sen verran,
etta kudospinta peittyy).

Raaputa kudosalue steriililla  skalpellilla ja liséa raaputettu kudos sille  merkittyyn

mikrosentrifugiputkeen.

Lisaa 20 pl (QlAamp DNA FFPE Tissue Kit -sarjan mukana toimitettua) proteinaasi K:ta

jokaiseen putkeen ja sekoita vorteksoimalla.

Inkuboi 56 °C:ssa 1 tunnin ajan.

Jatka QIAamp DNA FFPE Tissue Kit -protokollan 90 °C:n inkubointivaiheeseen (vaihe 12
sivulla 13 QIAamp DNA FFPE Tissue -kdsikirjassa kesdkuulta 2012).

20
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QIAsymphony DSP DNA Mini Kit -sarjan kayts

HUOMIO | Lue huolellisesti seuraavat muutokset, jotka on tehtévé QIAsymphony SP -
protokollalomakkeeseen: Tissue_LC_200_V7_DSP.

o Katso kohdasta Naytteen kasittely ja sailytys, vulla 18, kuinka néytteet tulee valmistella

ennen pardfiinin poistoa ja DNA:n eristamista.
® QlAsymphony SP -protokollalomakkeessa kuvattu Rnaasivaihe on suoritettava.

e Alg kayts QIAGEN Deparaffinization Solution -ivosta. Kéytd parafiinin  poistoon
ainoastaan  kohdassa  Objektilasien  parafiinin  poistomenettely  kaytettdessa
QlAsymphony DSP DNA Mini Kit -sarjaa alla alla kuvattua ksyleeni-/etanolimenetelmaa.

Ksyleeni voidaan korvata Histolemon-livoksella (ksyleenin korvike).
® Protfeinaasi K:ta on uutettava 1 tunnin ajan.

® Eluaattitilavuus 50 pl on valittava kosketusnaytosta.

Obijektilasien parafiinin poistomenettely kaytettdessa QIAsymphony DSP DNA Mini
Kit -sarjaa

Suorita  pardfiinin poistomenettely seuraavien vaiheiden mukaisesti, jotka poikkeavat
protokollasta QlAsymphony SP -protokollalomakkeessa: Tissue_LC_200_V7_DSP.

1. Aseta objektilasit niille tarkoitettuun telineeseen.

2. Aseta obijektilasiteline ksyleenid tai Histolemon-livosta sisdltévédn objektilasihauteeseen

2 minuutiksi. Ravista taakse- ja eteenpdin suuntautuvalla liikkeelld 2 tai 3 kertaa.

3. Aseta feline 2 minuutiksi tfoiseen objektilasihauteeseen, joka sisaltaa (96-100-prosenttistal)

etanolia. Ravista taakse- ja eteenpdin suuntautuvalla liikkeelld 2 tai 3 kertaa.
4. Kuivaa obijektilasit 15-37 °C:n lampétilassa. Tamé kestéd muutaman minuutin,

5. Merkitse kullekin néytteelle 1,5 ml:n mikrosentrifugiputki ja lisdé jokaiseen putkeen
220 pl Buffer ATL -puskuria.
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6. Pane muutama tippa Buffer ATL -puskuria objektilaseilla oleville kudospaloille {sen verran,

ettd kudospinta peittyy).

7. Raaputa kudosalue steriililla  skalpellilla ja lisdd raaputettu kudos sille merkittyyn

mikrosentrifugiputkeen.

8. Lisad 20 pl (QlAamp DNA FFPE Tissue Kit -sarjan mukana toimitettua) proteinaasi K:ta

jokaiseen putkeen ja sekoita vorteksoimalla.

Jatka 56 °C:n  inkubointivaiheeseen  QlAsymphony ~ SP -protokollalomakkeessa:
Tissue_LC_200_V7_DSP protocol (vaihe 12 Pardfiinin poisto ksyleenilla [Deparaffinization
using xylene] -protokollassa huhtikuulta 2012). Inkuboi 56 °C:ssa 1 tunnin ajan.

Genominen DNA

Sailytd genomista DNA:ta eristdmisen jalkeen 2-8 °C:n ladmpétilassa enintadn 1 viikko tai
8 viikkoa =25...-15 °C:n lampétilassa.

DNA:n mddrd tulee selvittéd mittaamalla ndytteen optinen tiheys (Optical Density, OD)
260 nm:ssd.

Laimenna DNA:n pitoisuudeksi 5 ng/pl 1x TE -puskurissa pH:ssa 8,0.

PCR-reaktio on optimoitu néaytteille, jotka siséltavat 25 ng puhdistettua genomista DNA:ta.
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Protokolla: IDH1/2-mutaatioiden havaitseminen

Tarkeitd huomioita ennen kuin aloitat

o therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit -sarjan tehokkaan toiminnan takaamiseksi néytteet on
jaettava neljan kappaleen eriin. Jos erdkoko on pienempi, therascreen IDH1/2 RGQ
PCR Kit -sarjalla voidaan testata pienempi madra naytteitd.

e Kaikki naytteet on suositeltavaa testata kerran PCR-ajoa kohti taulukon 2 mukaisesti ja

noudattamalla taulukon 3 ja kuvan 2 mukaista latauslohkoasettelua ja roottoriasetuksia.

Taulukko 2. Reaktioiden mddré Rotor-Gene Q MDx -laitteilla, joissa on 72 putken roottori

Naytteet Reaktiot
n DNA-naytettd n x 1 reaktio
2 DNAkontrollia 2 reaktiota: positiiviset ja villityyppiset kontrollit,

joista kumpikin testataan kerran PCR-ajoa kohti

Vesikontrolli 1 reaktio
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Kuva 2. Ehdotetut roottoriasetukset tehtdessé testid therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit -sarjalla

Tarkedd: Muista asettaa ndyte aina roottorin paikkaan 1. Muutoin laite ei tee kalibrointia ja
testistd saadaan virheellisia fluoresenssitietoja.
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Toimenpide

1.
2.

Sulata kaikki tarvittavat osat ja aseta ne jaéhauteeseen.

Valmista seuraavat PCR-seokset kasiteltGvien ndytteiden méarén mukaan.

Huomautus: Kaikki pitoisuudet koskevat reaktion lopullista maaraa.

