Teljesitmenyjellemzdk

QIAamp® DSP DNA FFPE Tissue kit, 1. verzio 60404

Verziokezelés

A jelen dokumentum a QlAamp DSP DNA FFPE Tissue kit teljesitményjellemzdit tartalmazza;
1. verzio, R3.

ce A A tesz elvégzése elétt a www.giagen.com/HB-0414 cimen

ellenérizze, nincs-e Uj, atdolgozott elektronikus dokumentacio.

Az aktualis atdolgozasi éllapotot a kibocsatas datuma jelzi
(h6énap/év formatumban).

Tovabbi (downstream) elemzések

Az eludlt genomialis DNS azonnal felhasznalhaté tovabbi kiilénb6zé tesztekben, beleértve a
tovabbi kulénféle invitro diagnosztikai teszteket. Az adott rendszerek teljesitményével

kapcsolatos tovabbi informaciokat a megfeleld QIAGEN kit kézikonyve tartalmazza.
A tisztitott DNS hozama

A formalinban fixalt, paraffinba agyazott (formalin-fixed paraffin-embedded, FFPE) mintaknal
nagy mértékl lehet a széveti heterogenitas. Az FFPE mintakban a szovetek teriilete is nagyon
valtoz6, és ennek eredményeként a kivont DNS mennyisége is eltéré. Eppen ezért a
felhasznalonak a vizsgalt mintdhoz és a laboratériumban hasznalt eljarasokhoz kell
optimalizalnia a metszetek szamat, vastagsagat és teriletét.

A kit tovabbi (downstream) QIAGEN alkalmazashoz val6 hasznalata esetében az Utmutatast a
vonatkozé kézikényvben talélja.

Ha az FFPE szdvetminta el6készitése soran nem medfeleld a szovet dehidratalasa, ha a mintaval
egyutt tul sok paraffin kerll az extrahalécsébe, ha a hasznalt etanol nem az ajanlott tisztasagu
(nem molekularis biolégiai munkahoz alkalmas min&ségil), vagy ha a mintaban xilol vagy etanol
marad vissza, az extrakcid az optimalisnal gyengébb, a DNS mennyisége pedig kevés lesz.
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Megismételhet6seg

A megismételhetéség kiértékeléséhez formalinban fixalt, paraffinba agyazott human sejtekbdl
|étrehozott hat FFPE sejtvonalat hasznaltunk. A mintakat QuantiTect® SYBR® Green mastermix
és pB-aktin génspecifikus primerekkel vizsgaltuk, Rotor-Gene® Q real-time PCR cycler
késziléket hasznalva. A PCR reakcidkat humén B-aktin gén 174 bp és 218 bp hosszisagu
fragmentuman végeztik.

A statisztikai elemzéshez mindegyik fragmentumméretnél 72 adatpontot hasznaltunk.
A statisztikai elemzés keretében kiszamoltuk a szérast (standard deviation, SD), valamint a
95%-0s konfidenciaintervallum felsé és als6 hatarat. Az eltérést varianciakomponens-
elemzéssel allapitottuk meg, a 218 bp hosszlsagu fragmentum szdérasadban megadva (SD:
0,342 CT; a 95%-0s konfidenciaintervallum alsé hatara: 0,291; a 95%-os konfidenciaintervallum
fels6 hatara: 0,413). Ez alapjan megallapithaté az extrakcidés folyamat megismételhetésége.
A 174 bp hosszusagu fragmentumra kapott eltérés: 0,258 Cr; a 95%-0s konfidenciaintervallum

als6 hatara: 0,220; a 95%-os konfidenciaintervallum fels6 hatara: 0,312.

Reprodukalhatésag

A reprodukalhatésag értékelése harom laboratérium bevonasaval tortént, harom, nem-kissejtes
tidérakos (non-small cell lung cancer, NSCLC) szdvetet tartalmaz6 klinikai FFPE mintat
hasznalva, amelyek kozott volt egy 6223 deléciés mutaciét hordozd, egy L858R mutaciét
hordoz6 és egy vad tipus (wild-type, WT). A klinikai FFPE mintdkat a Sanger-féle
szekvenalassal meghatarozott mutacios allapotuk alapjan valasztottuk ki.

Mindegyik mutans klinikai FFPE minta esetében 48 szekvencidlis FFPE metszetet parositottunk
randomizalt médon az extrakci6hoz, majd a parokat harom, vizsgaléhelyenként egy-egy
csoportba osztottuk.

Az extrakciokat mindegyik vizsgdlati helyen kétszer végzeték el. Mindegyik vizsgaldhely a
QlAamp DSP DNA FFPE kit egy meghatarozott tételét hasznalta az extrakciéhoz. A mintak és a
mutacié kiértékeléséhez mindharom vizsgalohelyen a therascreen EGFR RGQ PCR kitet
hasznaltak. A mintdkat egy hatnapos idészak alatt, harom nem egymast kdvetd napon
vizsgaltak. Mindegyik vizsgaldhelyen hatszor vizsgaltak minden egyes mintat, mintanként ily
maddon 18 adatpontot nyerve.

