Charakterystyka dziatania zestawu

Zestaw QIAamp® DSP DNA FFPE Tissue, wersja 1 60404
Zarzgdzanie wersjami

Niniejszy dokument to charakterystyka dziatania zestawu: zestaw QlAamp DSP DNA FFPE
Tissue, wersja 1, R3.

CE A Przed wykonaniem testu nalezy sprawdzi¢, czy na stronie

www.giagen.com/HB-0414 sg dostepne nowe wydania

dokumentacji w formie elektronicznej. Aktualno$¢ wydania mozna
okresli¢ po dacie (format: miesigc/rok).

Dalsza analiza

Wyeluowany genomowy DNA jest gotowy do wykorzystania w réznych dalszych testach, w tym
w wielu dalszych testach diagnostycznych in vitro. Wiecej informacji o dziataniu okreslonego

systemu mozna znalez¢ w instrukcji obstugi odpowiedniego zestawu QIAGEN.

Uzysk oczyszczonego DNA

Probki utrwalone w formalinie i zatopione w parafinie (formalin-fixed paraffin-embedded, FFPE)
mogg wykazywac wysoki stopien niejednorodnosci tkanek. Ponadto w prébkach FFPE wystepuje
duza zmienno$¢ pola powierzchni tkanki, co przekfada sie na réznice w ilosci wyekstrahowanego
DNA. Dlatego uzytkownik powinien zoptymalizowa¢ liczbe, grubos$c¢ i pole powierzchni skrawkow z

uwzglednieniem oczekiwanej wielkosci prébki i procedur uzywanych w swoim laboratorium.

Jesli zestaw uzywany jest razem z produktem QIAGEN do dalszej analizy, nalezy zapoznac sie

z informacjami zamieszczonymi w odpowiedniej instrukcji obstugi.

Niedostateczne odwodnienie tkanki podczas przygotowywania skrawkéw tkankowych FFPE,
umieszczenie zbyt duzej ilosci parafiny razem z prébkg w probéwce do ekstrakgji, stosowanie

etanolu o stopniu oczyszczenia nizszym od zalecanego (nieprzeznaczonego do stosowania w
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biologii molekularnej) lub pozostawienie ksylenu badz etanolu w prébce moze doprowadzi¢ do

nieoptymalnego przebiegu ekstrakcji i uzyskania matej ilosci DNA.

Powtarzalnos¢

Powtarzalno$¢ oceniano przy uzyciu preparatow FFPE szesciu linii komérkowych uzyskanych z
komérek ludzkich utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie. Probki testowano przy
uzyciu mieszaniny mastermix QuantiTect® SYBR® Green i primeréw specyficznych dla genu
B-aktyny w aparacie Rotor-Gene® Q do tancuchowej reakcji polimerazy (polymerase chain
reaction, PCR) w czasie rzeczywistym. Reakcje PCR przeprowadzono dla dwéch fragmentéw
ludzkiego genu B-aktyny: o wielko$ci 174 bp i 218 bp.

Do analizy statystycznej wykorzystano po 72 punkty danych z kazdego fragmentu. Analiza
statystyczna obejmowata obliczenie odchylenia standardowego (standard deviation, SD) oraz
goérnej i dolnej granicy 95-procentowego przedziatu ufnosci. Zmiennos$¢ oszacowano przy uzyciu
analizy skladowych warianc;ji jako odchylenie standardowe dla fragmentu o wielkosci 218 bp (SD:
0,342 Cr; dolna granica 95-procentowego przedziatu ufnosci: 0,291; gdérna granica
95-procentowego przedziatu ufnosci: 0,413). Warto$¢ te mozna wykorzysta¢ jako oszacowanie
powtarzalnosci procesu ekstrakcji. Zmienno$¢ oszacowana dla fragmentu o wielkosci 174 bp
wyniosta 0,258 Cr; dolna granica 95-procentowego przedziatu ufnosci: 0,220; gérna granica 95-

procentowego przedziatu ufnosci: 0,312.

Odtwarzalnos¢

Ocene odtwarzalno$ci przeprowadzono w trzech laboratoriach przy uzyciu trzech klinicznych
prébek FFPE zawierajgcych tkanke niedrobnokomérkowego raka ptuca (non-small cell lung
cancer, NSCLC): jednej prébki z delecjg 6223, jednej probki z mutacjg L858R i jednej probki
preparatu typu dzikiego (wild-type, WT). Kliniczne prébki FFPE wybierano na podstawie ich
znanego statusu mutacji okreslonego metodg Sangera.

Dla kazdej ze zmutowanych prébek FFPE sposréd 48 kolejnych skrawkow FFPE wybrano losowo
pary do wykorzystania w ekstrakcji, a nastepnie pary te podzielono na trzy partie, po jednej na
kazdy osrodek biorgcy udziat w tescie.

