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QIAsymphony® DSP DNA Kity jsou uréené k pouziti pouze v kombinaci s QlAsymphony SP.
QIAsymphony DSP DNA Mini Kity poskytuji reagencie pro automatickou izolaci celkové DNA z
lidské krve, buffy coat, tkani fixovanych formalinem, parafinovych tkanovych fezd a virové DNA.
QIAsymphony DSP DNA Midi Kity poskytuji reagencie pro automatickou izolaci celkové DNA z
piné lidské krve a buffy coat.

Tkané a FFPE tkané
Linearni rada

Linearni fada pro QlAsymphony DSP DNA FFPE tissue aplikaci byla vyhodnocena provedenim
Sesti opakovani u vzorkd 1-4 - 10 um FFPE fezy z Cerstvé odebrané lidské sleziny. Izolace DNA
byla provedena s pouzitim QlIAsymphony DSP DNA Mini Kit v kombinaci s Tissue Low Content
protokolem. Deparafinizace a lyza vzorku byly provedeny pouzitim xylenu/etanolu. DNA byla

rozpusténa v 50 pl eluéniho pufru a stanovena spektrofotomericky (obrazek 1).
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obr.1 - linearni fada izolované DNA z FFPE tkaiovych fezii. Sest opakovani vzorkii 1-4 - 10 pm FFPE tkafové fezy
z lidské sleziny byly deparafinizovany pisobenim smési xylen/etanol.Extrakce DNA byla provedena v pfistroji
QIAsymphony SP pomoci sady QIAsymphony DSP DNA Mini ve spojeni s protokolem DSP pro nizky obsah tkani a
eluénim objemem 50 pl.

Porovnani vytéZnosti

Vytéznost QIAsymphony DSP DNA Mini Kitu byla porovndna s manualnim kitem QlAamp DSP
DNA FFPE Tissue Kit a QlAamp DSP DNA Mini Kit pfi pouziti FFPE tkané a Cerstvé nebo
zmrazené tkané. Manualni a automaticka izolace stejné jako kvantifikace vytéZznosti DNA byla
provedena soubézné. Vytéznost DNA po izolaci z Cerstvé nebo zmrazené tkané a FFPE
tkanovych vzorkl za pouziti QI Asymphony DSP DNA Mini Kitu, QlAamp DSP DNA Mini Kitu a
QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kitu jsou znazornény na obrazku 2, strana 5.
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Obr.2 - Izolace DNA z tkané a FFPE vzorku. Cerstva/zmrazena tkan: vzorky lidskych plic a tlustého stfeva byly rozfezany
na 6 25mg kousku. Tti kousky kazdého typu tkané byly pouzity na pfipravu vzorku s vyuzitim pfistroje QlIAsymphony SP ve
spojeni s protokolem DSP pro vysoky obsah tkané. 1zolace DNA ze zbyvajicich vzork( byla provedena s pouzitim QlAamp
DSP DNA Mini Kitu. DNA byla rozpusténa ve 200 pl a vytéznost DNA byla stanovena spekrofotomericky. Pro izolaci DNA z
FFPE tkané bylo pfipraveno 12 opakovani obsahujici 3 x 10 ym FFPE &asti tkani z rtiznych lidskych organt. Sest vzork(
bylo pouzito pro pfipravu vzorku s vyuzitim pfistroje QIAsymphony SP ve spojeni s predbéznou
pfipravou deparafiniza¢nim roztoku a protokolem DSP pro nizky obsah tkané. Izolace DNA ze zbyvajicich vzorkd byla
provedena pomoci QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kitu. DNA byla rozpusténa v 50 pl a vytéZnost DNA byla zjiSténa
spektrofotometricky. Sloupce zobrazuji absolutni vytéZnost DNA se standardni odchylkou.

Analyza mutaci biomarkert pomoci Real-Time PCR

Analyza mutaci biomarkerd bylo provedena pomoci DNA izolované z FFPE fezu lidského
tracniku a DNA izolované ze vzork( lidskych plicnich tkani.