Taulukossa 4 esitetadn pipetointijarjestys yhden reagenssiseoksen valmistusta varten.
Laskelma perustuu lopulliseen reaktioon, jonka mé&ara on 25 pl. Kullekin aluke- ja
koetinseokselle (Primer and Probe Mix, PPM) voidaan valmistaa esiseos reaktioiden
madran  mukaisesti.  Mukaan on  sisdllytetty  lisatilavuutta  pipetointivirheiden

kompensoimista varten.

Taulukko 4. PCR-seosten valmistelu

Komponentti 1 reaktio (pl) Esiseos: 7 + 1 reaktiota (pl)  Lopullinen madra
qPCR-pddseos, 2x 12,5 100 1x
PPM,* 25x 1 8 1x
Nukleaasiton vesi 6,5 52 -

. . -
secn v 4 : Slarels -
Kokonaismadra 25 25 kutakin -

* Valmista 9 esiseosta, yksi kullekin sarjan mukana tulleelle aluke- ja koetinseokselle (PPM).
T Positiivinen kontrolli, negatiivinen kontrolli tai vesikontrolli.

3. Annostele 20 pl esiseoslivosta Rotor-Gene-putkea kohti (Taulukko 3).

Lisda 5 pl kvantifioitavaa materiaalia (25 ng genomista DNA-ndytettd tai kontrollia)

vastaavaan putkeen (kokonaismaara on 25 pl, Taulukko 3).
Sekoita varovasti pipetoimalla ylés ja alas.

Aseta putket laitteen mukana tulleeseen sovittimeen (Kuva 2).
Huomautus: Kayttamattomat paikat on taytettava tyhiilla putkilla.

Lataa taysi sovitin Rotor-Gene Q MDx -laitteeseen.

8. Ohjelmoi Rotor-Gene Q MDx -laitteeseen lampdsykliohjelma taulukon 5 mukaisesti.

26

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit késikirja  07/2020



Taulukko 5. Lampétilaprofiili

Hold (Pito) Lampétila: 95°C

Aika: 10 min

Syklit 40 kertaa

95 °C 15 sekuntia

60 °C 60 sekuntia FAM™flyoresenssin keruulla Green-kanavalla: Yksittdinen

9. Valitse New Run Wizard (Ohjattu uusi ajo) -valintaikkunasta Gain Optimisation

(Vahvistuksen optimointi), jolloin n&yté6n avautuu Auto-Gain Optimisation Setup

(Automaattisen vahvistuksen optimoinnin asetukset) -valintaikkuna. Aseta Green-kanavan
alue vdlille 2Fl (Min Reading (Minimilukema)) — 10FI (Max Reading (Maksimilukema)).

10.Valitse Perform Optimisation Before 1st Acquisition (Suorita optimointi ennen 1. keruuta) -

valintaruutu  ja  sulie  Auto-Gain  Optimisation Setup  (Automaattisen  vahvistuksen

optimoinnin asetukset] -valintaikkuna.

11.Kaynnista lampésykliohjelma.

12.Kun lédmpdsykliohjelma on p&dttynyt, tee seuraavat.

12a.

12b.

12c.

12d.

12e.

12f.

12g.
12h.

Valitse Options (Asetukset) > Crop Start Cycles (Poista aloitussyklit). Poista ennen
syklia 10 olevat tiedot artefaktien havittamiseksi.

Valitse Analysis (Analyysi) > Cycling A. Green from 10 (Vihred jakso 10:std), joka
ndkyy raportissa merkinndllg left threshold = 10.00 (vasen kynnys = 10,00).
Valitse normalisointimenetelméksi Dynamic Tube (Dynaaminen putki) ja korjaa
kohinakulmakerroin valitsemalla Slope Correct (Kulmakertoimen korjaus).

Méérita Outlier Removal (Poikkeavan arvon poisto) -asetukseksi 0% (vastaa NTC-
kynnysta).

Méaérita kéytdsta poistettava Reaction Efficiency Threshold (Reaktiotehokkuuden
kynnysarvo) -asetus.

Maérita kynnysarvoksi 0.03 (0,03).

Aseta kayré lineaariseen asteikkoon.

Valitse Digital Filter: Light (Digitaalinen suodatin: valo).
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Tulosten tulkitseminen

Vesikontrollit

Vesikontrollien (ei mallikontrollien) tulee antaa nolla Crarvoa kaikille aluke- ja koetinseoksille.

Jos vesikontrollilla saadaan positiivinen Cr-arvo, tdmé on seurausta ristikontaminaatiosta.
Hae ratkaisua katsomalla Vianmaaritys, sivu 37.

Laadunvalvonta kayttamalla kontrollien Cr-arvoja

IDH1/2:n villityypin  kontrolli  (Wild-Type Control, WTC) ja mutatoituneen IDHI1/2:n

positiivinen kontrolli (Mut-PC) mahdollistavat testin validoinnin.

® Jos Crarvoa ei ole, kontrolli luokitellaan mutaationegatiiviseksi  kyseiselle

havaitsemismaaritykselle.
® Jos Ctarvoja havaitaan, laske ACrkullekin kontrollille seuraavasti

ACr ibH1/R132mut. = C1 1DH1/R132:mut. = CT kokonaisIDH1/R132
ACt pH2/R1722mut. = CT iDH2/R172:mut. = CT kokonaisIDH2/R172
ACr 1bH1/R100mut. = C1 1DH1/R100-mut. = CT kokonaisIDH1/R100
ACT pH1mut. R132H = CT DH1-mut. R132H — CT kokonaisIDH1/R132
ACr ipH1-mut. R132C = CT DHI-mut. R132¢ — CT kokonaisIDH1/R132
ACt pH2mut. R172K = CT 1DH2:mut. R172K — CT kokonaisIDH2/R172
Kontrollit luokitellaan mutaatiopositiivisiksi, jos ACrarvot ovat pienempid tai yhtd suuria kuin

vastaavat ACr-raja-arvot, jotka esitetddn taulukossa 6. Jos ACr-arvo on suurempi kuin rajo-

arvo, kontrolli luokitellaan mutaationegatiiviseksi kyseiselle mutaatioméaaritykselle.
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Taulukko 6. Mutaatiotestien raja-arvot

Mutaatiotesti Raja-arvo (AG)
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 IDHI1/2:n villityypin  kontrolli  on havaittava mutaationegatiiviseksi  jokaisessa

mutaatiotestissa (Taulukko 7).

