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Obecny uvod
Sady QIAsymphony DSP DNA Kit jsou ur€eny k pouziti spolu s pfistrojem QIAsymphony SP.

Sady QIAsymphony DSP DNA Mini Kit poskytuji reagencie pro automatizovanou purifikaci celkové DNA z lidské pIné krve, vrstvy buffy
coat, tkani a vzorkd tkani fixovanych formalinem a zalitych parafinem (Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded FFPE), jakoZ i virové DNA z
lidské pIné krve. Sady QIAsymphony DSP DNA Midi Kits poskytuji reagencie pro automatickou purifikaci celkové DNA z lidské pIné krve
a vrstvy buffy coat. Charakteristiky funk&nich vlastnosti pro kazdou zkumavku pro odbér krve nebo typ tkané vSak nebyly stanoveny a

musi byt ovéfeny uzivatelem.

Technologie magnetickych ¢astic umozriuje purifikaci vysoce kvalitnich nukleovych kyselin, které neobsahuiji bilkoviny, nukleazy ani jiné
necistoty. Purifikované nukleové kyseliny jsou pfipraveny k pfimému pouZiti v naslednych aplikacich, jako jsou amplifika¢ni reakce (PCR).

QIAsymphony SP provadi vSechny kroky postupu purifikace. V jednom cyklu se zpracovava az 96 vzorkl v Sarzich az po 24 vzorcich.

V nasledujicim textu jsou uvedeny vybrané tdaje o vykonu pro rtizné aplikace.
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Charakteristika funkcnich viastnosti

Poznamka: Charakteristiky funk&nich vlastnosti jsou velmi zavislé na rdznych faktorech a souviseji s konkrétni naslednou aplikaci. Byly
stanoveny pro sady QIAsymphony DSP DNA Mini a Midi Kit ve spojeni s pfikladnymi naslednymi aplikacemi. Metody izolace nukleovych
kyselin z biologickych vzork( se v§ak pouzivaji jako predstupen pro fadu navazujicich aplikaci. Pro kazdy takovy pracovni postup je
tfeba v ramci vyvoje navazujici aplikace stanovit vykonnostni parametry, jako je kfizova kontaminace nebo pfesnost béhu. Proto je

povinnosti uzivatele ovéfit cely pracovni postup a stanovit vhodné vykonnostni parametry.

Zakladni funkce a kompatibilita s rlznymi navazujicimi aplikacemi
DNA krev a vrstva buffy coat
Vytéznost DNA

Z&kladni funkce sady QIAsymphony DSP DNA Mini Kit byla hodnocena s pouzitim rGznych zkumavek a antikoagulantd a také Cerstvé a
zmrazené lidské plné krve. PIna krev byla odebrana 3 zdravym darcim (po&et bilych krvinek [WBC] 4,0 az 11,0 x 108 bunék/ml) do 3 rtznych
typt zkumavek: EDTA, 10 ml BD™ Vacutainer® 16 x 100 mm (K2-EDTA); citrat, 2,7 ml Sarstedt® S-Monovette® 9NC Tube 13 x 75 mm
(citrat); heparin, 7,5 ml Sarstedt S-Monovette 15 x 92 mm (Li-Heparin). Krev byla pouzita bud Cerstva (uchovavana pfi 2-8 °C), nebo
zmrazena (uchovavana pfii —20 °C). Genomicka DNA byla purifikovana z 200 pl vzork se 4 replikaty na darce a typ zkumavky pomoci sady
QIAsymphony DSP DNA Mini Kit a protokolu DNA Blood 200 DSP s eluénim objemem 200 pl. Vytéznost a Cistota DNA byly stanoveny

pomoci spektroskopické analyzy (obrazek 1).
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Obrazek 1. Vytéznost a Cistota DNA pfi pouziti riznych zkumavek pro odbér vzorka a antikoagulantd s ¢erstvou a zmrazenou lidskou plnou krvi. A VytéZnost DNA,
Use&ky znazorfiuji absolutni vytéznost DNA se smérodatnou odchylkou. B Cistota DNA, usecky ukazuji istotu DNA se smérodatnou odchylkou.

Navod k pouziti sady QIAsymphony DSP DNA Kit (charakteristiky funk&nich viastnosti) 06/2022 3



Integrita DNA

Produkty PCR dlouhého dosahu (5 kb) byly amplifikovany pomoci analyzy LongRange PCR (obrazek 2).

)
M PC PC NC NC

Obrazek 2. Integrita DNA testovana pomoci PCR s dlouhym dosahem. M, QIAGEN GelPilot 1 kb Plus Ladder. A PIna krev byla odebrana 4 zdravym darcum (D) do
zkumavek BD K2E. Genomicka DNA pro tzv. long-range PCR (amplifikace dlouhych usekd DNA) byla purifikovana z 200 pl alikvotd ve tfech replikatech pomoci sady
QlAsymphony DSP DNA Mini Kit a protokolu Blood 200 DSP s elu¢nim objemem 200 pl. D1, darce 1; D2, darce 2; D3, darce 3; D4, darce 4 B PIna krev byla odebrana

3 zdravym darcim do zkumavek BD K2E a byl pfipraven tzv. buffy coat. Genomicka DNA byla purifikovana z 200 pl alikvott v Sesti replikatech pomoci sady QIAsymphony
DSP DNA Mini Kit a protokolu Buffy Coat 200 DSP s elu¢nim objemem 200 pl. D1, darce 1; D2, darce 2; D3, darce 3. C kontroly: PC = pozitivni kontrola; NC = negativni
kontrola.

