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Visparigs ievads

Komplekts QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit ir sisttma, kura tiek izmantota silicija dioksida membranas tehnologija
(QlAamp tehnologija) genomiskas DNS izoléSanai un izdali$anai no formalina fiksétiem un parafind iegultiem (Formalin-Fixed,
Paraffin-Embedded, FFPE) biologiskajiem paraugiem.

Tas ir paredzéts manualas paraugu sagatavoSanas noldkiem un nesniedz ne kvalitativus, ne kvantitativus rezultatus.
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Veiktspéjas raksturojums

Piezime. Veiktspéjas raksturojums ir loti atkarigs no dazadiem faktoriem, un tas ir saistits ar konkrétu pakartoto lietojumu. Sis
raksturojums QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit komplektam ir noteikts kombinacija ar tipiskiem FFPE iegulto audu tipiem un tipiskajiem
pakartotajiem lietojumiem. Tau metodes nukleinskabju izoléSanai tiek izmantotas kopa ar dazadiem biologiskajiem paraugiem un ka
priek3éja apstrade vairakiem pakartotajiem lietojumiem. Veikisp&jas parametri, tadi ka krusteniskd kontaminacija vai izpildes
atkartojamiba un reproducéjamiba, ir janosaka ikkatrai $adai darbplismai, un $ada noteik8ana veido dalu no pakartota lietojuma
izstrades. Tadeél lietotajs ir atbildigs par visas darbplismas validéSanu, lai noteiktu piemeérotos veiktspéjas parametrus.

Pamata veiktspé&ja un saderiba ar dazadiem pakartotajiem lietojumiem
Pakartota analize

Eluéta genomiska DNS ir gatava lietoSanai dazadas pakartotajas analizés, tostarp dazadas in vitro diagnostikas pakartotajas analizés.

Plasaku informaciju par konkrétu sistémas veiktspéju skatiet attiecigd QIAGEN® komplekta rokasgramata.

Izdalitads DNS iegltais daudzums

Formalina fikséti un parafina iegulti (Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded, FFPE) paraugi var uzradit augstu audu heterogenitates limeni.
Turklat audu virsmas laukums FFPE paraugos ir loti mainigs, tadé| ekstrahétas DNS daudzums un kvalitate var bat mainigi. Tadél
lietotdjam ir jaoptimizé sekciju skaits, sekcijas biezums un sekcijas virsmas laukums saviem intereséjoSajiem paraugiem un visam
lietotaja laboratorija izmantotajam proceddram, lai iegitu piemérota daudzuma un kvalitates DNS saviem konkrétajiem pakartotajiem

lietojumiem.
Ja komplektu izmanto kopa ar QIAGEN pakartoto lietojumu, instrukcijas skatiet attiecigaja rokasgramata.

Ja izmantojat nepietiekamu audu dehidrataciju FFPE audu sagatavoSanas laikd, pievienojat pardk daudz parafina ekstrahéSanas
stobrina kopa ar paraugu, izmantojas zemakas tiribas pakapes (nevis molekularas biologijas pakapes) etanolu, neka ieteicams, vai

ksilolu vai etanolu paturat parauga, ekstrahé$ana var bat suboptimala un DNS daudzums un kvalitate var bat zemi.
Atkartojamiba

Atkartojamiba tika novértéta, izmantojot 6 FFPE $tnu Iinijas, kas generétas no formalina fiksétam un parafina iegultam cilvéka $anam.
Paraugi tika testéti ar QuantiTect® SYBR® Green pamatmaisijumu un B aktina génam specifiskiem praimeriem kopa ar Rotor-Gene® Q

real-time PCR cikleri. PCR reakcijas tika veiktas cilvéka 3 aktina géna 174 bp fragmentam un 218 bp fragmentam.

Statistiskajai analizei katram fragmenta lielumam tika izmantoti 72 datu punkti. Statistiskaja analizé ietilpa standartnovirzes (Standard

Deviation, SD) un aug$g&jas un apak3éjas 95% ticamibas robezas aprékins. Mainigums tika novértéts, izmantojot dispersijas komponenta
analizi ka standartnovirzi 218 bp fragmentam (SD: 0,342 CT,; apak$€ja 95% ticamibas robeza: 0,291; aug$éja 95% ticamibas
robeza: 0,413). To var izmantot kd atkartojamibas novértéjumu ekstrahéSanas procesam. Noveértétais mainigums 174 bp fragmentam

bija 0,258 CT; apaksgja 95% ticamibas robeza: 0,220; augséja 95% ticamibas robeza: 0,312.
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Reproducéjamiba

Reproducéjamibas novértéjums tika veikts tris laboratorijas, izmantojot 3 kiiniskus FFPE paraugus, kuros bija nesik$inu plausu véza
(Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC) audi: viena bija delécijas 6223 mutacija, viena bija L858R mutacija, un viena bija savvalas tipa
(Wild-Type, WT) paraugs. Kliniskie FFPE paraugi tika atlasiti, balstoties uz to zinamo mutaciju statusu saskana ar Sengera

sekvencésanu.