Mindharom vizsgalohelyen és minden minta esetében 100%-ban helyesen mutattak ki a
mutéciot.
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Linearitas

A QIAamp DSP DNA FFPE Tissue kit DNS kiilénb6z6 tipusu szévetekbdl valo izolalaséra szolgal.
A felhasznaldi kdvetelmények szerint meg kell allapitani egy linearis tartomanyt, és azt az adott
hasznalathoz kell validalni. A kiloénb6zd szdvettipusokhoz kiilonb6zd lineéris tartomanyok
varhatok; a tartomanyok a rendszerbe betdltétt szovettdl és a szovet jellemzéitél fliggenek.

Zavar0 anyagok

A QlAamp DSP DNA FFPE Tissue kit DNS kiilénb6z6 tipusu szovetekbdl valod izolalasara
szolgal. A potencidlisan zavaré anyagok forrasai kilonbdzéek lehetnek, példaul az adott
szovettipusra és szervre jellemzd természetes metabolitok, patoldgias korllmények kodzott
termelt metabolitok, a beteg kezelése soran bevitt anyagok vagy a beteg altal lenyelt anyagok.
A potencidlisan zavard anyagok komplexitdsa és az adott tovabbi alkalmazasok eltéré
érzékenysége miatt azt javasoljuk, hogy a felhasznalék sajat rendszeriikre vonatkozdan
értékeljék ki a zavard anyagok hatasat, és validaljak a sajat tovabbi diagnosztikai alkalmazasuk

esetében a zavaré hatas csokkentésére alkalmazott médszert.

A tovabbi egyes QIAGEN alkalmazasokra vonatkozé zavaré anyagokkal kapcsolatos b&vebb
informaciodkat a kitek kézikényve tartalmazza.

Keresztszennyez6dés

A keresztszennyez6dések szintjének kiértékeléséhez két NSCLC FFPE sejtvonalmintat
hasznaltunk: vad tipust és az exon 21 L858R mutaciét hordozé FFPE sejtvonalmintat. A
vizsgalat célja olyan helyzet szimulalasa, amelyben az extrakcios eljaras soran az erés mutaciot
tartalmazé mintdk és mas mintak kozott keresztszennyezddés Iéphet fel. Az eljaras probajaként
a DNS-tisztitast a kovetkez6képpen végeztik: a vad tipusd mintak mellé helyezett L858R
mutans mintdkbol egy reagenstételt hasznalva tisztitottunk DNS-t. A keresztszennyez&dés
kiértékeléséhez a therascreen® EGFR RGQ PCR kitet hasznaltuk. Az eredmények a telies

rendszeren belll a keresztszennyez6dés hianyat mutattak.

A QlAamp DSP DNA FFPE DNS eluatum teljesitménye
a Pyrosequencing® alkalmazasban

Az FFPE szdvetbdl izolalt DNS-t 2 ng/ul DNS-koncentraciora higitottuk a therascreen EGFR
Pyro teszttel végzett elemzéshez. A kapott jel a teljesitményjellemz&k meghatarozasahoz
hasznalt valamennyi mérésnél 30 RLU (relativ fényegység) felett volt az 6sszes kodonnal, és a
mutaciéelemzés minden minta esetében sikeres volt (pontos orvosi eredményt adott).
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Az eluatum stabilitasa

Az eluatum stabilitdsa az egyitt tisztitott (szdvettipushoz kapcsol6dd) szennyezék tartalmatdl
és tipusatol, az eluatum térfogatatdl és a tarolasi koriilményektdl fligg. Azt javasoljuk, hogy a
felhasznalok sajat specialis kovetelményeik szerint allapitsak meg az eluatum stabilitasat.

A kit tovabbi QIAGEN alkalmazashoz valé hasznalata esetében az utmutatadst a megfeleld kit
kézikdnyvében taldlja.

A licenccel kapcsolatos legfrissebb informéaciok és a termékspecifikus jogi nyilatkozatok a
megfelel6 QIAGEN® kit kézikdnyvében vagy felhasznaléi Gtmutatdjaban talalhatok. A QIAGEN
kitek kézikényvei és felhasznal6i Gtmutatéi a www.giagen.com webhelyen érhetdk el, vagy a

QIAGEN Miszaki ligyfélszolgalattdl vagy a teriletileg illetékes forgalmazétol szerezhetdk be.
Védjegyek: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, QuantiTect®, Pyrosequencing®, Rotor-Gene®, therascreen® (QIAGEN Csoport); SYBR® (Thermo Fisher Scientific Inc).
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