Korelace vytéznosti DNA s poétem WBC

Vykon pro aplikace QlAsymphony DSP DNA Blood a buffy coat byl hodnocen pomoci vzorkl krve a buffy coat s 6 riznymi pocty WBC
pro kazdy typ vzorku. U plné krve se potet WBC pohyboval od 4 x 108 bunék/ml do 11,6 x 108 bunék/ml a u buffy coat od 2,2 x 107
bunék/ml do 5,6 x 107 bunék/ml. VytéZnost DNA byla stanovena spektroskopickou analyzou a vynesena do grafu v zavislosti na poctu
WBC (obrazek 3).
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Obrazek 3. Korelace vytéznosti DNA s poétem WBC. A Genomicka DNA byla purifikovana z 1 ml pIné lidské krve pomoci sady QlIAsymphony DSP DNA Midi Kit a
protokolu Blood 1000 DSP s eluénim objemem 500 ul. Useéky znézorfiuji absolutni vyt&Znost DNA se smérodatnou odchylkou. B Genomicka DNA byla purifikovana ze
400 pl vrstvy buffy coat pomoci sady QIAsymphony DSP DNA Midi Kit a protokolu Buffy Coat 400 DSP s eluénim objemem 400 pl. Usegky znazorfuji absolutni vyt&Znost
DNA se smérodatnou odchylkou.

Krev s viry

Studie miry zasahu byly provedeny nafedénim pfedem kvantifikovaného standardniho materialu CMV WHO v CMV negativni lidské pIné

krvi. U vzorku s virovou nalozi 90 IU CMV na mililitr byla zjiSténa 100% mira detekce (tabulka 1).

Tabulka 1. Citlivost aplikace QlAsymphony DSP Virus Blood

CMV (IU/ml) Replikaty Zasahy Zasah (%)
350 18 18 100,00
230 32 32 100,00
115 31 31 100,00

90 32 32 100,00
60 30 24 80,00
30 30 15 50,00
15 30 10 33,33
6 21 5 23,81
2 21 2 9,52
0 15 0 0,00

Lidska pIna krev byla odebrana jednomu zdravému CMV negativnimu darci do zkumavek BD K2E a byla doplnéna standardnim materiadlem CMV WHO s pouzitim rdznych
titrGi. Virova DNA byla purifikovana pomoci sady QlIAsymphony DSP DNA Mini Kit a protokolu Virus blood 200 DSP s eluénim objemem 60 pl. Eluaty byly analyzovany
pomoci analyzy CMV real-time PCR.

Navod k pouziti sady QIAsymphony DSP DNA Kit (charakteristiky funk&nich viastnosti) 06/2022 5



Tkéané a tkané FFPE

Vytéznost DNA

Vykonnost aplikace QIAsymphony DSP DNA tkané FFPE byla hodnocena pomoci 6 replikatd 1—4, 10 um, FFPE Fezl Cerstvé nafezané
lidské sleziny. Extrakce DNA byla provedena pomoci sady QIAsymphony DSP DNA Mini Kit ve spojeni s protokolem DSP pro nizky
obsah tkané. Deparafinizace a lyza byly provedeny metodou pfedbézné Upravy xylenem a etanolem. DNA byla eluovana v 50 pl elu¢niho

pufru a vytéznost DNA byla stanovena spektroskopickou analyzou (obrazek 4).

Vytéznost DNA (ug)
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Obrazek 4. Korelace vytéznosti DNA s poétem fezil tkané FFPE. Sest replikatt 1—4, 10 um, FFPE tkafovych Fezu lidské sleziny bylo deparafinovano preddpravou
xylenem/etanolem. Extrakce DNA byla provedena v pfistroji QlIAsymphony SP pomoci sady QIAsymphony DSP DNA Mini Kit ve spojeni s protokolem DSP pro nizky obsah
tkani a eluénim objemem 50 pl.

Analyza mutaéniho stavu biomarker pomoci real-time PCR

Analyza mutaéniho stavu biomarkerd byla provedena pomoci DNA extrahované z FFPE fezu lidského tlustého stfeva a DNA extrahované

ze vzorkU lidské plicni tkané.

