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Allman introduktion

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit &r ett system dar kiselmembransteknik (QlAamp-teknik) anvénds for isolering och rening av genomiskt
DNA fran formalinfixerade, paraffininbdddade (Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded, FFPE) biologiska prover.

Det &r avsett for manuell provberedning och ger inga testresultat, varken kvalitativa eller kvantitativa.
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Prestandaegenskaper

Obs! Prestandaegenskaper beror i hg grad pé olika faktorer och relaterar till den specifika nedstrémsapplikationen. De har faststéllts for
QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit i kombination med exemplifierande FFPE-inbdddade vévnadstyper och exemplifierande
nedstrémsapplikationer. Metoder fér att isolera nukleinsyror anvénds emellertid tillsammans med olika biologiska prover och som en
frontend for flera nedstrémsapplikationer. Prestandaparametrar som korskontaminering eller repeterbarhet och reproducerbarhet méste
faststéllas for ett sédant arbetsflode som en del av nedstréomsapplikationsutvecklingen. Darfér ér det anvéindarens ansvar att validera hela

arbetsflodet for att faststélla lampliga prestandaparametrar.
Grundlaggande prestanda och kompatibilitet med olika nedstrémsapplikationer
Nedstrémsanalys

Eluerat genomiskt DNA ér klart att anvanda i olika nedstrémsanalyser, daribland olika in vitro-diagnostiska nedstrémsanalyser. Se relevant

QIAGEN®-satshandbok fér mer information om specifik systemprestanda.
Utbyte av renat DNA

Formalinfixerade, paraffininbédddade (Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded, FFPE) prover kan uppvisa en hég grad av vévnadsheterogenitet.
Dessutom dr vavnadsytan mycket varierande i FFPE-prover, vilket leder till varierande kvantitet och kvalitet p& extraherat DNA. Dérfér bar
anvandaren optimera antalet sektioner, sektionstjocklek och sektionsyta fér sitt prov av intresse och alla férfaranden som anvénds i deras

laboratorium fér att erhalla DNA av lamplig kvantitet och kvalitet fér de specifika nedstrémsapplikationerna.
Om satsen anvands fillsammans med en QIAGEN-nedstromsapplikation, se relevant handbok fér instruktioner.

Oitillrécklig vévnadsuttorkning under FFPE-vévnadsberedning, placering av fér mycket paraffin tillsammans med provet i extraktionsréret,
anvéndning av etanol med lagre renhet (ej molekylarbiologisk kvalitet) &n vad som rekommenderas eller kvarhdllande av xylen eller etanol

i provet kan leda till suboptimal extraktion och lég DNA-kvantitet och -kvalitet.
Repeterbarhet

Repeterbarheten utvirderades med anvéndning av 6 FFPE-cellinjer genererade frén humana celler fixerade i formalin och inbdddade i paraffin.
Proverna testades med QuantiTect® SYBR® Green-masterblandning och B-aktingenspecifika primers tillsammans med Rotor-Gene® Q realtime

PCR-cykler. PCR-reaktioner utférdes for ett 174 bp-fragment och fér ett 218 bp-fragment av den humana B-aktingenen.

For den statistiska analysen anvéndes 72 datapunkter fér varje fragmentstorlek. Den statistiska analysen inkluderade berdkningen av
standardavvikelsen (Standard Deviation, SD) och hégre och ldgre 95 % konfidensgrénser. Variationen uppskattades med anvéndning av
varianskomponentanalys som standardavvikelse fér 218 bp-fragmentet (SD: 0,342 CT; lagre 95 % konfidensgréns: 0,291; hégre 95 %
konfidensgréns: 0,413). Detta kan anvéndas som en uppskattning av repeterbarheten fér extraktionsprocessen. Den uppskattade
variationen fér 174 bp-fragment var 0,258 CT; ldgre 95 % konfidensgréns: 0,220; hégre 95 % konfidensgrdns: 0,312.
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Reproducerbarhet

Bedémning av reproducerbarhet utférdes i tre laboratorier med 3 kliniska FFPE-prover innehdllande icke-smécellig lungcancervévnad
(Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC): eft med en 6223-borttagningsmutation, ett med en L858R-mutation och ett med ett vildtypsprov

(Wild-Type, WT). De kliniska FFPE-proverna valdes p& basis av deras kdnda mutationsstatus enligt Sanger-sekvensering.