Pro izolaci DNA z FFPE tkani byly pouzity 3 x 10 ym fezy lidského traCniku Extrakce DNA byla
provedena pomoci deparafinizaéniho roztoku v ramci pfedbézné pfipravy a protokolu DSP pro
nizky obsah tkané ve spojeni se 100 pl eluéniho objemu. Muta¢ni analyza biomarkeru KRAS
byla provedena pomoci KRAS RGQ PCR Kitu podle navodu soupravy. Hodnoty CT kontrolniho
testu byly ve vymezeném rozsahu a mutaéni analyza odhalila aminokyselinovou substituci v
kodonu 12 (tabulka 1, strana 4).

Extrakce DNA ze zmrazenych vzork( tkané: pro pfipravu vzorku bylo pouzito 25 mg lidskych
plic s vyuzitim protokolu DSP pro vysoky obsah tkané a 200 pl elu€niho objemu. Kontrolni test a
test pro detekci mutaci byly pfipraveny dle navodu uvedeného v pfiru€ce k therascreen® EGFR
RGQ PCR Kit. Vysledky odhalily deleci uvnitf EGFR genu, coz bylo demonstrovano jako ACT s

hodnotou 2.47, ktera je niz8i nez definovana hodnota cut-off=12 pro detekci mutace (tabulka 2,
strana 5).
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Tab.1 - Vysledek FFPE tkané KRAS biomarker mutaénich analyz

Vzorek Reakce target CT Interni kontrola CT ACT*
No template control Control 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 Control 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
FFPE tkan Control 24.94 31.98 -
(lidsky tracnik) 12ALA n.d. 32.42 -
12ASP n.d. 32.73 -
12ARG n.d. 33.05 -
12CYS n.d. 32.74 -
12SER 29.11 32.34 4.17
12VAL n.d. 32.81 -
13ASP n.d. 33.20 -

* ACt =M Cy - C Cy, where M = mutation and C = control; n.d. = not detected.
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Table 2. Results of frozen tissue EGFR biomarker mutational analysis

Sample Reaction Target Cr Internal control C+ ACT*
No template control Control 0.00 31.71 -
T790M 0.00 32.36 -
Deletions 0.00 31.75 -
L858R 0.00 32.05 -
L861Q 0.00 3177 -
G719X 0.00 31.68 -
S768l 0.00 32.25 -
Ins 0.00 31.84 -
Standard Control 28.78 31.05 -
T790M 30.08 31.13 1.30
Deletions 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
S768l 29.28 31.41 0.50
Ins 28.00 31.64 -0.78
Tkan Control 25.76 31.23 -
(lidské plice) T790M n.d. 31.99 -
Deletions 28.23 30.99 2.47
L858R n.d. 31.33 -
L861Q n.d. 31.98 -
G719X n.d. 32.06 -
S768l n.d. 31.88 -
Ins n.d. 31.62 -

* ACT =M CT - C CT, where M = mutace and C = kontrola; n.d. = nedetekovano.
Krev a buffy coat

Charakterizace vytéZnosti izolace DNA z krve a buffy coat byla provedena pomoci vzorku krve
darcu s poc¢tem bilych krvinek v rozmezi od 4.0 do11.0 x 106 bunék/ml a buffy coat darct s
poctem bunék v rozmezi od 2.5 do 5.5 x 107 bunék/ml.