Katram no mutanta kltniskajiem FFPE paraugiem 48 secigas FFPE sekcijas tika randomizéti sakartotas paros, ko izmantot ekstrahésana,

un sadalitas tris partijas, pa vienai partijai katra testa vieta.

EkstrahéSanas katra testa vieta tika veiktas divos eksemplaros. Katra vieta ekstrahéSanai tika izmantota viena unikdla QlAamp
FFPE DNA DSP Kit komplektu partija. Paraugu novérté$ana un mutacijas novértésana tika veiktas, izmantojot therascreen® EGFR RGQ
PCR Kit komplektu visas tris vietas. Paraugi tika testéti 3 nesecigas dienas 6 dienu perioda. Katrs paraugs katra vieta tika testéts 6 reizes,
tatad kopa tika iegdti 18 datu punkti katram paraugam.

Visiem paraugiem visas tris vietas uzradijas 100% pareizas mutaciju nosauksanas.

Linearitate

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit komplektu var izmantot DNS izoléSana no dazada tipa audiem. Linearais diapazons ir janosaka
atbilstosi klienta prasibam, un to ir nepiecieSams validét konkrétajam lietojumam. Dazadiem audu tipiem ir sagaidami dazadi linearie

diapazoni atkariba no sistéma ievietotajiem audiem un no audu Tpasibam.

Interferéjosas vielas

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit komplektu var izmantot DNS izoléSana no dazada tipa audiem. Potenciali interferéjo$as vielas var
rasties no dazadiem avotiem, pieméram, no audu tipam un organam specifiskajiem dabigiem metabolitiem, patologiskos apstaklos
raditajiem metabolitiem, vielam, kas ievaditas pacienta arstéSanas laika, vai vielam, ko pacients ir lietojis iekSKigi.

InterferéjoSo vielu testéSana tika veikta, izmantojot QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit komplektu paraugu sagatavoSanai kopa ar
tipiskajiem pakartotajiem lietojumiem ekstrahéto nukleinskabju kvalitates novértéSanai. Testéto diagnostikas QIAGEN komplektu piemeri

ir uzskaititi Seit: Tabula 1.

Tacu dazadiem pakartotajiem lietojumiem var atSkirties prasibas attieciba uz tiribu (t.i., potenciali interferéjoSu vielu neesamibu), un
konkrétaja parauga eso$as interferéjosas vielas var bt daudzveidigas. Tapéc konkrétas diagnostikas darbplismas izstrades gaita ir
janosaka ari attiecigo interferéjoSo vielu identificéSana, testéSana un kontrole ikvienai darbplismai, kur iesaistits QlAamp
DSP FFPE Tissue Kit komplekts un konkrétais pakartotais lietojums.
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Tabula 1. Pakartotas analizes interferéjoso vielu pétijums

Diagnostikas komplekts Testétas interferéjosas vielas Secinajums
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit Parafina vasks Pieci mutanta paraugi (katrs parstav vienu no PIK3CA Kit komplekta analizém) un
Ksilols viens WT paraugs tika papildinati ar 9 potenciali interferéjo§am vielam un testeéti
Etanol attieciba uz to ietekmi uz vidéjo ACt un mutacijas nosaukSanu.
anols
Dati no 8T pétijuma uzrada, ka testétas traucéjosas vielas izmantotajas
Buffer ATL koncentracijas nekadi neietekmé mutanta vai WT paraugus. Gadijumos, kad tika
Proteinaze K noveérota bitiska atkiriba, 81 vértiba ieklavas analizes triskartéja (3x)
Buffer AL starpprecizitaté un tadéjadi bija analizes dabiska mainiguma robezas.
Buffer AW1 Visas mutacijas nosauk$anas gan mutanta, gan WT paraugos atbilda
paredzétajam. Saja pétijuma noveérotie dati liecina, ka pétijums atbilda
Buffer AW2

Hemoglobins

therascreen KRAS RGQ PCR Kit Parafina vasks

Ksilols
Etanols
Buffer ATL
Proteinaze K
Buffer AL
Buffer AW1
Buffer AW2

therascreen EGFR RGQ PCR Kit Parafina vasks

(EGFR Kit)

Ksilols
Etanols
Buffer ATL
Proteinaze K
Buffer AW1
Buffer AW2

therascreen KRAS RGQ PCR NSCLC Parafina vasks

Kit

Ksilols
Etanols
Buffer ATL
Buffer AL
Buffer AW1
Buffer AW2
Buffer ATE
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pienemamibas kritérijiem.

Sis pétijums tika izstradats ar mérki novértét potenciali interfergjosu vielu ietekmi
uz KRAS Kit komplekta veiktspé&ju.

