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Wprowadzenie ogolne

Zestaw QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit to system, ktdry wykorzystuje technologie membrany krzemionkowej (technologia QlAamp)
do izolacji i oczyszczania genomowego DNA z utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie (Formalin-Fixed Paraffin-Embedded,

FFPE) prébek biologicznych.

Jest on przeznaczony do recznego przygotowania probki i nie generuje wynikéw testu (jakosciowych ani ilosciowych).
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Parametry skutecznosci

Uwaga: Parametry skutecznos$ci w znacznym stopniu zalezg od réznych czynnikéw i sg powigzane z okreslonymi dalszymi etapami
procedury. Dla zestawu QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit zostaly one ustalone w potgczeniu z przyktadowymi typami tkanek FFPE
i przyktadowymi dalszymi zastosowaniami. Jednak przed dalszymi etapami procedur wykorzystywane sg rozne metody izolacji kwaséw
nukleinowych w potgczeniu z réznymi materiatami biologicznymi. W ramach opracowywania dalszych etapéw procedur nalezy okresli¢
parametry skutecznosci, np. dotyczgce zanieczyszczenia krzyzowego lub powtarzalnosci i odtwarzalnosci testu. Dlatego obowigzkiem
uzytkownika jest walidacja catej procedury w celu uzyskania odpowiednich parametréw skutecznosci.

Podstawowa skutecznosc¢ i zgodnosc¢ z réznymi dalszymi zastosowaniami
Dalsze analizy

Eluowany genomowy DNA jest gotowy do uzytku w réznych dalszych oznaczeniach, w tym réznorodnych dalszych oznaczeniach
diagnostycznych in vitro. Wiecej informacji na temat dziatania systemu zawiera odpowiednia instrukcja obstugi zestawu firmy QIAGEN®.

Uzysk oczyszczonego DNA

Utrwalone w formalinie i zatopione w parafinie (Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded, FFPE) probki mogg charakteryzowaé sie wysoka
heterogenicznoscig tkanki. Ponadto obszar powierzchni probek FFPE jest wysoce zréznicowany, przez co ilos¢ i jakos¢ wyizolowanego
DNA moze sie rézni¢. Dlatego uzytkownik powinien zoptymalizowa¢ procedury stosowane w laboratorium oraz liczbe, grubos¢ i obszar
powierzchni skrawkoéw pod katem przetwarzanej prébki, aby uzyska¢ DNA w ilosci i jakosci odpowiedniej dla wybranych dalszych procedur.

Jesli zestaw ten jest uzywany w potgczeniu z wykonywang na dalszym etapie procedurg opracowang przez firme QIAGEN, nalezy
zapoznac sie z odpowiednig instrukcjg obstugi, aby uzyska¢ wskazowki.

Niewystarczajgce odwodnienie tkanki podczas przygotowania prébek FFPE, umieszczenie zbyt duzej ilosci parafiny w probéwce do
izolacji z prébka, zastosowanie etanolu o czystosci mniejszej niz zalecana (o klasie czystosci nieodpowiedniej dla biologii molekularnej)
lub pozostatosci ksylenu bgdz etanolu w prébce mogg powodowac nieoptymalng izolacje i matg ilos¢ oraz niskg jakos¢ DNA.

Powtarzalnosé

Powtarzalno$¢ oceniono, wykorzystujgc 6 probek FFPE z linii komoérkowych otrzymanych z ludzkich komorek, utrwalonych w formalinie
i zatopionych w parafinie. Probki przetestowano przy uzyciu mieszaniny Master Mix QuantiTect® SYBR® Green oraz starterow swoistych
dla genu B-aktyny wraz z aparatem do reakgji real-time PCR Rotor-Gene® Q. Reakcje PCR zostaly przeprowadzone dla fragmentu
o dtugosci 174 pz i fragmentu o dtugosci 218 pz ludzkiego genu B-aktyny.