Vytéznost a Cistota DNA

Zakladni provedeni s pouzitim QIAsymphony DSP DNA Mini Kitu bylo vyhodnoceno pomoci
rdznych sbérnych zkumavek a antikoagulantli, stejné tak i erstvych a zmrazenych vzork(
lidské krve. PIna krev byla odebrana od tfi zdravych darcl do tfi riznych typt zkumavek: EDTA
=BD™ 10 ml Vacutainer® 16 x 100 mm, K2-EDTA; Citrate = BD 2.7 ml 9NC Tube 13 x 75 mm,
Citrate; Heparin = Sarstedt® 7.5 ml S-Monovette® 15 x 92 mm, Li-Heparin. Krev byla pouzita
bud cerstva (skladovana pfi 5°C) nebo zmrazena (skladovana pfi -20°C). Genomicka DNA byla
purifikovidna z 200 pl vzorkl se 4 replikaty na darce a typ zkumavky pomoci sady QIAsymphony
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DSP DNA Mini a protokolu DNA Blood 200 DSP s elu¢nim objemem 200 pl. VytéZky a Cistota
DNA byly stanoveny na zakladé spektroskopické analyzy (obrazek 3).
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obr.3 - Odolnost systému pouzivajici rizné sbérné zkumavky a antikoaguanty s éerstvou a zmrazenou lidskou krvi.
A Vytéznost DNA, sloupce ukazuji absolutni vytéznost se standardni odchylkou. B Cistota DNA, sloupce
predstavuji Cistotu DNA se standardni odchylkou.

DNA integrity

Long-range PCR produkty (5 kb) byly amplifikovany pouzitim QIAGEN LongRange PCR Kit (50
pl/reakce). (obrazek 4, strana 7)
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Obr.4 - Integrita DNA byla testovana pomoci long-range PCR. M = QIAGEN GelPilot 1 kb Plus Ladder A PIna krev byla
odebréana 4 zdravym darcdm (D) do zkumavek BD K2E. Genomicka DNA pro tzv. long-range PCR (amplifikace dlouhych
Usekd DNA) byla purifikovana z 200 pl alikvotll ve tfech replikatech pomoci sady QIAsymphony DSP DNA Mini a protokolu
DnA Blood 200 DSP s elu¢nim objemem 200 pl. D1 = déarce 1,

D2 = déarce 2, D3 = darce 3 a D4 = darce 4. B PIna krev byla odebrana 3 zdravym darcim do zkumavek BD K2E a byl
pfipraven tzv. buffy coat (trombocyty + leukocyty). Genomicka DNA byla purifikovana z 200 pl alikvotu v Sesti replikatech
pomoci sady QIAsymphony DSP DNA Mini a protokolu Buffy Coat 200 DSP s elu¢nim objemem 200 pl. D1 = darce 1, D2 =
darce 2 a

D3 = darce 3. C kontroly: PC = pozitivni kontrola; NC = negativni kontrola.

Opakovatelnost a reprodukovatelnost

Extrakce DNA byla provedena s vyuzitim protokolu Blood 200 DSP s elu¢nim objemem 200 pl.
Opakovatelnost byla hodnocena ve tfech riznych dnech na zakladé tfi nezavislych béhu
(v kazdém 96 vzorku), které provadél jeden laborant, pficemz kazdy béh sestaval ze 4 Sarzi o
24 vzorcich (tabulka 3 a 4, strana 8).

Reprodukovatelnost byla hodnocena ve tfech riznych dnech na zakladé tfi nezavislych béhu
(v kazdém 96 vzorkl), které provadéli tfi rGzni laboranti na tfech rGznych pfFistrojich
QIlAsymphony SP, pficemz kazdy béh sestaval ze 4 Sarzi o 24 vzorcich (tabulka 5 a 6, strana 8
ao).
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Tabulka 3. Vysledky hodnoceni opakovatelnosti

Pramérny vytézek DNA

Béh Sarze N SD cv
(ng)
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 24 511 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 replikatl; SD = smérodatna odchylka; CV = variaéni koeficient.
Tabulka 4. Udaje o presnosti pro hodnoceni opakovatelnosti
SD cVv
Srovnani Sarzi v ramci stejného béhu 0,25 4,95
Celkova presnost pfi opakovani 0,26 5,18
* SD = smérodatna odchylka; CV = variaéni koeficient.
Tabulka 5. Vysledky hodnoceni reprodukovatelnosti
Béh Sarze N Pramérny vytézek DNA sD cv
(ng)
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 5,73 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 24 541 0,18 3,34
4 24 5,49 0,17 3,16
Celkem - 288 5,38 - -

* N = pocet replikat; SD = smérodatna odchylka; CV = varia¢ni koeficient.
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Tabulka 6. Udaje o presnosti pro hodnoceni reprodukovatelnosti

SD CcVv
Srovnani Sarzi v ramci stejného béhu 0,25 4,73
Celkova presnost pfi opakovani 0,38 7,03

* SD = smérodatna odchylka; CV = variaéni koeficient.