® Mutatoituneen IDHI1/2:n positiivinen kontrolli on havaittava mutaatiopositiiviseksi

jokaisessa mutaatiotestissa (Taulukko 7).

Koko testi hylataan, mikali molemmat ehdot eivat tayty.
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Taulukko 7. Esimerkki kontrolleille tehdyn ajon validoinnista

IDH1/IDH2 -villityypin ~ IDH1/IDH2 -positiivinen

Arvo Vesi (NTC) kontrolli kontrolli
C1 kokonaisIDH1/R132 Havaitsematon 25,45 23,95
Cr ipH1/R132:mut Havaitsematon 34,32 25,76
ACr pH1/R132:m0. Havaitsematon 8,87 1,81
C1 kokonaisIDH2/R172 Havaitsematon 25,42 24,93
Cr ipH2/R172.mut. Havaitsematon 34,36 26,36
AC+ pH2/R172mut, Havaitsematon 8,94 1,43
Cr kokonaisiDHI/R100 Havaitsematon 26,30 24,69
Cr IpH1/R100mut, Havaitsematon 33,04 26,39
ACrt 1DHI /R100mut. Havaitsematon 6,74 1,70
Cr ipH1mut. R132H Havaitsematon 35,20 26,48
ACt 1DH1mu. R132H Havaitsematon 9,75 2,53
Cr IDH1-mut. R132C Havaitsematon 37,16 27,07
ACt iDHmu. R132€ Havaitsematon 11,71 3,12
Cr ipH2mut. R172K Havaitsematon Ei ldytynyt 27,97
ACt iDH2mu. R172K Havaitsematon Ei oleellinen 3,04
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Sydtetyn naytteen validointi
Sydtetty néyte on validoitava ennen tulkintaa.

Naytteelle jokaisella PPM-kokonais-arvolla (Cr kokonaisibH1/R132, CT kekonaisibH2/R172 j0 CT kokonais
pr1/R100) saadun Crarvon on oltava pienempi kuin 32,00. Cr kokonaisarvot >32,00 ovat
seurausta DNA:n huonosta laadusta. Néyte on festattava uudestaan. Jos DNA:n mé&érd on
edelleen riittamaton, uvuta lisad kudosnaytettd, jos sitd on saatavilla (katso Vianmadaritys,
sivu 37).

Naytetulokset

IDH1/2-mutaation havaitseminen

Laske seuraavasti kullekin néytteelle ACrarvot, jotka on saatu kustakin mutaatioiden
havaitsemistestista (PPMIDH1/R132-mut., PPM-IDH2/R172-mut., PPMIDH1/R100-mut.).

ACr pH1/R132:mot. = CT 1DH1/R1322mut. — CT kokonaisIDH1/R132
ACt pH2/R172:mut. = CT 1DH2/R1722mut. — CT kokonaisIDH2/R172
ACt pH1/R100met. = CT 1DH1/R100mut. = CT kokonaisIDH1/R100

Jos mutaation havaitsemismaaritykselle ei ole Ctarvoa, ndyte on luokiteltava kyseisin

mutaation osalta mutaationegatiiviseksi.

Naytteet luokitellaan mutaatiopositiivisiksi, jos ACrarvo on pienempi tai yhtd suuri kuin

vastaavan mutaatioiden havaitsemistestin ACr-raja-arvo, ks. raja-arvot taulukosta 8.
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Taulukko 8. Mutaatioiden havaitsemistestien raja-arvot

Mutaatiotesti Raja-arvo (AG)
IDH1/R132-mut. 5,34
IDH2/R172-mut. 6,42
IDH1/R100-mut. 4,65

IDH1/2-mutaation tunnistus

Laske seuraavasti kullekin néytteelle ACrarvot, jotka on saatu kustakin mutaatioiden

tunnistustestistd (PPM-IDH1-mut. R132H, PPM-IDH1-mut. R132C, PPM-IDH2-mut. R172K).

ACT pH1mut. R132H = CT DH1-mut. R132H — CT kokonaisIDH1/R132

ACT IDH1-mut. R132C = CT IDH1-mut. R132C — CT kokonais-DH1/R132

ACt pH2met. R172K = CT 1DH2:mut. R172K — CT kokonaisIDH2/R172

Jos mutaation tunnistusmadritykselle ei ole Crarvoa, ndyte on luokitelfava mutaationegatiiviseksi.

Néytteen mutaatio tunnistetaan, jos ACrarvo on pienempi tai yhtd suuri kuin vastaavan

mutaatioiden tunnistustestin ACrraja-arvo, ks. raja-arvot taulukosta 9. Esimerkkeja ACr-arvojen

tulkinnoista on taulukossa 10 ja taulukossa 11.

Taulukko 9. Mutaatioiden tunnistustestien raja-arvot

Mutaatiotesti

Raja-arvo (ACi)

IDH1-mut. R132H

IDH1-mut. R132C

IDH2-mut. R172K

6,87

7,14

8,49
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Taulukko 10. Esimerkki IDH1/2-mutaation havaitsemisesta

Mutaation havaitseminen

Mutaatiota ei havaittu

Arvo Ndyte 1 Ndyte 2
Cr kokonaisIDH1/R132 26,39 26,32
Cr ipH1/R132:m01. 33,86 28,29
AC+ pH1 /R132mut, 7,47 1,97

C1 KkokonaisIDH2/R172 26,79 25,79
Cr pH2/R172:m0. 35,13 35,21
ACr prHz/R172:m0. 8,34 9,42

Ct kokonaisIDH1 /R100 27,20 27,37
Cr pHI/R100m. 33,83 33,76
ACrpH1/R100.m0 6,63 6,39

R132-mutaatio havaittu
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Taulukko 11. Esimerkki IDH1/2-mutaation tunnistamisesta

Arvo Ndyte 1 Ndyte 2

Cr kokonaisIDH1 /R132 26,39 26,32

Cr IDHLmut. R132H 33,82 28,27

AC+ pH1mot. R132H 7,43 1,95

Cr kokonaisiDH1/R132 26,39 26,32

Cr iDH1mut. R132C 37,94 Ei l8ytynyt
ACr pH1mot. R132C 11,55 Ei oleellinen
C1 kokonaisIDH2/R172 26,79 25,79

Cr iDHzmut, R172K Ei [5ytynyt Ei 8ytynyt
ACt pH2mu. R172€ Ei oleellinen Ei oleellinen
Mutaation tunnistaminen Mutaatiota ei havaittu R132H:n mutaatio havaittu
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IDH 1 /2-mutaatioiden tulkinta

IDH1/2-mutaatiotyypin  mddrittamiseen kdytetty menettely naytteille, jotka ovat positiivisia

IDH 1 /2-mutaation osalta, esitetéicin taulukossa 12. Esimerkki tulkinnasta esitetédn taulukossa 13.