Mutanta paraugiem mérkis bija demonstrét, ka vidéjas analizes vértibas paraugos
ar interferéjo$am vielam batiski neat$kiras no vértibdm paraugos bez §Tm
interferéjoSajam vielam. Savvalas tipa (Wild-Type,WT) paraugiem mérkis bija
demonstrét, ka interferéjoSas vielas klatesamibai nevajadzétu radit aplami
pozitivus rezultatus.

Aplami pozitivi rezultati tika iegati divas analizes/interferéjosas vielas kombinacijas.
Tacu tie abi bija ar zema limena ksilolu, un augsta limena paraugos salidzinamu
aplami pozitivu rezultatu nebija.

Abi Sie mérki tika sasniegti, apstiprinot hipotézi, ka neviena no QlAamp DSP DNA
FFPE Tissue Kit komplekta vielam normalas lietoSanas koncentracijas neapgratina
KRAS Kit komplekta sp&ju mutacijas pozitivus paraugus atskirt no mutacijas
negativiem paraugiem.

ST pétijuma mérkis bija verificét ekstrahé$anas procesa izmantoto potencili
interferéjoso vielu ietekmi uz therascreen EGFR RGQ PCR Kit (EGFR Kit)
komplekta veiktspéju, to izmantojot QIAGEN Rotor-Gene Q MDx Platform (RGQ).

Sim pétijumam tika izvéléti astoni FFPE standarta paraugi, kas parstav katru no
7 EGFR mutacijas analizém, plus viens savvalas tipa (Wild-Type, WT) paraugs.

Apléstas atSkiribas vidéjas ACt vértibas katram no mutanta FFPE standarta
paraugiem starp katru no abiem interfer&joSo vielu [imeniem un “tuk$ajiem”
atkartojumiem vai nu batiski neatskiras no nulles vai tika uzskatitas par mazam, to
vertibai neparsniedzot 1Ct.

Visiem mutanta atkartojumiem mutacijas nosaukSana atbilda noteiktajai mutacijai
katra no zemajiem un augstajiem interferéjo$as vielas [Tmeniem visam
interferéjoS$ajam vielam. Visiem WT atkartojumiem parauga mutacijas statuss bija
“mutacija nav noteikta” katra no zemajiem un augstajiem interferéjo$as vielas
limeniem visam interfer&josajam vielam.

Pétljuma apstiprinajas, ka FFPE Extraction Kit komplekta izmantotie reagenti
neietekmé EGFR Kit komplekta veiktsp&ju.

Sis pétijums tika izstradats ar mérki demonstrét, ka potenciali interfergjosas vielas
klatesamiba (no QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit komplekta (FFPE
ekstrahésanas komplekts)) neraditu aplami pozitivus vai aplami negativus
rezultatus KRAS System NSCLC komplektam; tas ir, tiktu ietekméta mutacijas
nosauk$ana vai izraistta sistémas “dro$atteice”, uzradot nederigu parauga statusu.

No DNS ekstrahéSanas procesa tika identificétas astonas potenciali interfer&joSas
vielas. Katra viela tika testéta pret 8 FFPE $0nu Iinijam, kas parstav katru no KRAS
Kit NSCLC Kit komplekta konstatétajam 7 mutacijam, un viens savvalas tipa
(Wild-Type, WT) paraugs. Mutacijas paraugi tika testéti lTmenT, kas atbilst aptuveni
triskartéjai (3x) konstatéSanas robezai (3 x LOD).

Pétijuma tika demonstréts, ka testétajam vielam nebija nekadas nelabvéligas
ietekmes uz analizes veiktspéju vienkartéja (1x) interferenta liment; vienmér bija
pareiza mutacijas nosauksana un interferéjosas vielas klatesamibai nebija
statistiski nozimigas ietekmes uz ACt starpibu vairuma testéto parauga apstaklu
(58 apstaklos no 64, 1x IimenT). Tiem 6 paraugiem, kam neuzradijas statistiski
nozimiga atSkirtba, novérota vidéjo vértibu atskiriba katram paraugam ieklavas
pétijuma pienemamibas kritérija +2 x SD robezas (SD aplése nemta no
atkartojamibas un reproducéjamibas pétijuma atskaites).

Pétijuma tika arT demonstréts, ka pret augstakiem katras vielas [imeniem analize
bija pielaidiga neka pret paredzéto parnesi, t.i., pareiza mutacijas nosauksana tika
uzradita arf tad, kad interferéjoSas vielas klatesamiba bija desmit reizes (10x)
lielaka par augstako paredzéto koncentraciju.



Plasaku informaciju par interferéjosam vielam konkrétos QIAGEN pakartotajos lietojumos skatiet komplekta rokasgramatas.