Linearni rada

Linearni fada pro QIAsymphony DSP DNA Blood and Buffy Coat aplikace byla
vyhodnocena pomoci krve a buffy coat vzork( s 6 rdznymi poéty bilych krvinek pro
kazdy vzorek. Pro plnou krev se WBC pohybuje v rozmezi od 4 x 106 bunék/ml do
11.6 x 106 bunék/ml a pro buffy coat v rozmezi od 2.2 x 107 bunék/ml do 5.6 x 107
bunék/ml. VytéZznost DNA byla uréena spektrofotometricky a vztazena k poctu bilych
krvinek (obrazek 5).
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Obr.5 - Linearni fada DNA izolované z krve a buffy coat. A Genomick&a DNA byla purifikovana z 1 ml pIné lidské krve
pomoci sady QIAsymphony DSP DNA Midi a protokolu Blood 1000 DSP s elu&nim objemem 500 pl. Use&ky znazorfiuji
absolutni vytézek DNA se smérodatnou odchylkou. B Genomicka DNA byla purifikovana ze 400 pl vrstvy buffy coat
(trombocyty + leukocyty) pomoci sady QIAsymphony DSP DNA Midi a protokolu Buffy Coat 400 DSP s eluénim objemem
400 pl. Usecky znazorfiuji absolutni vytézek DNA se smérodatnou odchylkou.

Porovnani vytéznosti

Vytéznost byla analyzovana na QIAsymphony DSP DNA Blood systému v porovnani s
EZ1® DSP DNA Blood systémem a QlAamp® DNA Blood Mini Kit manualni izolace.
DNA byla izolovana z rGznych krevnich vzorkd, analyzovana kvili vytéznosti DNA
(obrazek 6) s pouzitim CE-oznadeného kitu artus® MTHFR LC PCR (24) CE analysis
(tabulka7,strana 12).
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Obr.6 - Porovnani vytéznosti DNA mezi rozdilnymi DNA izola¢nimi systémy. PIna krev byla odebrana od 5 zdravych

Donor

darcti do BD K2E zkumavek. Pro v§echny metody bylo pouZito 200 pl vzorku a elu¢ni objem 200 pl QS = sada

QIAsymphony DSP DNA Mini a protokol Blood 200 DSP; EZ1 = EZ1 Advanced XLpouzivajici EZ1 DSP DNA Blood Kit;

QA = QlAamp DNA Blood Mini Kit. Sloupce pfedstavuji absolutni vytéZnost DNA pro kazdy vzorek.

Tab.7 - Polymorfismus nukleotidu (nt) 667 a 1298 v genu MTHFR detekovany pomoci kitu artus MTHFR LC PCR.