Taulukko 12. Tulkintaopas

Mutaation tunnistaminen

havaittu (valilla 1-

2 %)*

havaittu (valilla 1-

4%)*

havaittu (noin 1 %)*

IDHT-mut. R132H  IDHI-mut. R132C  IDH2-mut. R172K  Mutaatiota ei
havaittu havaittu havaittu havaittu
R132-mutaatio R132H-mutaatio R132C-mutaatio - R132-mutaatio,
havaittu havaittu havaittu mutta ei R132H
g eika R132C
£
£ R172-mutadtio - - R172K-mutaatio R172-mutaatio,
-%' havaittu havaittu mutta ei R172K
>
£ RI00-mutadtio - - - R100
§ havaittu
5
-g Mutaatiota ei Mutaation R132H  Mutaation R132C  Mutaation R172K Mutaatiota
= havaittu véhdinen pitoisuus  véhdinen pitoisuus  véhéinen pitoisuus  ei havaittu

* Téllaisia tapauksia voi ilmetd harvoin, ja kaikki néytteet ja tekniset hyvéaksyntdkriteerit on tarkistettava, erityisesti
kasvainsolusisaltd. Jos kaikki kriteerit tdyttyvét, ndyte on testattava uudelleen.
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Taulukko 13. Esimerkki IDH1/2-mutaation raportoinnista ja tulkinnasta

Nayte 1 Nayte 2
Mutaation havaitseminen Mutaatiota ei havaittu R132-mutaatio havaittu
Mutaation tunnistaminen Mutaatiota ei havaittu R132H:n mutaatio havaittu

A taatiota ei havaittu eiké .
Tulosten tulkitseminen My aatiola el havaiiiu etka R132H mutatoitunut
tunnistettu

Huomautus: Jos ndytteen ACrarvoista kaksi tai useampi on pienempid tai yhta suuria kuin
ACrraja-arvot, talldin mutanttistatus annetaan mutaatiolle, jonka ACrraja-arvon ja sen

saadun arvon vdlinen ero on suurin. Katso esimerkki taulukossa 14.

Taulukko 14. Esimerkki tulkinnasta saataessa useita positiivisia tuloksia

Ndyte 3 Ndéyte 4
ACr 1 /R132.mu. 1,24 5,24
ACr-raja-arvo ipHi/r1z2m 5,34 5,34
(ACr-raja-arvo = AG) ipH1/R132.m0 4,10 0,10
ACr ipr2/R172m0t 5,32 5,95
ACr-raja-arvo ipHz/r172.m 6,42 6,42
(ACr-raja-arvo — ACr) pHz/r172mu. 1,10 0,47
Tulosten tulkitseminen R132 mutatoitunut R172 mutatoitunut
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Vianmadritys

Tamé vianméadritysopas voi auttaa mahdollisissa esiin tulevissa ongelmissa. Lisdtietoja saat

osoitteesta www.qgiagen.com.

Huomautuksia ja ehdotuksia

Tukkeutunut sarake DNA:n eristamisen aikana

Puutteellinen lyysi Sentrifugoi uudelleen.
Jaljella oleva lysaatti voidaan siirtdd vuteen sarakkeeseen.
Toista eristdmisajo kayttamalla pienempad maaraa FFPE-kudosta.
DNA:ta liian vdhén eristyseluaatissa
Riittamatén FFPE-kudosalue Toista eristémisajo kayttémdlld suurempaa maédréa FFPE-kudospaloja.
IDH1/2 -villityypin kontrollia ei havaitu
a)  Pipefointivirhe tai reagensseja on Tarkista pipetointijdriestys ja reaktion jdrjestely.
jddnyt pois; putken tai kuopan

Suorita PCR-ajo uudelleen.
jarjestyksen vaihtuminen

b)  Sarjan osien vaara sailytys Sailyta therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit -sarjaa -30...-15°C:n
lédmpétilassa ja pidé aluke- ja koetinseokset valolta suojattuna. Katso

Reagenssien sdilytys ja kasittely, sivu 17.
Pakastamis- ja sulattamisjaksoja saa olla enintaan 5.

c)  therascreen IDH1/2 RGQ PCRKit  Tarkista sailytysolosuhteet ja reagenssien viimeinen kdyttopaiva
on vanhentunut (katso efiketti) ja kéytd tarvittaessa uutta therascreen IDH1/2 RGQ

PCR Kit -sarjaa.

IDH1/2 -positiivista kontrollia ei havaittu

a)  Pipetointivirhe tai reagensseja on  Tarkista pipefointijariestys ja reaktion jarjestely.

jadnyt pois; putken tai kuopan
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Huomautuksia ja ehdotuksia

jarjestyksen vaihtuminen Suorita PCR-ajo uudelleen.

b)  Sarjan osien vadara sailytys Séilyta therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit -sarjaa -30...-15°C:n
lampétilassa ja pida aluke- ja koetinseokset valolta suojattuna. Katso

Reagenssien sdilytys ja kasittely, sivu 17.
Pakastamis- ja sulattamisjaksoja saa olla enintaan 5.

c)  therascreen IDH1/2 RGQ PCRKit  Tarkista sgilytysolosuhteet ja reagenssien viimeinen kayttopdiva
on vanhentunut (katso efiketti) ja kdytd tarvittaessa vutta therascreen IDH1/2 RGQ

PCR Kit -sarjaa.