Pro extrakci DNA ze vzorkl tkané FFPE byly pouzity 3 x 10 um fezy lidského tlustého stfeva pro pfipravu vzorkd. Extrakce DNA byla
provedena pomoci deparafinizacniho roztoku Deparaffinization Solution v ramci pfedbézné pripravy a protokolu DSP pro nizky obsah
tkané ve spojeni se 100 pl eluéniho objemu. Mutaéni analyza biomarkeru KRAS byla provedena pomoci analyzy PCR v realném Case
pro detekci KRAS v souladu s pfiruc¢kou k analyze. Hodnoty Ct kontrolni analyzy byly v definovaném rozmezi a analyza detekce mutace
odhalila aminokyselinovou substituci v kodonu 12, coz se projevilo hodnotou ACT 4,17, cozZ je pod definovanou mezni hodnotou 8 pro
detekci mutace 12SER (tabulka 2).
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Tabulka 2. Vysledky muta¢ni analyzy biomarkerti KRAS ve tkani FFPE

Vzorek Reakce Cilova Cr Interni kontrolni Cr ACT*
Beztemplatova kontrola Kontrola 0,00 32,75 -
12ALA 0,00 32,65 -
12ASP 0,00 32,69 -
12ARG 0,00 32,86 -
12CYS 0,00 32,35 -
12SER 0,00 32,76 -
12VAL 0,00 32,41 -
13ASP 0,00 32,26 -
Standard Kontrola 25,95 32,73 -
12ALA 26,39 32,29 0,44
12ASP 26,54 32,15 0,59
12ARG 26,35 32,14 0,40
12CYS 26,31 32,47 0,36
12SER 26,50 32,34 0,55
12VAL 25,80 31,92 -0,15
13ASP 27,09 32,54 1,14
Tkan FFPE (lidskeé tlusté stfevo) Kontrola 24,94 31,98 -
12ALA nezjisténo 32,42 -
12ASP nezjisténo 32,73 -
12ARG nezjisténo 33,05 -
12CYS nezjisténo 32,74 -
12SER 29,11 32,34 4,17
12VAL nezjisténo 32,81 -
13ASP nezjisténo 33,20 -

* ACt =M Cr — C Cr, kde M znamena mutaci a C znamena kontrolu; n.z., nezjisténo.

Extrakce DNA ze zmrazenych vzorkl tkané: pro pfipravu vzorku bylo pouzito 25 mg tkané lidskych plic s vyuzitim protokolu DSP pro
vysoky obsah tkané a 200 pl eluéniho objemu. Muta¢ni analyza biomarkeru EGFR byla provedena pomoci analyzy PCR v redlném Case
pro EGFR. Analyza kontroly a detekce mutaci byla provedena podle popisu v pfiru¢ce analyzy . Vysledky odhalily deleci v genu EGFR,
coz dokazuje hodnota ACt 2,47, ktera je nizSi nez definovana mezni hodnota 12 pro detekci mutace (tabulka 3).

Tabulka 3. Vysledky muta¢ni analyzy biomarkertl EGFR ve zmrazené tkani

Vzorek Reakce Cilova Cr Interni kontrolni Cr ACt*
Beztemplatova kontrola Kontrola 0,00 31,71 -
T790M 0,00 32,36 -
Delece 0,00 31,75 -
L858R 0,00 32,05 -
L861Q 0,00 31,77 -
G719X 0,00 31,68 -
S768l 0,00 32,25 -
Ins 0,00 31,84 -
Standard Kontrola 28,78 31,05 -
T790M 30,08 31,13 1,30
Delece 28,23 31,19 -0,55
L858R 27,58 30,83 -1,20
L861Q 27,80 30,86 -0,98
G719X 27,80 30,90 -0,98
S768I 29,28 31,41 0,50
Ins 28,00 31,64 -0,78
Tkan (lidské plice) Kontrola 25,76 31,23 -
T790M nezjisténo 31,99 -
Delece 28,23 30,99 2,47
L858R nezjisténo 31,33 -
L861Q nezjisténo 31,98 -
G719X nezjisténo 32,06 -
S768I nezjisténo 31,88 -
Ins nezjisténo 31,62 -

* ACt =M Ct — C Cr, kde M znamena mutaci a C znamena kontrolu; n.z., nezjisténo.
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Opakovatelnost a reprodukovatelnost

Krevni DNA

Extrakce DNA byla provedena s vyuzitim protokolu Blood 200 DSP s elu¢nim objemem 200 ul. Opakovatelnost byla hodnocena jednim
operatorem, ktery provedl 3 nezavislé série (po 96 vzorcich) ve 3 raznych dnech, pficemz kazda série se skladala ze 4 Sarzi po
24 vzorcich (tabulka 4 a tabulka 5).

Reprodukovatelnost byla hodnocena provedenim 3 nezavislych sérii (po 96 vzorcich) ve 3 riiznych dnech 3 riznymi operatory na riznych
pristrojich QIAsymphony SP, pfi¢emz kazda série se skladala ze 4 Sarzi po 24 vzorcich (tabulka 6 a tabulka 7).

