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ce A Pfed samotnym testem si ovéite dostupnost novych revizi

elektronického znageni na adrese www.giagen.com/HB-0414.

Soucasny stav verze je vyznaCen datem vydani (format:

mésic/rok).

Analyza naslednych testu

Eluovana genomova DNA je pfipravena k pouZiti v rGznych naslednych testech véetné fady
naslednych testl pro diagnostické ucely in vitro. DalSi informace o konkrétnich funkénich
vlastnostech systému jsou uvedeny v pfirucce k pfislusné sadé QIAGEN.

VytéZek purifikované DNA

Vzorky fixované formalinem a zalité do parafinu (formalin-fixed paraffin-embedded, FFPE)
mohou vykazovat vysoky stupen heterogenity tkané. Povrch tkané je kromé toho u vzorku FFPE
velmi rdznorody, coz vede k proménnému mnozZstvi extrahované DNA. UZivatel by mél proto
optimalizovat pocet fezl, tloustku fezl a plochu Fezl podle zkoumaného vzorku a postupl

pouzivanych v dané laboratofi.

Jestlize se sada pouziva ve spojeni s navazujici aplikaci QIAGEN, prectéte si navod v pfislusné

prirucce.

Nedostate¢na dehydratace tkané béhem pfipravy tkané FFPE, viozeni pfili§ velkého mnozstvi

molekularni biologii) nez se doporucuje, nebo ponechani xylenu &i etanolu ve vzorku maze vést

00000
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k suboptimalni extrakci a malému mnozstvi DNA.

Opakovatelnost

Opakovatelnost byla hodnocena pomoci Sesti bunéénych linii FFPE ziskanych z lidskych bunék
fixovanych ve formalinu a zalitych do parafinu. Vzorky byly testovany pomoci QuantiTect®
SYBR® Green master mix a genové specifickych primert pro B-aktin spole¢né s cyklerem PCR
v realném case Rotor-Gene® Q. Reakce PCR byly provedeny pro fragment 174 bp a pro
fragment 218 bp lidského genu pro B-aktin.

Pro statistickou analyzu bylo pouzito 72 datovych bodlG pro kaZdou velikost fragmentu.
Statisticka analyza zahrnovala vypocet smérodatné odchylky (standard deviation, SD) a horni a
dolni meze intervalu spolehlivosti na hladiné 95 %. Variace byla odhadnuta analyzou slozek
rozptylu jako smérodatna odchylka pro fragment 218 bp (SD: 0,342 Cr; dolni mez intervalu
spolehlivosti na hladiné 95 %: 0,291; horni mez intervalu spolehlivosti na hladiné 95 %: 0,413).
Tyto hodnoty Ize pouzit jako odhad opakovatelnosti pro proces extrakce. Odhad variace pro
fragment 174 bp byl 0,258 Cr; dolni mez intervalu spolehlivosti na hladiné 95 %: 0,220; horni

mez intervalu spolehlivosti na hladiné 95 %: 0,312.

Reprodukovatelnost

Posouzeni reprodukovatelnosti bylo provedeno mezi tfemi laboratofemi pomoci tfi klinickych
vzorkd FFPE obsahujicich tkan nemalobunééného karcinomu plic (non-small cell lung cancer,
NSCLC): jednoho s mutaci delece 6223, jednoho s mutaci L858R a jednoho vzorku divokého
kmene (wild-type, WT). Klinické vzorky FFPE byly vybrany na zakladé znamého stavu jejich
mutace podle sekvenovani Sangerovou metodou.

U kazdého mutantniho klinického vzorku FFPE bylo 48 sekvenc¢nich fezd FFPE randomizovano
do paru, které byly pouzity pfi extrakci a rozdéleny do tfi Sarzi, jedna pro kazdé zkuSebni

pracovisté.

Extrakce byly na kazdém zkuSebnim pracovisti provedeny dvojmo. Na kazdém pracovisti byla
pro extrakci pouzita jedine¢na $arze sad QlAamp FFPE DNA DSP. Posouzeni vzorkd a mutaci
bylo na vSech tfech pracovistich provedeno pomoci sady therascreen EGFR RGQ PCR. Vzorky
byly testovany ve tfech dnech nejdoucich za sebou v obdobi Sesti dnli. Kazdy vzorek byl na
kazdém pracovisti testovan Sestkrat s vyslednymi 18 datovymi body na kazdy vzorek.