Krusteniska kontaminacija

Lai novértétu krusteniska kontaminacija limeni, tika izmantoti divi FFPE $dnu ITnijas NSCLC paraugi: WT un FFPE $inu Iinijas paraugs,
kura ir 21. eksona L858R mutacija. Pétijuma mérkis bija imitét situaciju, kur paraugi, kuros ir augsts mutacijas Iimenis, ekstrakcijas
procediras laika var krusteniski kontaminét citus paraugus. Lai proceddru parbauditu, DNS izdali$ana tika veikta, izdalot DNS no L858R
mutanta paraugiem, kas novietoti blakus WT paraugiem, izmantojot vienu reagentu partiju. Krusteniska kontaminacija tika novértéta,

izmantojot therascreen EGFR RGQ PCR Kit komplektu. Rezultati uzradija krusteniskas kontaminacijas neesamibu visa sistema.

QIAamp DSP DNA FFPE DNA eluata veiktspéja Pyrosequencing®un uz qPCR balstitas analizés

No FFPE audiem izoléta DNS tika atSkaidita ITdz DNS koncentracijai 2 ng/l, lai veiktu analizi, izmantojot therascreen EGFR Pyro Assay.
Visas izpildés, kas izmantotas veikispéjas raksturojuma noteikSanai, signals parsniedza 30 RLU (relative light units, relativas gaismas

vienibas) visiem kodoniem un visiem paraugiem bija pareizs mediciniskais iznakums mutaciju analizei.

Komplektos therascreen KRAS RGQ PCR Kit, therascreen EGFR RGQ PCR Kit, KRAS RGQ PCR NSCLC Kit un therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit tika tieSi izmantota no FFPE audiem izoléta DNS, kas ieglta no pacientiem ar kolorektalo vézi, nesikstnu plaudu vézi un
krats vézi. Ct vértibas tai DNS, kas ekstrahéta, izmantojot QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit komplektu, ieklavas katrai analizei
definétajos un attiecigajas rokasgramatas noraditajos darba diapazona parametros.

Eluatu stabilitate

Eluatu stabilitate ir atkariga no [1dzizdaltto piemaistjumu (saistiti ar audu tipu) satura un tipa, eluéSanas tilpuma un glabasanas apstakliem.

Lietotajiem ieteicams noskaidrot eluatu stabilitati atbilstoSi savam konkrétajam vajadzibam.

Ja komplekts tiek izmantots kopa ar QIAGEN pakartoto lietojumu, instrukcijas skatiet attieciga komplekta rokasgramata. Tipiskas
stabilitates verificéSanas pétijuma tika demonstréts, ka no FFPE audu paraugiem ekstrahéta DNS ir piemérota izmantoSanai ar
therascreen KRAS RGQ PCR Kit komplektu, ja tiek glabata maksimali 7 dienas 4 °C temperattra ar papildu glabasanu -20 °C
temperatira kopa maks. piecas nedélas ar vairakiem sasaldéSanas/atkauséSanas cikliem.
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Simboli

Saja dokumenta ir redzami talak aprakstitie simboli. Pilnu sarakstu ar lieto$anas instrukcijas un uz iepakojuma un mark&uma
izmantotajiem simboliem, 10dzu, skatiet rokasgramata.

Simbols Simbola definicija
c € Sis produkts atbilst prasibam, ko nosaka Eiropas Regula 2017/746 par invitro diagnostikas
mediciniskajam iericém.
IVD In vitro diagnostikas mediciniska ierice
Kataloga numurs
Rn R apzimé lietoSanas instrukciju redakciju, bet n ir redakcijas numurs
Razotajs
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Redakciju vésture

Redakcija Apraksts

R1, 2022. gada junijs Versija 2, redakcija 1

e Atjauninajums versijai 2 par atbilstibu IVDR

e Pievienotas sadalas InterferéjoSas vielas, Krusteniska kontaminacija,
Eluata stabilitate un Saderiba ar pakartotajiem lietojumiem

Jaunako informaciju par licencé$anu un produktiem specifiskas atrunas skatiet attiecigaja QIAGEN komplekta rokasgramata vai lietotaja
rokasgramata. QIAGEN komplektu rokasgramatas un lietotaja rokasgramatas ir pieejamas vietné www.giagen.com, un tas var pieprasit

art no QIAGEN tehniska atbalsta dienesta vai vietéjiem precu izplatitajiem.

Pre¢u zimes: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp®, Pyrosequencing®, QuantiTect®, Rotor-Gene®, therascreen® (QIAGEN Group); SYBR® (Life Technologies Corporation). Tiek uzskatits, ka $aja dokumenta minétie registrétie nosaukumi,
prec¢u zimes utt. ir aizsargati ar likumu arf tad, ja tas nav Tpasi noradits.

06/2022 HB-3033-D01-001 ©® 2022 QIAGEN, visas tiesibas paturétas.
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