For vart och ett av de mutanta kliniska FFPE-proverna randomiserades 48 sekventiella FFPE-sektioner till par fér aft anvéndas i en extraktion

och delades upp i tre satser, en sats per testplats.

Extraktioner utfordes i duplikat pé respektive testplats. Varje plats anvande en unik lot av QlAamp FFPE DNA DSP Kit fér extraktion.
Provbedémning och mutationsbedémning utférdes med hjélp av therascreen® EGFR RGQ PCR Kit pé alla tre platserna. Prover testades
under 3 icke p& varandra féljande dagar under en period pa é dagar. Varje prov testades é génger pé varje plats, vilket gav totalt

18 datapunkter per prov.
For alla prover, pé& alla tre platserna, uppvisades 100 % korrekta mutationsbestémningar.
Linjdritet

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit kan anvédndas fér isolering av DNA fré&n olika typer av vavnad. Ett linjért omréde bor faststdllas enligt
kundens krav och valideras fér den specifika anvdndningen. Olika linjéra omréden férvantas for olika vavnadstyper, beroende pé

vavnadsbelastningen i systemet, s&val som vavnadsegenskaper.
Interfererande Gmnen

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit kan anvéndas for isolering av DNA fré&n olika typer av vévnad. Potentiellt interfererande substanser kan
harréra fran olika kéllor, exempelvis naturliga metaboliter specifika fér vavnadstypen och organet, metaboliter som produceras under

patologiska fillst&nd, substanser som introduceras under patientbehandlingen eller substanser som patienten intar.

Testning av interfererande substanser har utférts med QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit for provberedning tillsammans med exemplifierande
nedstrémsapplikationer for en bedémning av kvaliteten pé de extraherade nukleinsyrorna. Exempel pé testade diagnostiska QIAGEN-satser
finns listade i Tabell 1.

Olika nedstrémsapplikationer kan emellertid ha olika krav med avseende pé renhet (d.v.s. frénvaro av potentiellt interfererande substanser)
och interferenterna som finns i det specifika provet kan skilja sig at. Darfér méste identifiering, testning och kontroll av relevanta
interfererande substanser ocksé faststdllas som en del av det specifika diagnostiska arbetsflédet som involverar QlAamp DSP FFPE Tissue

Kit och den specifika nedstrémsapplikationen.
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Tabell 1. Studie av interfererande substanser vid nedstrémsanalys

Diagnostisk sats Testade interferenter

Slutsats

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit Paraffinvax
Xylen
Etanol
Buffer ATL
Proteinas K
Buffer AL
Buffer AW1
Buffer AW?2

Hemoglobin
therascreen KRAS RGQ PCR Kit

Paraffinvax
Xylen
Etanol
Buffer ATL
Proteinas K
Buffer AL
Buffer AW 1

Buffer AW2

Paraffinvax

therascreen EGFR RGQ PCR Kit (EGFR
Kit) Xylen
Etanol
Buffer ATL
Proteinas K

Buffer AW 1
Buffer AW2

therascreen KRAS RGQ PCR NSCLC Kit  Paraffinvax
Xylen
Etanol
Buffer ATL
Buffer AL
Buffer AW 1
Buffer AW2

Buffer ATE
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Fem mutanta prover (vart och ett representerande en av analyserna i PIK3CA Kit)
och ett WT-prov spetsades med 9 potentiellt interfererande substanser och testades
fér deras effekt p& medelvardet fér ACt och mutationsbestdmning.

Data frén denna studie visar att de testade interferenterna inte hade nagon effekt pa
mutanta prover eller WT-prover vid de anvénda koncentrationerna. Dér en
signifikant skillnad observerades var denna inom 3x variationer inom laboratoriet fér
analysen och séledes inom analysens normala variation.

Alla mutationsbestdmningar i bade mutanta prover och WT-prover var som
férvantade. De data som observerades i den hér studien visar att studien uppfyllde
acceptanskriterierna.