Ei signaalia, ei mydskédn kontrollien signaalia

a)  Rotor-Gene Q MDx -aitteen Muista asettaa ndyte aina roottorin paikkaan 1. Muutoin laite ei tee
paikassa 1 ei ole reakfioputkea kalibrointia ja testisté saadaan virheellisia fluoresenssitietoja.
b)  Pipetointivirhe tai reagensseja on Tarkista pipetointijdriestys ja reaktion jdrjestely.

jaanyt pois; putken tai kuopan
Svorita PCR-ajo uudelleen.
jarjestyksen vaihtuminen

c)  Sarjan osien vaara sdilytys Séilyta therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit -sarjaa -30...-15°C:n
lédmpétilassa ja pidé aluke- ja koetinseokset valolta suojattuna. Katso

Reagenssien sdilytys ja kasittely, sivu 17.
Pakastamis- ja sulattamisjaksoja saa olla enintéén 5.

d)  therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit  Tarkista sailytysolosuhteet ja reagenssien viimeinen kayttopdiva
on vanhentunut (katso etiketti) ja kaytd tarvittaessa uutta therascreen IDH1/2 RGQ

PCR Kit -sarjaa.
e)  Vaard tunnistuskanava valitty Aseta tunnistuskanavaksi Cycling Green tai 530 nm/640 nm.
f)  Tiedonkeruuohjelmaa ei ole Tarkista sykliohjelma. Katso Taulukko 5, sivu 27.

Valitse keruumenetelmdksi Single (Yksittdinen) PCR-ohjelman kunkin
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Huomautuksia ja ehdotuksia

Fluoresenssin voimakkuus vaihtelee.

Pipetointivirhe tai reagensseja on
jddnyt pois; putken tai kuopan

jarjestyksen vaihtuminen

Fluoresenssin voimakkuus ei riitd

a)  Sarjan osien vaara sdilytys

b)  therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit

on vanhentunut

) Kohde-DNA:n hyvin pieni médird

pariutumissegmentin lopussa.

Tarkista pipetointijdriestys ja reaktion jrjestely.

Suorita PCR-ajo uudelleen.

Sailyta therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit -sarjaa -30...-15°C:n
lémpétilassa ja pidé aluke- ja koetinseokset valolta suojattuna. Katso

Reagenssien sdilytys ja kasittely, sivu 17.
Pakastamis- ja sulattamisjaksoja saa olla enintédn 5.

Tarkista sdilytysolosuhteet ja reagenssien viimeinen kayttopdiva
(katso efiketti) ja kéytd tarvittaessa vutta therascreen IDH1/2 RGQ

PCR Kit -sarjaa.

Tarkista aina DNA:n pitoisuus ennen aloittamista. Katso DNA:n

uuttaminen ja valmistelu, sivu 19.
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Huomautuksia ja ehdotuksia

Negatiivinen kontrolli (H,O) antaa positiivisen tuloksen

Ristikontaminaatio, reagenssin Vaihda kaikki kriittisen térkedt reagenssit tai kéytd uvutta therascreen
kontaminaatio, laitevirhe, kuopan tai  IDH1/2 RGQ PCR Kit -sarjaa.
kapillaarin jériestyksen vaihtuminen

Késittele ndytteitd, sarjan osia ja tarvikkeita aina hyvien kéyténtdjen

tai koettimen pilaantuminen
mukaisesti, jotta niiden vdlistd kontaminaatiota ei pddse tapahtumaan.

Pida aluke- ja koetinseokset suojattuna valolta.
Tarkista, ndkyykd fluoresenssikdyrissa virheellisia positiivisia tuloksia.

Tarkista reaktion jarjestely. Katso Protokolla: IDH1/2-mutaatioiden

havaitseminen, sivu 23.

Laadunvalvonta

QIAGEN!in ISO-sertifioidun laadunvarmistusjérjestelman mukaisesti jokainen
therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit -sarjan erd testataan maardtyjen vaatimusten mukaisesti
tuotteiden yhdenmukaisen laadun takaamiseksi. Analyysin sertifikaatit ovat saatavana

pyydettdessa osoitteessa www.giagen.com/support/.
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Rajoitukset

Tama sarja on tarkoitettu ammattikayttddn.

Tuotetta saavat kayhad vain asianmukaisesti opastetut, molekyylibiologian tekniikoihin

koulutetut ja t&mén nimenomaisen tekniikan tuntevat henkilst.

Tatd sarjaa on kdytettava tdman kayttdoppaan ohjeiden mukaisesti yhdessé validoidun,
kohdassa Tarvittavat materiaalit, jotka eivat kuulu toimitukseen sivulla 12 esitetyn laitteen

kanssa.

Kaikkien osien sarjoihin ja efiketteihin painettuja  viimeisia  kayttdpdivamaaria  on

noudatettava. Ald kdytd vanhentuneita komponentteja.

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit on validoitu vain puskuroidulle formaaliinikiinnitetylle ja

parafiinivaletulle aivokudokselle.

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit on validoitu vain QlAamp DNA FFPE Tissue Kit -sarjan fai
QIAsymphony DSP DNA Mini Kit -sarjan kanssa kaytettavaksi.

Vain Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (PCR-ajoa varten) ja QlAsymphony SP (ndytteen

valmistelua varten) on validoitu.
Taman tuotteen off label -kayttd ja/tai osien muokkaaminen mit&téi QIAGENn vastuun.

Kaytajan vastuulla on validoida jarjestelmén suorituskyky kaikissa niissa laboratoriossa

kaytetyissé menetelmissd, joita QIAGENIn tekemat suorituskykytutkimukset eivét kata.
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Testi on suunniteltu seitsemdn mutaation havaitsemiseen IDH I-geenin kodoneissa 132 ja
100 ja viiden mutaation havaitsemiseen IDH2-geenin kodonissa 172. Naytteissa, joiden
tuloksiksi on raportoitu “mutaatiota ei havaittu”, saattaa olla IDH1- tai IDH2-mutaatioita, joita

testi ei ole havainnut.

Mutaatioiden havaitsemiseen vaikuttaa ndytteen eheys, kasvaimen sisaltd ja naytteessa

oleva monistettava DNA.

Tuotteella saadut tulokset on tulkittava kaikki asianmukaiset kliiniset ja laboratorioldyddkset

huomioiden.
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Suorituskykyominaisuudet

Tyhjan raja (Limit of Blank, LOB)

LOB-arvo madritettiin (CLSI/NCCLS EP17-A guideline; 14 -ohjeen mukaisesti) negadtiivisista

naytteista (FFPE normaali aivo, 8 naytettd, 64 mittausta/reagenssierd, 2 erdd).

LOB-tulokset esitetddn taulukossa 15.