W kazdym osrodku przeprowadzono ekstrakcje w duplikatach. Kazdy osrodek korzystat przy
ekstrakcji z jednej, unikatowej partii zestawu QIAamp FFPE DNA DSP. Oceny probek i mutacji
we wszystkich trzech osrodkach dokonano przy uzyciu zestawu therascreen EGFR RGQ PCR.
Prébki testowano w trzech nienastepujgcych po sobie dniach w okresie szesciu dni. Kazda probke

testowano sze$¢ razy w kazdym osrodku, uzyskujgc fgcznie 18 punktéw danych z kazdej prébki.
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We wszystkich prébkach i wszystkich trzech osrodkach w 100% prawidtowo wykryto mutacje.
Liniowosc¢

Zestaw QlAamp DSP DNA FFPE Tissue moze by¢ uzywany do izolowania DNA z r6znych typow
tkanek. Nalezy wyznaczy¢ zakres liniowosci zgodnie z wymaganiami klienta i poddaé¢ go
procesowi walidacji w konkretnym zastosowaniu. Dla r6znych typéw tkanek oczekuje sie ré6znych

zakresow liniowosci, w zaleznosci od ilosci tkanki analizowanej w systemie i jej charakterystyki.

Substancje zaktocajgce

Zestaw QIAamp DSP DNA FFPE Tissue moze by¢ uzywany do izolowania DNA z réznych typow
tkanek. Substancje potencjalnie zaktdcajgce moga pochodzi¢ z réznych zrodet, np. mogag to by¢
naturalne metabolity charakterystyczne dla typu tkanki i narzadu, metabolity wytwarzane w
stanach patologicznych, substancje wprowadzone w toku leczenia pacjenta lub substancje
spozyte przez pacjenta. Ze wzgledu na ztozonos$¢ substancji potencjalnie zaktdcajgcych i réznice
w czutosci dalszych testow zalecamy, by uzytkownicy oceniali wptyw substancji zaktécajacych w
swoich witasnych systemach i poddali procesowi walidacji metode ograniczania zaktdcen w
konkretnym dalszym zastosowaniu diagnostycznym.

Wiecej informacji na temat substancji zakidcajgcych w konkretnych dalszych zastosowaniach

produktéw QIAGEN mozna znalez¢ w instrukcjach obstugi odpowiednich zestawow.

Zanieczyszczenie krzyzowe

Do oceny zanieczyszczenia krzyzowego uzyto dwoch prébek FFPE linii komérkowej raka
NSCLC: typu dzikiego i probki FFPE linii komorkowej zawierajgcej mutacje L858R w eksonie 21.
W badaniu prébowano zasymulowa¢ sytuacje, w ktérej prébki o wysokim poziomie mutacji
mogtyby zanieczysci¢ krzyzowo inne prébki podczas procedury ekstrakcji. Aby stworzyc
potencjalne warunki do zanieczyszczenia, przy uzyciu jednej partii odczynnikéw przeprowadzono
oczyszczenie DNA z prébek z mutacjg L858R umieszczonych obok probek typu dzikiego.
Zanieczyszczenie krzyzowe oceniano przy uzyciu zestawu therascreen® EGFR RGQ PCR.

Wyniki wykazaty, ze w calym systemie nie doszto do zanieczyszczenia krzyzowego.
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Charakterystyka zachowania eluatu DNA uzyskanego przy uzyciu
zestawu QlAamp DSP DNA FFPE w procedurze Pyrosequencing®

DNA wyizolowany z preparatéw tkankowych FFPE rozcienczono do stezenia DNA 2 ng/pl i
poddano analizie testem therascreen EGFR Pyro Assay. We wszystkich testach, na podstawie
ktérych wyznaczano charakterystyke zachowania, sygnat przekraczat 30 wzglednych jednostek
Swietlnych (relative light units, RLU) dla wszystkich kodondw, a ze wszystkich probek uzyskano

prawidtowy wynik medyczny analizy mutacji.

Stabilnos¢ eluatu

Stabilnos¢ eluatu zaleze¢ bedzie od ilosci i rodzaju zanieczyszczen pozostatych po wymyciu (w
odniesieniu do typu tkanki), objeto$ci wymywania i warunkéw przechowywania. Zalecamy, aby
uzytkownicy okreslili stabilno$¢ eluatu w warunkach zgodnych z wktasnymi wymaganiami.

Jesli opisywany tutaj zestaw uzywany jest razem z produktem QIAGEN do dalszej analizy, nalezy

zapoznac sie z informacjami zamieszczonymi w instrukcji obstugi odpowiedniego zestawu.

Aktualne informacje licencyjne oraz wylgczenia odpowiedzialnosci dla poszczegdlnych
produktow znajdujg sie w odpowiedniej instrukcji obstugi lub podreczniku uzytkownika zestawu
QIAGEN®. Instrukcje obstugi lub podreczniki uzytkownika zestawu QIAGEN sg dostepne w
witrynie www.giagen.com. Mozna je takze zamowié w serwisie lub u lokalnego dystrybutora
firmy QIAGEN.

Znaki towarowe: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp®, QuantiTect®, Pyrosequencing®, Rotor-Gene®, therascreen® (grupa QIAGEN); SYBR® (Thermo Fisher Scientific Inc).
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