Den hér studien utformades fér att utvérdera effekterna av potentiellt interfererande
substanser pé prestandan hos KRAS-satsen.

Fér mutanta prover var mélet att visa att medelvérdena fér analysen i prover med en
interfererande substans inte skilide sig signifikant frén de utan den interfererande
substansen. Fér WT-prover var mélet att visa att férekomsten av en potentiellt
interfererande substans inte bor orsaka falskt positiva resultat.

Det fanns tvé kombinationer av analys/interfererande substanser som resulterade i
falskt positiva resultat. Dessa var dock b&da med l&g nivé av xylen utan j@mférbara
falska positiva resultat i proverna med hég nivé.

B&da dessa mél uppfylldes, vilket bekréftar hypotesen aft ingen substans frén
QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit vid dessa koncentrationer under normal
anvéndning stér férmagan hos KRAS-satsen att skilja mellan mutationspositiva och
mutationsnegativa prover.

Syftet med denna studie var att verifiera effekten av potentiellt inferfererande substanser
som anvéinds i extrakfionsprocessen pd prestandan hos therascreen EGFR RGQ PCR Kit
(EGFR Kit) vid anvéndning pd QIAGEN Rotor-Gene Q MDx Platform (RGQ).

Atta FFPE-standardprover representerande var och en av de 7 EGFR-mutationsanalyserna
plus en vildtyp (Wild-Type, WT) valdes fér denna studie.

De uppskattade skillnaderna i genomsnittliga ACtvérden fér var och en av de
muterade FFPE-standarderna mellan var och en av de tva nivéerna av interferenter
och "Blank”-replikaten var antingen inte signifikant olika frén noll eller anségs smé&
med ett virde p& mindre én 1Ct.

Alla mutanta replikat hade en mutationsbestémning fér mutation som detekterades
vid var och en av de ldga och héga interferensnivéerna fér alla interferenter. Alla
WT-replikat hade en provmutationsstatus fér mutation som detekterades vid var och
en av de l&ga och héga interferensnivéerna for alla interferenter.

Studien bekraftade att reagenserna som anvénds i FFPE Extraction Kit inte péverkar
prestandan hos EGFR Kit.

Studien utformades fér att visa att férekomsten av en potentiellt interfererande
substans (frén QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (FFPE Extraction Kit)) inte skulle
producera négra falskt positiva eller falskt negativa resultat fér KRAS System
NSCLC Kit, det vill séga att mutationsbestdmningen skulle péverkas eller géra
att systemet blir “felscikert” genom att producera en ogiltig provstatus.

Atta potentiellt interfererande substanser fran DNA-extraktionsprocessen
identifierades. Varje substans testades mot 8 FFPE-cellinjer, representerande var och
en av de 7 mutationerna detekterade av KRAS Kit NSCLC Kit, samt ett WT-prov.
Mutationsproverna testades pé& en nivé som motsvarar ungefdr 3 ggr
detektionsgrdnsen (3 x LoD).

Studien visade att de testade substanserna inte hade nagon negativ

effekt pa analysens prestanda vid 1x-nivén av interferent. Den korrekta
mutationsbestémningen anvéndes alltid och férekomsten av den interfererande
substansen hade ingen statistiskt signifikant effekt pa skillnaden i ACt for majoriteten
av provférhéllandena som testades (58 av 64 férhéllanden, vid 1x-nivd). Fér de

6 prover som visade en statistiskt signifikant skillnad I&g den observerade skillnaden
i medelvardena fér varje prov inom studiens acceptanskriterium p& +2 x SD
(SD-uppskattning hémtad frén studierapporten om repeterbarhet och reproducerbarhet).