Tabulka 4. Vysledky hodnoceni opakovatelnosti

Primérna vytéznost

Cyklus Sarze n SsD cv
Y DNA (ug)
1 1 24 5,32 0,22 4,22
2 24 4,90 0,22 4,54
3 24 4,95 0,21 4,26
4 24 5,05 0,18 3,60
2 1 24 5,17 0,30 5,84
2 24 4,90 0,15 3,14
3 24 4,82 0,20 4,13
4 24 4,87 0,17 3,52
3 1 24 5,11 0,17 3,33
2 24 4,84 0,24 4,91
3 24 4,87 0,16 3,38
4 24 4,78 0,16 3,38
Celkem - 288 4,96 - -
n, pocet replikatt; SD, smérodatna odchylka; CV, variaéni koeficient.
Tabulka 5. Udaje o pfesnosti pro hodnoceni opakovatelnosti
SD CcVv
Srovnani $arzi v ramci stejného béhu 0,25 4,95
Celkova presnost pfi opakovani 0,26 5,18

SD, smérodatna odchylka; CV, variaéni koeficient.
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Tabulka 6. Vysledky hodnoceni reprodukovatelnosti

Primérna vytéznost

Cyklus Sarze n SD cv
Y DNA (ug)
1 1 24 5,32 0,22 4,22
2 24 4,90 0,22 4,54
3 24 4,95 0,21 4,26
4 24 5,05 0,18 3,60
2 1 24 573 0,22 3,81
2 24 5,56 0,26 4,63
3 24 5,40 0,20 3,63
4 24 5,46 0,21 3,89
3 1 24 5,73 0,26 4,62
2 24 5,54 0,24 4,40
3 24 5,41 0,18 3,34
4 24 5,49 0,17 3,16
Celkem - 288 5,38 - -
n, pocet replikat(; SD, smérodatna odchylka; CV, variacni koeficient.
Tabulka 7. Udaje o presnosti pro hodnoceni reprodukovatelnosti
SD cv
Srovnani $arzi v rdmci stejného béhu 0,25 4,73
Celkova presnost pfi opakovani 0,38 7,03

SD, smérodatna odchylka; CV, varia¢ni koeficient.

Srovnavaci vykon

Krev DNA

Byla analyzovana vykonnost krevniho systému QIAsymphony DSP DNA ve srovnani s krevnim systémem EZ1® DSP DNA a manualnim
postupem pripravy sady QlAamp® DNA Blood Mini Kit. DNA byla purifikovana z rtznych krevnich vzork(l a analyzovana na vytéznost
DNA (obrazek 5).

Vytéznost DNA (pg)
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Obrazek 5. Srovnani vytéznosti DNA mezi rGznymi systémy purifikace krevni DNA. PIna krev byla odebrana 5 zdravym darcim do zkumavek BD K2E. U vSech metod
byly pouzity vstupni objemy vzork( 200 pl a eluéni objemy 200 pl. QS, sada QIAsymphony DSP DNA Mini Kit a protokol DSP Blood 200; EZ1, EZ1 Advanced XL s pouzitim
sady EZ1 DSP DNA Blood Kit; QA, sady QlAamp DNA Blood Mini Kit. Use&ky ukazuiji absolutni vytéZnost DNA pro kaZdy vzorek.
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Tkéané a tkané FFPE

Vykonnost sady QIAsymphony DSP DNA Mini Kit byla porovnana s vykonnosti ruéni sady QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit a soupravy
QlAamp DSP DNA Mini Kit, pficemz jako material vzorku byla pouzita tkafn FFPE a Cerstva a zmrazena tkan. Rucni a automaticka
pfiprava vzorkl a kvantifikace vytéznosti DNA byly provadény sou¢asné. Vytéznosti DNA po extrakci z Cerstvych/mrazenych vzork( tkani
a vzorku tkani FFPE pomoci sady QIAsymphony DSP DNA Mini Kit, QlAamp DSP DNA Mini Kit (tkar) a sady QlIAamp DSP DNA FFPE
Tissue Kit (tkan FFPE) jsou uvedeny na obrazku 6.

Vit&#nost DNA QIAsymphony
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Obrazek 6. Extrakce DNA ze vzork( tkani a FFPE tkani. Cerstva/zmrazena tka: vzorky lidskych plic a tlustého stfeva byly roziezany na 6 25mg kouskal. T kousky
kazdého typu tkané byly pouzity na pfipravu vzorku s vyuzitim pristroje QIAsymphony SP ve spojeni s protokolem DSP pro vysoky obsah tkané. Extrakce DNA ze zbyvajicich
vzorku byla provedena pomoci sady QlAamp DSP DNA Mini Kit. DNA byla eluovana v objemu 200 pl a vytéZnost DNA byla stanovena spektroskopickou analyzou. Pro
extrakci DNA z tkané FFPE bylo ptipraveno 12 replikatt obsahuijicich fezy tkan& FFPE o velikosti 3 x 10 ym z riznych lidskych organd. Sest vzorki bylo pouZito pro pFipravu
vzorku s vyuzitim pfistroje QlIAsymphony SP ve spojeni s pfedbéZnou pfipravou v deparafiniza¢nim roztoku Deparaffinization Solution a protokolem DSP pro nizky obsah
tkané. Extrakce DNA ze zbyvajicich vzorkd byla provedena pomoci sady QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit. DNA byla eluovana v objemu 50 pl a vytéZnost DNA byla
stanovena spektroskopickou analyzou. Use&ky znazorfiuji absolutni vytéZnost DNA se smérodatnou odchylkou.