Taulukko 15. Tyhjén raja (Limit of blank, LOB)

Madritys LOB Lopullinen LOB

Validointierd 1: 6,57
R132 Mut 6,32
Validointierd 2: 6,32

Validointierd 1: 7,91
R132H-mut. 7,91
Validointierd 2: 8,22

Validointiera 1: 8,04
R132C-mut. 8,04
Validointierd 2: 8,20

Validointierd 1: 7,74
R172-mut. 7,59
Validointierd 2: 7,59

Validointierd 1: 9,93
R172K-mut. 9,93
Validointiera 2: 10,58

Validointierd 1: 6,52
R100-mut. 517
Validointierd 2: 5,19

Havaitsemisraja (Limit of Detection, LOD)

Havaitsemisraja (LOD tai analyyttinen herkkyys) méadritettiin tarkkuusprofiilimenetelmalld,
joka on kuvattu ohjeessa CLSI/NCCLS EP17-A (14). Viittd heikosti positiivista ndytettd
(plasmidi-DNA lisattyné gliooman villityypin DNA:han) kéytettiin mutaatiota kohti (30-110

mittausta mutaatiotyyppid ja mutaatioprosenttia kohti).

LOD-tulokset esitetcédn taulukossa 16.
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Taulukko 16. Havaitsemisraja (Limit of Detection, LOD)

Mddritys Mutaatiot LOD Testin raja-arvo Herkkyys (%)
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

Mutaatio havaitaan, jos ACr on pienempi tai yht& suuri kuin LOD.

44
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Lahto-DNA:n vaikutus

DNA eristeftiin neljastd eri glioomakasvainndytteestd: kahdesta villityypin  IDH1/2
sisaltavasta ja kahdesta IDHT R132H (395G>A) -mutaation sisaltavasta.

Lahts-DNA:n vaikutus kvalitatiivisiin tuloksiin arvioitiin testaamalla kolme eri DNA-mddr&d
(mukaan lukien protokollalle suositeltu maard). Tulokset osoittivat, ettd laht-DNA:lla ei ollut
vaikutusta kvalitatiivisiin tuloksiin. Enemmdin teknisi@ virheitd (Cr kokonaislaadunvalvontavirheitd)
havaittiin kuitenkin |6ht-DNA:n osalta, jota oli véhemmdn kuin suositeltu madra (<25 ng
DNA). Taman vuoksi festin suorittamiseksi DNA:ta suositellaan syotettavaksi 5 pl:n maaraan
25 ng.

Toistettavuus ja uusittavuus
Tarkkuustutkimus tehtiin neljglle eri naytteelle (plasmidi-DNA lisattynd gliooman villityypin
DNA:han, mika edusti villityyppi (Wild-Type, WT)-, mutantti- ja rajo-arvondytettd), jotka

testattiin 40 kertaa duplikaattina (n = 80 mittausta).

Keskihajonnat (Standard Deviation, SD) ja variaatiokertoimet (Coefficient of Variation, CV)

esitetdan taulukossa 17.
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Taulukko 17. Tarkkuustulokset

CVikokenais Oikeiden tulosten

Mddritys Néyte  ACrkeskiarvo ~ SDg* SDaie?  SDickonaist (%) madrd

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

5% 5,19 0,26 0,23 0,46 9 100% (76/76)
R132C-mut.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

* R: Repeatability (Toistettavuus).
T Ajo: Ajojen toistettavuuden vdlilla.
* Kokonais: Kokonaistarkkuus (mukaan lukien laitteiden, kéyttgjien ja erien valinen tarkkuus).

Taulukko jatkuu seuraavalla sivulla
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Taulukko 17. Tarkkuustulokset (jatkoa)

CViokenis Oikeiden tulosten
Madritys Néyte  ACrkeskiarvo SD&* SDaiet  SDkekonaist  (%)* maaré
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%
R132H 3,49 27 0,22 0,46 1
R132-mut. 1 Of/o ! o ! ! 3
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 (Toistettavuus).
T Ajo: Ajojen toistettavuuden valilla.

# Kokonais: Kokonaistarkkuus (mukaan lukien laitteiden, kéyttdijien ja erien vélinen tarkkuus).
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Menetelmien vertailu

Vertailu immunohistokemiaan (immunohistochemistry, IHC) IDH1/R132H:n

havaitsemisessa.

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit -sarjalla ja IHC:n (Anti-human IDH1R132H antibody clone
HO9, DIANOVA [anti-ihmisIDH1R132H-vasta-aineklooni HO9, DIANOVA]) avulla saadun

mutaatiostatuksen yhdenmukaisuuden osoittamista varten tehtiin tutkimus.

Tutkimukseen valittiin yhteensé 103 kliinistad glioomandytettd. Vanhin lohko oli 10 vuotta

vanha.

Kaikki naytteet lapdisivat laadunvarmistuksen seké therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit sarjan

ettd IHC:n osalta.

Tulokset osoittivat positiiviseksi  prosentuaalisen  yhtapitavyydeksi  (Positive Percentage
Agreement, PPA) 100 %, negatiiviseksi prosentuaaliseksi yhtapitavyydeksi (Negative Percent
Agreement, NPA) 98 % ja kokonaisyhtapitavyydeksi (Overall Agreement, OA) 99 %
(taulukko 18).
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Taulukko 18. therascreen RGQ PCR Kit -sarjan ja IHC:n yhtépitévyyden analyysi

Yhtapitévyyden arvio Tiheys (%) 95 %:n luottamusvali
PPA 45/45 (100 %) [92;100]
NPA 57/58 (98 %) [91;100]
OA 102/103 (99%) [96;100]

Vertailu kaksisuuntaiseen sekvensointiin

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit -sarjalla ja kaksisuuntaisella sekvensoinnilla saadun

mutaatiostatuksen yhdenmukaisuuden osoittamista varten tehtiin tutkimus.

Tutkimukseen valittiin yhteensé 103 glioomapotilailta saatua kliinisté kasvainnaytetta. Vanhin

lohko oli 10 vuotta vanha.

Kaikki 103 naytetta lapaisivat therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit -sarjan laadunvarmistukset,

ja 101 néaytettd antoi tulokset kaksisuuntaisessa sekvensoinnissa.