Donor Method nt 677 nt 1298 Genotype result
1 Qs Homozygous wt Heterozygous variant
wWt677/wt677 wt1298/var1298
Homozygous wt Heterozygous variant wiG77/wi677
Ez1 W67 7677 Wt1298/var1298 ﬁ’ggfﬁ’;’ ga(;ti?g Gt
Homozygous wt Heterozygous variant
QA W67 7/Wt677 wt1298/var1298
2 Qs Heterozygous variant Heterozygous variant
WwWt677/var677 wt1298/var1298
Heterozygous variant Heterozygous variant LT B
Ez1 W67 7/var677 Wt1298/var1298 n’ég%i’)‘/’;ﬁ%iﬂam
Heterozygous variant Heterozygous variant
QA Wt677/var677 wt1298/var1298
3 Qs Homozygous wt Heterozygous variant
wWt677/wt677 wt1298/var1298
Homozygous wt Heterozygous variant wiG77/wi677
Ez1 WI677/Wt677 Wwt1298/var1298 ﬁ’&jj}i’)‘,’ S‘(;ﬁ?g et
Homozygous wt Heterozygous variant
QA W67 7/Wt677 wt1298/var1298
4 Qs Homozygous variant Homozygous wt wt1298/wt1298
var677/vare77 Homozygous wt wt1298/wt1298 o o
EZ1 Horg;)7z/ygog§7\/arlant Homozygous wt wt1298/wt1298  wt1298/wt1298
var var homozygous variant
Homozygous variant
QA var677/var677
5 Qs Heterozygous variant Heterozygous variant
wt677/var677 wt1298/var1298
Heterozygous variant Heterozygous variant wib77/var677
Ez1 WI77/var677 Wt1298/var1298 ﬁ’ég%i@’;giigvinam
Heterozygous variant Heterozygous variant
QA wt677/var677 wt1298/var1298
6 Qs Heterozygous variant Heterozygous variant
wt677/var677 wt1298/var1298
Heterozygous variant Heterozygous variant LTI
Ez1 W67 7/var677 wt1298/var1298 n’;g%%’ggﬁﬁiﬁam
Heterozygous variant Heterozygous variant
QA wt677/var677 wt1298/var1298
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Donor Method nt677 nt 1298 Genotype result
7 Qs Homozygous wt Homozygous wt wt1298/wt1298
WIB77/Wi677 Homozygous wt wt1298/wt1298
Homozvaous wt Wt677/Wt677
EZ1 vy ens Homozygous wt Wi1298/wt1298
wt1298/wt1298 homozygous wild-type
Homozygous wt
QA W67 7/Wt677
8 Qs Homozygous wt Homozygous wt wt1298/wt1298
WS 77/wte77 Homozygous wt wt1298/wt1298 WET7I/WE77
EZ1 Homozygous wt Homozygous wt wt1298/wt1298  \wt1298/wt1298
WB77/Wt677 )
homozygous wild-type
Homozygous wt
QA W67 7/Wt677
9 Qs Heterozygous variant Heterozygous variant
wt677/var677 wt1298/var1298
Heterozygous variant Heterozygous variant wi677/var677
EZ1 wt1298/var1298
wt677/var677 wt1298/var1298 heterozygous variant
Heterozygous variant Heterozygous variant
QA Wt677/var677 wt1298/var1298
10 Qs Homozygous wt Homozygous wt wt1298/wt1298
WE77iwte77 Homozygous wt
Wt677/Wt677
Homozygous wt wt1298/wt1298
EZ1 WBT7IWE77 wt1298/wt1298
Homozygous wt homozygous wild-type
Homozygous wt wt1298/wt1298
QA W67 7/Wt677

Genetické rozdily v MTHFR genu byly analyzovany na dvou nukleotidovych pozicich (nt 677 a nt 1298) pomoci analyzy
kfivky tani na LightCycIeru®. PIna krev byla odebrana od 10 zdravych darct do BD K2Ezkumavek. Pro véechny metody
bylo pouzito 200 pl vzorku a eluéni objem 200 pl. QS = sada QIAsymphony DSP DNA Mini a protokol Blood 200 DSP; EZ1
= EZ1 Advanced XL pouzivajici EZ1 DSP DNA Blood Kit; QA = QIAamp DNA Blood Mini Kit. wt = wild-type alela na
prislusném misté MTHFR genu; var = obména alely pfisluSném misté¢ MTHFR genu.

Izolace virl z krve

Charakteristiky pro izolaci virové DNA z krve byly stanoveny na zékladé pouziti vzorkud
krve s obsahem bilych krvinek v rozmezi 4.0 az 11.0 x 106 bunék/ml.