Rozsah vstupu/vystupniho eluatu vzorku

Krevni DNA

Rzné rozsahy vstupnich vzorkud a vystupnich eluatt pro aplikaci DNA z krve byly porovnany pomoci vzorkd od darcu krve s rozsahem
poétu WBC od 5,0 do 8,0 x 108 bunék/ml.

PIna krev byla odebrana 8 zdravym darcim do zkumavek BD K2E. DNA byla purifikovana ze 6 replikatd, z nichz kazdy byl precistén

pomoci sady QlAsymphony DSP DNA Mini/Midi Kit a protokolu DNA blood 200 DSP s elu¢nim objemem 200 pl, protokolu DNA blood
400 DSP s eluénim objemem 400 pl a protokolu DNA blood 1000 DSP s eluénim objemem 500 pl (obrazek 7).
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Obrazek 7. Srovnani riznych vstupl vzorka a eluénich objemu pro systémy purifikace krevni DNA. PIna krev byla odebrana 8 zdravym darcim do zkumavek BD K2E.
Extrakce DNA byla provedena pomoci protokolu DNA blood 200 s elué¢nim objemem 200 pl, protokolu DNA blood 400 s elué¢nim objemem 400 pl a protokolu DNA blood

1000 s elu¢nim objemem 500 pl. VytéZnost DNA byla stanovena spektroskopickou analyzou. Sloupce ukazuji absolutni vytéZznost DNA (primérna hodnota se smérodatnou
odchylkou) pro kazdého darce.

Krev s viry

PIna krev byla odebrana 3 zdravym darcim s po&tem WBC v rozmezi 4,0 az 11,0 x 108 bunék/ml do zkumavek BD K2E a byla doplnéna
standardnim materidlem CMV (titr 3,7 log kopii/ml). Virova DNA byla purifikovana ze 7 replikatd ve vSech pfipadech pomoci sady
QIAsymphony DSP DNA Mini Kit a protokolu Virus Blood 200 DSP se 4 riznymi elu¢nimi objemy (obrazek 8).
Stredni pocet log kopii/ml
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Obrazek 8. Srovnani kvantifikace virové DNA pro rizné eluéni objemy. Eluaty z kazdého darcovského vzorku a elu¢niho objemu (60, 85, 110 a 165 pl) byly analyzovany
pomoci analyzy CMV PCR v redlném &ase. Cervena &ara predstavuije cilovy titr a Usecky ukazuji primérné logaritmy kopii na mililitr se smérodatnou odchylkou.

Stabilita eluatt

Poznamka: Stabilita eluatl zavisi na rdznych faktorech a souvisi s konkrétni naslednou aplikaci. Byly stanoveny pro sadu QIAsymphony
DSP DNA Mini a Midi Kit ve spojeni s pfikladnymi navazujicimi aplikacemi. UzZivatel je povinen konzultovat navod k pouziti konkrétni

navazujici aplikace pouzivané v jeho laboratofi a/nebo ovéfit cely pracovni postup za ucelem stanoveni vhodnych podminek skladovani.
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DNA krev a vrstva buffy coat

Stabilita eluatl pro aplikaci DNA krve byla testovana pomoci eluati z cykld QS provedenych protokolem DNA Blood 200 s eluénim
objemem 200 pl a protokolem DNA Blood 1000 s elu¢nim objemem 500 pl. Eluaty byly uchovavany ve 2ml Sarstedtovych zkumavkach
pii pokojové teploté, 2—8 °C, —20 °C a —80 °C. Vytéznost a Cistota DNA byly stanoveny spektroskopickou analyzou. Integrita DNA byla

analyzovana pomoci gelové elektroforézy a analyzy LongRange PCR (obrazek 9).

TTP: 10years at -80°C
blood 200pl blood 1000p!
endpoint | freeze/thaw endpoint | freezelthaw

[ controls |

M M

Obrazek 9. Stabilita eluata pro krevni DNA. DNA byla pfecisténa pomoci protokold DNA Blood 200 pl a 1000 pl. Eluaty byly uchovavany pfi teploté —80 °C ve 2ml
Sarstedtovych zkumavkach. Byly analyzovany ¢tyfi replikaty. Integrita DNA byla testovana pomoci PCR s dlouhym dosahem. Na obrazcich jsou uvedeny vysledky po
desetiletém skladovani. M, QIAGEN GelPilot 1 kb Plus Ladder.

Stabilita eluatu pro aplikaci buffy coat byla testovana s pouzitim eluatl z cykld QS provedenych s protokolem BC 400 pl a elu¢nim
objemem 200 pl. Eluaty byly uchovavany ve 2 ml Sarstedtovych zkumavkach a stojancich na eluéni mikrozkumavky pfi pokojové teploté,
2-8 °C, —20 °C a —80 °C. Kromé toho byly eluaty podrobeny testim zmrazeni/rozmrazeni az po dobu 3 cykll (obrazek 10). Vytéznost a
Cistota DNA byly stanoveny spektroskopickou analyzou. Integrita DNA byla analyzovana pomoci gelové elektroforézy a analyzy
LongRange PCR (50 pl reakce).