Tulokset osoittivat positiiviseksi  prosentuaalisen  yhtapitdvyydeksi (Positive Percentage
Agreement, PPA) 100 %, negatiiviseksi prosentuaaliseksi yhtapitavyydeksi (Negative Percent
Agreement, NPA) 92 % ja kokonaisyhtdpitévyydeksi (Overall Agreement, OA) 96 %
(taulukot 19 ja 20).
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Taulukko 19. therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit vs. kaksisuuntainen sekvensointi

Sangerin kaksisuuntainen sekvensointi

R132* R132C R132H R1721 WT
& R132* 6 0 0 0 0
o
g
g R132C 0 2 0 0 0
o
N
T R132H 0 0 42 0 3
=]
c
g R172 0 0 0 0 1
g
£ wr 0 0 0 0 47

* R132 tarkoittaa, efté ndyte havaittiin mutatoituneeksi R132-mutaation osalta, mutta ei R132H:n tai R132C:n osalta.
T R172 tarkoittaq, ettd néyte havaittiin mutatoituneeksi R172-mutaation osalta, mutta ei R172K:n osalta.

Taulukko 20. Yhtapitévyyden arviointi kaksisuuntaisen sekvensoinnin kanssa

Yhtépitdvyyden arvio Tiheys (%) 95 %:n luottamusvdli
PPA 50/50 (100 %) [93:100]
NPA 47/51 (92%) 81,97]
OA 97/101 (96%) [90,98]
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Symbolit

Seuraava taulukko sisaltaa merkinnat, joita saattaa esiintyd etiketeissa tai tassa asiakirjassa.

Sisdltaa reagensseja, jotka riittdvat <N> reaktioon
<N>

Viimeinen kayttopdivamaara

<

AR EEEEY

Diagnostinen in vitro -ladkintalaite

Tuotenumero

Eranumero

Materiaalinumero (ts. komponentin merkintd)

Komponentit (ts. luettelo sisclldstd)

Sisaltd

Maara (esim. pullojen maara)
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>EETE°

R tarkoittaa kasikirjan versiota ja n on versionumero

GTIN-numero

Lampétilarajoitus

Valmistaja

Katso kayttéohjeet

Huomio
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Tilaustiedot

Tuote

Sisalto Tuotenro

therascreen IDH1/2 RGQ
PCR Kit (20)

20 reaktioon: yhdeksan aluke- ja 873011
koetinseosta, villityypin kontrolli, positiivinen
kontrolli, padseos, nukleaasiton vesi

Rotor-Gene Q MDx ja lisévarusteet

Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM System

Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM Platform

Loading Block 72 x 0.1ml|
Tubes

Strip Tubes and Caps,
0.1ml (250)

Strip Tubes and Caps,
0.1ml (2500)

Realtime PCR -sykleri ja HRM-analysaattori, 9002033
jossa on 5 kanavaa (vihred, keltainen,

oranssi, punainen ja viininpunainen) sekd

HRM-kanava, kannettava tietokone, ohjelmisto

ja varusteet: sisaltdd 1 vuoden takuun osien

rikkoutumisen ja valmistusvirheiden varalta,

asennuksen ja koulutuksen

Realtime PCR -sykleri, jossa on viisi 9002032
kanavaa (vihred, keltainen, oranssi,

punainen, karmiini), kannettava tietokone,

ohjelmisto, lisGvarusteet: sisaltaa

yhden vuoden takuun osille ja tydlle, ei

sisalld asennusta ja koulutusta

Alumiininen levy manuaaliseen reaktion 9018901
valmisteluun yksikanavaisella pipetilla 72

kpl 0,1 ml:n putkia

250 neljan putken ja korkin liuskaa, 1 000 981103

reaktioon

10 x 250 neljan putken ja korkin liuskaa, 981106
10 000 reaktioon

QlAamp DNA FFPE Tissue Kit — genomisen DNA:n puhdistukseen
pardfiiniin valetuista kudosndytteistd

QlAamp DNA FFPE Tissue
Kit (50)

50:een DNA:n valmistelukertaan: 56404
50 QlAamp MinElute® Column -putkia,

proteinaasi K, puskureita, Collection Tubes

(2 ml)
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Tuote Sisdlto Tuotenro
QIAsymphony DSP DNA Mini Kit - DNA:n automaattiseen puhdistamiseen
1-96 naytteesta
QIAsymphony DSP DNA 192 valmisteluun (kukin 200 pl): sisaltaa 2 937236
Mini Kit (192) reagenssisylinteriampullia, entsyymitelineet
ja lisavarusteet
QlAsymphony SP ja lisdvarusteet
QIAsymphony SP System QIAsymphony-naytteenpreparointimoduuli 9001751
sisaltaa asennuksen ja koulutuksen seka
1 vuoden takuun osien rikkoutumisen
ja valmistusvirheiden varalle.
QIAsymphony SP QIAsymphony-néytteenvalmistelumoduuli: 9001297
siséltad 1-vuotisen takuun osille ja tydlle
Sample Prep Cartridges, 8- Sample Prep Cartridges, 8-well, 997002
well (336) QlAsymphony SP:n kanssa kaytettavaksi
8-Rod Covers (144) 8-Rod Covers QlAsymphony SP:n kanssa 997004
kaytettavaksi
Filter-Tips, 200 pl, Qsym SP  Kertakayttdiset suodatinkérjet, telineessd; 990332
(1024) (8 x 128). Kaytettavaksi QlAcube- ja
QIAsymphony SP/AS -instrumenttien kanssa
Filter-Tips, 1500 pl, Qsym Kertakayttdiset suodatinkarjet, telineessd; 997024
SP (1024) (8 x 128). Kaytettavaksi QlAsymphony SP-
/AS Haitteiden kanssa
Elution Microtubes CL Ei-steriilit polypropyleeniputket 19588
(24 x 96) (enimmaiskapasiteetti 0,85 ml,

sailytyskapasiteetti véhemman kuin 0,7 ml,
eluutiokapasiteetti 0,4 ml); 2 304 kpl
96 kpl:n telineissa; sisaltaa korkkiliuskat
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Tuote Sisalto Tuotenro

Reagenssit

RNase A (17,500 U) 2,5 ml (100 mg/ml; 7 000 yksikkoa/ml, 19101
livos)

Buffer ATL (200 ml) 200 ml kudoslyysauspuskuria 19076

1000 valmisteluun

Voimassa olevat lisenssitiedot ja tuotekohtaiset vastuuvapauslausekkeet ovat saatavilla
tuotekohtaisista QIAGEN-sarjojen kéyttdoppaista tai késikirjoista. QIAGEN-sarjojen
kasikirjat ja kdyttdoppaat ovat saatavilla osoitteessa www.qiagen.com, tai niitd voi

tiedustella QIAGENn teknisestd palvelusta tai paikalliselta jalleenmyyialta.
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Asiakirjan muutoshistoria

Pdivamadara

Muutokset

R5, heindkuu 2020

Paivitetty Tulosten tulkinta -osio lisééaméllé tietoa kontrollien ja néytteiden
luokittelusta Ct-arvon havaitsemisen mukaan.