U v8ech vzorkl na vSech tfech pracovistich byla prokazana 100% spravnost pfifazeni mutaci.
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Linearita

Sadu QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Ize pouzit k izolovani DNA z riznych typu tkani. Podle
pozadavkl zakaznika je nutné stanovit linearni rozsah a validovat jej pro konkrétni pouziti. U
riznych typd tkani se predpokladaji rdzné linearni rozsahy v zavislosti na mnoZzstvi a

charakteristikach tkané viozené do systému.

Interferujici latky

Sadu QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Ize pouzit kizolovani DNA zrGznych typl tkani.
Potencialné interferujici latky mohou pochazet z rliznych zdrojd, napf. z pfirozenych metabolitd
specifickych pro dany typ tkané a organ, metabolitl produkovanych za patogennich podminek,
latek zavedenych pfi 1éEbé pacienta nebo latek, které pacient zkonzumoval. Vzhledem ke
sloZitosti potencialné interferujicich latek a rizné citlivosti konkrétnich navazujicich aplikaci
doporu€ujeme, aby uzivatelé posoudili ucinek interferujicich latek ve svych systémech a
validovali metodu kontroly interference v konkrétni navazujici diagnostické aplikaci.

Dalsi informace o interferujicich latkach v konkrétnich navazujicich aplikacich QIAGEN
naleznete v pfiru¢kach k sadam.

Zkrizena kontaminace

K posouzeni urovné zkfizené kontaminace byly pouzity dvé bunééné linie FFPE vzork( NSCLC:
vzorek divokého kmene a vzorek bunécné linie FFPE s mutaci L858R na 21. exonu. Cilem
studie bylo napodobit situaci, kdy by vzorky obsahujici vysoky stupefi mutace mohly béhem
extrakce zkfizené kontaminovat jiné vzorky. Byla provedena purifikace DNA za u¢elem Celenze
postupu purifikaci DNA ze vzork(l s mutaci L858R umisténych vedle vzork( divokého kmene s
pouzitim jedné SarZze reagencii. Zkfizena kontaminace byla posouzena pomoci sady
therascreen® EGFR RGQ PCR. Z vysledkt vyplyva, ze v celém systému nedoslo k zadné

zkfizené kontaminaci.

Funkéni charakteristiky eluatu QlIAamp DSP DNA FFPE DNA v testu
Pyrosequencing®

DNA izolovana z tkané FFPE byla zfedéna na koncentraci DNA 2 ng/ul pro analyzu pomoci
testu therascreen EGFR Pyro. Ve vSech cyklech pouzitych ke stanoveni funk&nich
charakteristik byl signal u v8ech kodonl vétsi nez 30 RLU (relativnich svételnych jednotek)

a vSechny vzorky mély spravny lékafsky vysledek analyzy mutace.
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Stabilita eluatt

Stabilita eluatd bude zaviset na obsahu a druhu soubé&zné odstrariovanych necistot (podle typu
tkané), na eluénim objemu a podminkach skladovani. Doporu¢ujeme, aby si uzivatelé stanovili

stabilitu eluatd podle svych konkrétnich pozadavka.

Jestlize se sada pouziva ve spojeni s navazujici aplikaci QIAGEN, pfectéte si ndvod v pfislusné

pfiruc¢ce k sadé.

Aktualni licenéni informace a odmitnuti odpovédnosti specificka pro vyrobek jsou uvedeny
v piislugné pfirucce pro sadu QIAGEN® nebo v pfiru¢ce uzivatele. Pfiru¢ky k sadam QIAGEN a
uzivatelské pfirucky jsou k dispozici na strankach www.giagen.com nebo si je Ize vyzadat od

technickych sluzeb spole¢nosti QIAGEN nebo mistniho distributora.
Ochranné znamky: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIlAamp®, QuantiTect®, Pyrosequencing®, Rotor-Gene®, therascreen® (skupina QIAGEN); SYBR® (Thermo Fisher Scientific Inc).
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