Vrstva buffy coat

m-80°C

~ ©
o o

Vytéznost DNA (ug)
o
o

1.cycle 2.cycle 3.cycle
Cyklus zmrazeni a rozmrazeni
Obrazek 10. Cykly zmrazeni a rozmrazeni eluatu pro vrstvu buffy coat. DNA byla purifikovana pomoci protokolu DNA BC 400 pl. Vrstva buffy coat byla vytvofena z krve
EDTA. Eluaty byly uloZzeny do 2ml Sarstedtovych zkumavek. VytéZnost DNA byla stanovena v testovanych ¢asovych bodech za pouziti stejného eluatu pfi 3 cyklech
zmrazeni a rozmrazeni. VytéZnost DNA byla stanovena spektroskopickou analyzou. Usegky ukazuji absolutni vytéZnost DNA (stfedni hodnota se smérodatnou odchylkou).
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Krev s viry

Stabilita eluatu pro aplikaci krve s viry byla testovana pomoci eluatd z cykld QS provedenych protokolem Virus Blood 200 s elu¢nim
objemem 60 pl. Jako vzorek byla pouzita krev K2 EDTA s komerénim standardem CMV (titr 2,7 log kopii/ml). Eluaty byly uchovavany ve
2ml Sarstedtovych zkumavkach pfi teplotach 2—-8 °C, —20 °C a —80 °C. Eluaty byly analyzovany pomoci analyzy CMV v realném &ase
(obrazek 11). V nasledujicim textu jsou uvedeny vysledky nékolika ¢asovych bodu testu.

Krev s viry
22-8°C m—20°C m—80°C
3,5
3,0 T

l

2,5

2,0 4
1,5

s
0
B

0,0

CMV stiedni log (cps/ml)

7 dny 4 mésice 8 mésicu 12 mésich
Casovy bod testu

Obrazek 11. Stabilita eluatti pro aplikaci na krev s viry. \Vzorky krve EDTA obohacené s komerénim standardem CMV byly purifikovany protokolem Virus Blood 200.
Eluaty byly uchovavany pfi riznych teplotach ve stojanech na zkumavky Elution Micro a ve 2ml zkumavkach Sarstedt. Pro kazdy ¢asovy bod testu byly analyzovany 4
replikaty. Usegky ukazuji titr CMV (stfedni logaritmicka hodnota se smé&rodatnou odchylkou).

Tkan

Stabilita eluatu pro tkafovou aplikaci byla testovana pomoci protokolu Tissue HC 200 pl a elu€niho objemu 200 pl. Jako vzorek byla
pouzita Cerstva hovézi jatra. Eluaty byly uchovavany ve 2ml Sarstedtovych zkumavkach a stojancich na eluéni mikrozkumavky pfi
pokojové teploté, 2—8 °C, —20 °C a —80 °C. Vytéznost a Cistota DNA byly stanoveny pomoci spektroskopické analyzy (obrazek 12).
Integrita DNA byla analyzovana pomoci gelové elektroforézy.
Tkan

40

35

30 = 1

25

Vytéznost DNA (ug)
N
o

0 den pfi pok. tep. 14 dni pfi pok. tep. 3 roky pfi 2-8 °C 5 letpfi—20°C 10 let pii —80 °C
Casovy bod testu/teplota

Obrazek 12. Stabilita eluatti pro tkan. DNA byla pfeci§téna pomoci protokolu DNA Tissue HC s elu¢nim objemem 200 pl. Jako vzorek byla pouzita Cerstva hovézi jatra.
Eluaty byly uchovavany pfi riiznych teplotach ve stojanech na zkumavky Elution Micro a ve 2ml zkumavkach Sarstedt. Pro kazdy ¢asovy bod testu byly analyzovany
4 replikaty. Vytéznost DNA byla stanovena spektroskopickou analyzou. Use&ky ukazuji absolutni vytéZnost DNA (stfedni hodnota se smérodatnou odchylkou).
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Tkan FFPE

Stabilita eluatli pro aplikaci na tkané FFPE byla testovana pomoci protokolu Tissue LC 200 ul a elu¢niho objemu 100 pl. Jako vzorovy
material byla pouzita komercni lidska tkan FFPE. Eluaty byly uchovavany ve 2ml Sarstedtovych zkumavkach a stojancich na eluéni
mikrozkumavky pfi pokojové teploté, 2—-8 °C, —20 °C a —80 °C. Eluaty byly analyzovany pomoci analyzy Inhouse human 8-plex PCR
(obrazek 13). V nasledujicim textu jsou uvedeny vysledky dvou ¢asovych bodu testu.