Izolace virové DNA

PIlna krev byla odebrana od tfi zdravych darci do BD K2E zkumavek a smichana s CMV
standardnim materidlem (titr 3.7 log kopii/ml). Virova DNA byla purifikovana ze 7 replikatd ve
vSech pfipadech pomoci sady QlAsymphony DSP DNA Mini a protokolu Virus Blood 200 DSP
se 4 riznymi eluénimi objemy (obrazek 7).
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Obr.7 - Porovnani kvantifikace virové DNA z riznych eluénich objem. Eluaty z kazdého darcovského vzorku a eluéni
objemy (60 pl, 85 i, 110 pl, a 165 ul) byly analyzovany s pouZitim kitu artus CMV RG PCR. Cervena fada predstavuje
cileny titr a sloupce znamenaji log kopii na mililitr se standardni odchylkou.

Inhibi¢ni latky

Vliv inhibi¢nich latek, které mohou byt obsazeny v pIné krvi, na uc€innost protokolu Virus Blood
200 DSP byl testovan pfidanim nasledujicich latek: hemoglobin (200 g/l) a bilkovin (120 g/l),
stavajici hladiny v krevnich vzorcich byly stanoveny a dalSi hemoglobin nebo bilkovina byly
pfidany po dosazeni indikované koncentrace 200 g/l nebo 120 g/l. Pro bilirubin (200 mg/l) a
triglyceroly (30 g/l), celkové mnozstvi kazdé latky bylo pfidano do vzorku k dosazeni indikované
koncentrace.
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Obr.8 - Test inhibi¢nich latek. PIna krev byla odebrana z jednoho zdravého darce do BD K2E zkumavek a smichana s
CMV standardnim materialem (titr 4.0 log kopii/ml). P&t vzork( bylo testovano pfidanim potencionalnich inhibitorG a virova
DNA byla izolovana ze ¢Etyf opakovani kazdého vzorku pouzitim QIAsymphony DSP DNA Mini Kit a DSP Virus Blood 200
protocol s eluénim objemem 165 pl. Eluaty byly analyzovany pomoci artus CMV RG PCR. Cervena fada predstavuje cileny
titr pro referenéni vzorek, ktery neni smichan s Zadnou inhibiéni latkou a sloupce znamenaji log kopii/mi se standardni
odchylkou.
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Senzitivita

Studium miry efektivityi bylo pfipraveno zfedénim kvantifikovaného CMV WHO
standartniho materialu v CMV-negativni lidské krvi. Detekéni hladina 100% byla
pozorovana u vzorku s koncentraci viru 90 IlU CMV/ml.

Tab.8 - Senzitivita QIAsymphony DSP Virus Blood application

CMV (IU/ml) opakovéni efektivita efektivita %
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

Lidskéa krev byla odebrana ze zdravého CMV-negativniho darce do BD K2E zkumavek a smichana s CMV WHO
standardnim materidlem za pouZiti riznych titr(i. Virova DNA byla izolovana pouZzitim QIAsymphony DSP DNA Mini Kit a
DSP Virus Blood 200 protocol s elu¢nim objemem 60 pl. Eluaty byly analyzovany kitem artus CMV RG PCR.

Aktualni licenéni informace a pravni dolozky specifické pro produkty naleznete v pfislusnych

priru€kach a uzivatelskych manualech QIAGENu. Pfiru¢ky a uzivatelské manualy QIAGENu

jsou dostupné na www.giagen.com nebo na vyzadani u QIAGEN Technical Services nebo u

Vaseho mistniho distributora.

Trademarks: QIAGEN®, Sample to Insight”, QIAamp®, QIAsymphony®, artus®, EZ1°, therascreen® (QIAGEN Group); Sarstedt”, S-Monovette® (Sarstedt AG and Co.); BD", Vacutainer®, (Becton Dickinson and

Company); LightCycler® (Roche Group). Registered names, trademarks, etc. used in this document, even when not specifically marked as such, are not to be considered unprotected by law. 08/2015 HB-0977-D01-004
© 2012-2015 QIAGEN, all rights reserved.
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