Paivitetty IDH1/IDH2 wvillityypin kontrollin sarake taulukossa 7 arvoon Cr IDH-mut.
R172K ja ACr pH2mu r172¢

Paivitetty Néiyte 1 ja Néyte 2 sarakkeet taulukossa 11 arvoihin Cr ipHimur1s2c,
ACT IDH1-mut. R132C, CT IDH2-mut. R172K, iu ACT IDH2-mut R172K
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Tama sivu on jatetty tarkoituksella tyhjdksi.
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therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit -sarjaa koskeva rajoitettu lisenssisopimus
Tamdn tuotteen kéyttd tarkoittaa ostajan tai kéytdjén suostumusta noudattaa seuraavia ehtoja:

1. Tuotetta saa kdyttéa ainoastaan tuotteen mukana toimitettujen asiakirjojen ja témén kéytéoppaan ohjeiden mukaan, ja sen kanssa saa kéytdd vain sarjan
siséiltémia komponentteja. QIAGEN ei mydnnd lisenssié mihink&dn aineettomaan omaisuuteensa, eikd tmén sarjan oheisia komponentteja saa kéyttad tai
liitté& muihin komponentteihin, jotka eivét sisélly tdhan sarjaan, kuten tuotteen mukana toimitetuissa asiakirjoissa, téssé kdyttdoppaassa ja lisimateriaalissa
mainitaan. Ne ovat saatavilla osoitteesta www.qgiagen.com. Osa lisémateriaalista on QIAGEN-kayttgjien toisille QIAGEN-kayttdjille laatimaa. QIAGEN ei ole
testannut fai tarkistanut kyseisté materiaalia. QIAGEN ei anna takuuta lisamateriaalille eiké takaa, ettei se loukkaa kolmansien osapuolten oikeuksia.

2. Muutoin kuin nimenomaisesti ilmoitettujen kéyttdoikeuksien osalta QIAGEN ei takaa, eftd témé sarja ja/tai sen kéyttd eivat loukkaa kolmansien osapuolten
oikeuksia.

3.  Témé sarja ja sen komponentit on lisensoitu kertakdyttédn, eikd niité saa kéyttdé vudelleen, kunnostaa tai myydd eteenpéin.

4. QIAGEN kiistaa nimenomaisesti kaikki kéyttdoikeudet, suorat tai epdsuorat, joita ei ole tassé nimenomaisesti ilmoitettu.

5. Sarjan ostaja ja kéytdjd suostuvat siihen, efté he eivét ryhdy tai anna kenellekuun toiselle lupaa ryhty& toimenpiteisiin, jotka saattavat aiheuttaa tai edistéa
mitédn yllé kiellettyd toimintaa. QIAGEN voi kééntyd minké tahansa ioistuil puoleen p kseen féyténtsn t&mén rajoitetun lisenssisopimuksen kiellot
ja saada hyvlh/ksen kulklsm valmistelu- ja oikeuskuluista (asianajopalkkiot mukaan lukien), kun tarkoituksena on t&man rajoitetun lisenssisopimuksen tai sarjaan
ja/tai sen komp ihin liittyvien immateriaalioikeuksien téyténtsénp

Katso pdivitetyt kéyttdoikeusehdot osoitteesta www.qiagen.com.

Tamé tuote on tarkoitettu kdytettavéksi in vitro -di il QIAGEN- iden jdlleenmyynti, muokkaus jélleenmyyntié varten tai kéyttd kaupallisten tuotteiden

valmistukseen on kielletty ilman QIAGEN:n kirjallista lupaa.

Taissé asiakirjassa olevia tietoja saatetaan muuttaa ilman erillistd ilmoitusta. QIAGEN ei ole vastuussa mist&dn tassé asiakirjassa mahdollisesti olevista virheistd. Témén
asiakirjan uskotaan olevan julkaisuhetkendén kattava ja tarkka. QIAGEN ei missdén tapauksessa ole vastuussa satunnaisi erityisistd, inkertaisista tai
seurannaisvahingoista, jotka liittyvét tman asiakirjan kéyttédn tai ovat seurausta sen kéytdsta.

QIAGEN-uotteille on mydnnetty takuu siité, efté ne ovat ilmoitettujen ominaisuuksi kaisia. QIAGENin ainoa velvollisuus ja asiakkaan saama ainoa korvaus
rajoittuvat tuotteiden vaihtamiseen veloituksetta tuotevirhetapauksissa tai jos tuote ei toimi takuussa kerrotulla tavalla.

Hankittuaan témén tuotteen ostajalla on oikeus kéyttad sitd diagnostisiin palveluihin ihmisten in vitro -diagnostiikassa. Témén erityisen kdyttdoikeuden lisdksi osto ei
oikeuta mihink&&n muuhun yleiseen patenttiin tai kdyttdoikeuteen.

IDH1/2-mutaatiot ja niiden kéyttd on suojattu patenttioikeuksilla, mukaan lukien eurooppalaiset patenttihak EP2326735 ja EP2546365, yhdysvaltalaiset
patenttihakemukset US2011229479 and US2012202207 ja niiden ulkomaiset vastineet.

Témén tuotteen ostaminen ei anna oikeutta sen kéyttésén IDH1/2-mutaatiota varten fcrkolfe"u\en |aakke|den kliinisissé laéketutkimuksissa. QIAGEN kehittaé
nimenomaisia lisenssiohjelmia téllaisia tarkoituksia varten. Laki palvelee osoil jiagen.com.

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

1119896 07-2020 HB-1566-005 © 2020 QIAGEN, kaikki oikeudet pidéte
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