TTP: 1 year
| 25°C oluatos I -E0°G gluatos I -F0°G oluater I cantrals ]
M | 1 ]| = B 4 | 1] = : 4 | 1] = | = a4 |+ . T

e — — — — —

el el ____& ____&8 & &

— — — — —

TTP 10 gears at 0°C
I 40 pluater

zontrolr

Obrazek 13. Stabilita eluatt pro tkan FFPE. DNA byla purifikovana pomoci protokolu DNA Tissue LC. Jako vzorovy materiél byla pouzita komeréni tkari FFPE. Eluaty byly
uchovavany pfi riznych teplotach ve stojanech na zkumavky Elution Micro a ve 2ml zkumavkach Sarstedt. Pro kazdy ¢asovy bod testu byly analyzovany 4 replikaty. Eluaty byly
analyzovany pomoci analyzy Inhouse human 8plex PCR.
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Interferujici latky

Vliv inhibi¢nich latek, které mohou byt pfitomny v pIné krvi, na vykonnost aplikace DNA z krve, aplikace viru z krve a tkarnové aplikace
byl testovan pfidanim nasledujicich latek:

Tabulka 8. Potencialni interferujici latky testované pro riizné aplikace

Interferujici latky Koncentrace Krev Krev s viry Tkan
Bilirubin 200 mgl/! N V N
Hemoglobin 200 g/l v N

Triglyceridy 30 g/l ~ N N
Protein 120 g/l N N N

Poznamka: ,\“ oznaéuije, které vzorky byly testovany na pfislunou potencialni interferujici latku.)

U hemoglobinu (200 g/lI) a bilkovin (120 g/l) byly stanoveny stavajici hladiny v krevnim vzorku a pfidany dal$i hemoglobin nebo bilkoviny,
aby bylo dosazeno uvedenych koncentraci, tj. 200, resp. 120 g/I. Pro bilirubin (200 mg/l) a triglyceridy (30 g/l) bylo do vzorkd pfidano

celkové mnozstvi kazdé latky tak, aby bylo dosazeno uvedenych koncentraci.

U tkani bylo celkové mnozstvi jednotlivych latek pridano pfimo do lyzatd, nebylo provedeno stanoveni koncentrace bilirubinu, triglycerida

ani bilkovin v pouzitém vzorku tkané.

Jakékoli potencialni interferujici latky (napf. I1éky) a odpovidajici koncentrace jsou velmi specifické pro naslednou aplikaci a pfipadnou
predchozi IéCbu pacienta a je tfeba je prozkoumat pfi ovéfovani takové nasledné aplikace pomoci sad QIAsymphony DSP DNA Mini a
Midi Kit.

Poznamka: Testovani bylo provedeno pomoci pfikladnych naslednych aplikaci pro posouzeni kvality extrahovanych nukleovych kyselin.
Rzné navazujici aplikace v§ak mohou mit rizné pozadavky na &istotu (tj. nepfitomnost nebo koncentraci potencialnich interferujicich
latek), takze identifikace a testovani prislusnych latek a pfislusnych koncentraci musi byt rovnéz stanoveny jako soucéast vyvoje navazujici

aplikace pro jakykoli pracovni postup zahrnujici soupravy QlAsymphony DSP DNA Mini a Midi Kit.

Poznamka: Vezméte prosim na védomi, ze béhem vyvoje soupravy QlAsymphony DSP DNA Midi Kit nebyly pozorovany zadné znamky
toho, Ze by heparin mél negativni vliv na vykon. Norma ISO 20186-2:2019(E) uvadi, Ze heparin ze zkumavek na odbér krve muze ovlivnit
Cistotu izolovanych nukleovych kyselin a pfipadny prenos do eluat by mohl zplsobit inhibici v nékterych naslednych aplikacich. Je proto

na odpovédnosti uzivatele, aby ovéfil, zda ma heparin negativni vliv na jeho pracovni postup.

DNA krev a vrstva buffy coat

Pro aplikace DNA z krve bylo testovani provedeno pomoci protokolu DSP DNA 1000, ktery pokryva nejvyssi vstupni objem vzorku, s

pouzitim elu¢nich objema 200 a 500 pl.

Eluaty byly analyzovany spektroskopickou analyzou na vytéznost a Cistotu DNA. Kompatibilita PCR byla testovana pomoci real-time

PCR i pomoci analyzy PCR s koncovym bodem.

Zadna z latek uvedenych v tabulce 9 neni interferujici; vzorky krve s vysokou koncentraci triglycerid (> 30 g/l) véak mohou vést ke

snizeni vytéznosti gDNA.
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Krev s viry

Pro aplikaci krve s viry bylo testovani provedeno pomoci protokolu DSP Virus Blood 200 s elu¢nim objemem 60 ul. CMV negativni vzorky
krve byly obohaceny o 500 kopii/ml (nizka koncentrace) a 1x10 E+04 kopii/ml (vysoka koncentrace, obrazek 14) komeréniho standardu
CMV.

Eluaty byly analyzovany pomoci analyzy CMV Real-time PCR.
Zadna z latek uvedenych v tabulce 9 neni interferujici; vzorky krve s vysokou koncentraci triglyceridt (> 30 g/l) véak mohou vést ke
snizené purifikaci virové DNA.