Studien visade ocksé att analysen var mer tolerant mot hégre nivéer av var och en
av substanserna &n den férvéintade dverféringen, dvs. korrekta
mutationsbestdmningar gavs nér den interfererande substansen férekom med 10x sé
hég nivé som den hégsta férvéintade koncentrationen.
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Se satshandbdckerna fér mer information om interfererande substanser i specifika QIAGEN-nedstrémsapplikationer.
Korskontaminering

For att bedéma graden av korskontaminering anvéndes tvé FFPE-cellinje-NSCLC-prover: WT- och FFPEellinjeprov innehé&llande exon 21
L858R-mutationen. Studien syftade till att efterlikna en situation dér prover som innehéller en hdg mutationsnivé kan korskontaminera andra
prover under extraktionsférfarandet. DNA-rening utférdes fér att utmana proceduren genom att rena DNA fr&n L858R-mutanta prover
placerade bredvid WT-prover, med anvéndning av en reagenslot. Korskontamineringen utvérderades med anvéndning av therascreen

EGFR RGQ PCR Kit. Resultaten visade ingen korskontamination nagonstans i systemet.
QIAamp DSP DNA FFPE DNA-eluatprestanda i Pyrosequencing® och qPCR-baserade analyser

DNA isolerat fréin FFPE-vévnad spdddes till en DNA-koncentration av 2 ng/pl fér analys med anvéndning av therascreen EGFR Pyro Assay.
| alla kérningar som anvéndes fér bestémning av prestandaegenskaper var signalen dver 30 RLU (relativa ljusenheter) fér alla kodoner och

alla prover hade ett korrekt medicinskt resultat fér mutationsanalysen.

DNA isolerat fr&n FFPEvdvnad frén patienter med kolorektal cancer, icke-smécellig lungcancer och bréstcancer anvdndes direkt
i therascreen KRAS RGQ PCR Kit, therascreen EGFR RGQ PCR Kit, KRAS RGQ PCR NSCLC Kit och therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit.
Ctvdrdena for DNA som extraherats med QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit ldg inom arbetsintervallsparametrarna som definierats for

varje analys och beskrivs i respektive handbécker.
Eluatstabilitet

Eluatstabiliteten  beror p& innehdllet och typen av samrenade féroreningar (relaterade till vévnadstyp), elueringsvolym och

forvaringsférhallanden. Vi rekommenderar att anvéndare faststéller eluatstabiliteten enligt deras specifika krav.

Om satsen anvénds tillsammans med en QIAGEN-nedstromsapplikation, se relevant satshandbok fér instruktioner. En exemplifierande
stabilitetsverifieringsstudie har visat att DNA extraherat fréin FFPE-vévnadsprover ar lampligt fér anvandning med therascreen KRAS RGQ PCR Kit
nar det forvaras i upp till 7 dagar vid 4 °C, med ytterligare férvaring vid -20 °C i upp till sammanlagt fem veckor med flera frysnings-/
upptiningscykler.
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Symboler

Foliande symboler férekommer i detta dokument. Fér en fullstdndig lista &ver symboler som anvénds i bruksanvisningen eller pd

férpackningen och markningen, se handboken.

Symbol Symbolfsrklaring
c € Den hér produkten uppfyller kraven i Europeisk Regel 2017 /746 for in vitro-diagnostiska medicintekniska
enhefer.
IVD In vitro-diagnostisk medicinteknisk enhet
Katalognummer
Rn R betyder revidering av bruksanvisningen och n é&r revisionsnumret
Tillverkare
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Revisionshistorik

Revision Beskrivning

RT, juni 2022 Version 2, Revision 1

o Uppdatera till version 2 for éverensstdmmelse med VDR

o Avsnitt for interfererande substanser, korskontaminering, eluatstabilitet och
kompatibilitet med nedstrémsapplikationer tillagda

Uppdaterad licensinformation och produktspecifika friskrivningsklausuler finns i respektive QIAGEN-satshandbok eller -anvéndarmanual.
Handbécker och anvéndarmanualer fér QIAGEN«it finns pé www.qiagen.com, eller s& kan de bestdllas frén QIAGEN:s tekniska service

eller din lokala &terférsaljare.

Varumérken: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, Pyrosequencing®, QuantiTect®, Rotor-Gene®, therascreen® (QIAGEN Group); SYBR® (Life Technologies Corporation). Registrerade namn, varumérken med mera som anvénds i detta dokument
ska infe anses som oskyddade enligt lag, &ven om de inte uttryckligen anges som skyddade.

06/2022 HB-3033-D01-001 © 2022 QIAGEN, med ensamrétt.
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