Stredni pocet log kopii/ml
4,0

38 1 | T

3,6

34
3,2
3,0 i T T T T 1

2
o
0(\

X
Q—é‘@ © F

Obrazek 14. Test inhibicni latky. PIna krev byla odebrana jednomu zdravému darci do zkumavek BD K2E a dopInéna standardnim materidlem CMV (titr 4,0 log kopii/ml).
Pét vzorkud bylo testovano pfidanim potencialnich inhibitord a virovad DNA byla purifikovana ze 4 replikatt kazdého vzorku pomoci sady QIAsymphony DSP DNA Mini Kit a
protokolu Virus blood 200 DSP s elu&nim objemem 165 pl. Eluaty byly analyzovany pomoci analyzy CMV real-time PCR. Cervena ¢ara predstavuje stanoveny titr pro
referen¢ni vzorky, které nebyly obohaceny o zadnou inhibi¢ni latku, a usecky ukazuji pramérné logaritmické kopie na mililitr se smérodatnou odchylkou.

Tkan

U DNA tkané (Cerstvé i zmrazené) bylo testovani provedeno pomoci protokolu DSP DNA HC s pouzitim elu¢niho objemu 200 pl.

Eluaty byly analyzovany spektroskopickou analyzou na vytéZnost a Cistotu DNA. Kompatibilita PCR byla testovana pomoci analyzy
real-time PCR.

U zadné z latek uvedenych v tabulce 9 nebyl zjistén negativni vliv na pfipravu vzorku.
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Tkan FFPE

U tkané FFPE bylo testovani provedeno pomoci protokolu DSP DNA LC s pouzitim elu¢niho objemu 50 pl.

Latky (viz tabulka 9) byly pfidany pfimo do lyzatu.

Tabulka 9. Potencialni interferujici latky testované pro riizné aplikace

Interferujici latky Koncentrace v lyzatu
Xylen AZ 11 %

Etanol Az 11 %
Deparafinizaéni roztok Deparaffinization Solution Az 11 %

Parafin 0,1 uM fez

Eluaty byly analyzovany spektroskopickou analyzou na vytéznost a Cistotu DNA. Kompatibilita PCR byla testovana pomoci real-time

PCR a také pomoci analyzy Inhouse human 8-plex PCR.

U zadné z latek uvedenych v tabulce 9 nebyl zjistén negativni vliv na pfipravu vzorka.

Kfizova kontaminace

Krevni DNA

Riziko kfizové kontaminace aplikace QIAsymphony DNA Blood bylo analyzovano provedenim c&tyf cykld 96 vzork( na pfistroji
QIAsymphony SP se stfidavymi kontrolnimi Sarzemi (stfidavé pozitivni a negativni vzorky), pferuSovanymi zcela negativnimi Sarzemi.
Jako modelovy systém byla pouzita muzska krev (obsahujici po¢et WBC 21.0 x 107 bunék/ml a zenska krev obsahujici po¢et WBC mezi
4,0 x 10° a 9 x 108 buné&k/ml). Piiprava vzorku byla provedena pomoci protokolu pro krev o objemu 1000 pl, ktery pokryva nejvétsi objem
vzorku. Potencialni kontaminace negativnich Zenskych vzorkd béhem extrakce byla vyhodnocena naslednou analyzou eluatli pomoci
real-time PCR pro chromozom Y.

Nebyla zjiSténa zadna kfizova kontaminace mezi vzorky, Sarzemi, ale ani pfenos mezi cykly.
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Symboly

V tomto dokumentu se vyskytuji nasledujici symboly. Uplny seznam symboll pouzitych v navodu k pouziti nebo na obalu a oznaéeni

naleznete v pfirucce.

Symbol Definice symbolu
c € Tento vyrobek splfiuje pozadavky evropského nafizeni 2017/746 o diagnostickych zdravotnickych
prostfedcich in vitro.
IVD Zdravotnicky prostiedek k diagnostice in vitro
Katalogové Cislo
Rn R znamena revizi navodu k pouZiti a n je Cislo revize
Vyrobce
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Historie revizi

Revize Popis

R1, ¢erven 2022 Verze 2, revize 1

e  Aktualizace na verzi 2 kvuli souladu s nafizenim [VDR

e Pridany oddily pro interferujici latky, kfizovou kontaminaci, stabilitu eluatt a
kompatibilitu s naslednymi aplikacemi

Aktualni licen¢ni informace a odmitnuti odpovédnosti specifické pro vyrobek jsou uvedeny v pfiruéce soupravy QIAGEN nebo
v uzivatelské pfiru¢ce. Pfiruky k soupravam QIAGEN a uZivatelské pfirucky jsou k dispozici na webovych strankach www.qiagen.com
nebo si je Ize vyzadat od technické podpory spole€nosti QIAGEN ¢i mistniho distributora.

Ochranné znamky: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlIAsymphony®, QlAamp®, EZ1®, UltraRun® (QIAGEN Group); BD™, Vacutainer® (Becton Dickinson and Company); Sarstedt®, S-Monovette® (Sarstedt AG and Co.). Registrované nazvy,
ochranné znamky atd. pouZité v tomto dokumentu, i kdyZ nejsou vyslovné takto oznageny, nelze povazovat za nechranéné zakonem.

06/2022 HB-3029-D01-001 © 2022 QIAGEN, v8echna prava vyhrazena.
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