W analizie statystycznej wykorzystano po 72 punkty danych uzyskane na podstawie poszczegdlnych fragmentéw. Analiza statystyczna
obejmowata obliczenie odchylenia standardowego (Standard Deviation, SD) oraz gérnej i dolnej granicy 95-procentowego przedziatu
ufnosci. Zmiennos¢ zostata oceniona na podstawie analizy zmiennych elementéw badania poprzez obliczenie odchylenia standardowego
dla fragmentu o dtugosci 218 pz (SD: 0,342 CT; dolna granica 95-procentowego przedziatu ufnosci: 0,291; goérna granica
95-procentowego przedziatu ufnosci: 0,413). Na podstawie tej wartosci mozna oszacowaé powtarzalnos$¢ procesu izolacji. Zmiennos¢
w przypadku fragmentu o dtugos$ci 174 pz wyniosta 0,258 CT; dolna granica 95-procentowego przedziatu ufnosci: 0,220; gérna granica
95-procentowego przedziatu ufnosci: 0,312.
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Odtwarzalnos¢

Ocena odtwarzalnosci zostata przeprowadzona w trzech laboratoriach z wykorzystaniem 3 klinicznych probek FFPE zawierajgcych
tkanke niedrobnokomérkowego raka ptuca (Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC): jedna probka z delecjg (mutacja 6223), jedna
z mutacjg L858R i jedna prébka typu dzikiego (Wild-Type, WT). Kliniczne prébki FFPE wybrano na podstawie znanego statusu mutacji
okreslonego metodg sekwencjonowania Sangera.

48 nastepujgcych po sobie skrawkow poszczegodlnych prébek klinicznych FFPE z mutacjami poddano randomizacji, dzielgc je na pary

do wykorzystania w procesie izolacji, i podzielono je na trzy partie — po jednej na o$rodek badawczy.

W kazdym os$rodku badawczym izolacje przeprowadzono w dwoéch powtdrzeniach. Do izolacji w kazdym osrodku wykorzystano
unikatowg serie zestawéw QlAamp FFPE DNA DSP Kit. Oceny probek i mutacji dokonano, wykorzystujac zestaw therascreen® EGFR
RGQ PCR Kit we wszystkich trzech osrodkach. Probki testowano przez 3 nienastepujgce po sobie dni na przestrzeni 6 dni. Kazdg probke
przetestowano 6-krotnie w kazdym osrodku, co pozwolito na uzyskanie tgcznie 18 punktéw danych na prébke.

Dla wszystkich probek we wszystkich trzech osrodkach uzyskano prawidtowe rozpoznania mutacji na poziomie 100%.

Liniowos¢

Zestaw QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit stuzy do izolacji DNA z tkanek roznego typu. Zakres liniowy powinien zosta¢ ustalony zgodnie
z wymaganiami klienta i zwalidowany pod katem okreslonego zastosowania. Dla réznych typow tkanek oczekiwane sg rézne zakresy

liniowe, ktore zalezg od ilosci tkanki w systemie oraz jej wlasciwosci.

Substancje zaktécajgce

Zestaw QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit stuzy do izolacji DNA z tkanek réznego typu. Substancje potencjalnie zaktécajgce mogg
pochodzi¢ z ré6znych zrédet, np. moga by¢ to naturalne metabolity swoiste dla typu tkanki i narzgdu, metabolity wytwarzane w stanach
patologicznych, substancje wprowadzone do ciata pacjenta podczas leczenia lub substancje spozyte przez pacjenta.

Badanie pod katem substancji zaktocajgcych zostato przeprowadzone przy uzyciu zestawu QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit
przeznaczonego do przygotowania prébki w potgczeniu z przyktadowymi dalszymi procedurami stuzacymi do oceny jakosci
wyizolowanych kwasow nukleinowych. Przyktady przetestowanych zestawdéw diagnostycznych firmy QIAGEN zawiera Tabela 1.

Jednak wymagania w zakresie czystosci (braku potencjalnych substancji zaktdcajgcych) mogg rézni¢ sie zaleznie od dalszych
zastosowan. Ponadto w okreslonej prébce wystepowaé mogg rézne substancje zaktdcajgce. Dlatego w ramach stosowanej procedury
diagnostycznej obejmujgcej wykorzystanie zestawu QlAamp DSP FFPE Tissue Kit i okreslonych dalszych procedur nalezy takze

opracowac proces identyfikacji, badania i kontrolowania odpowiednich substancji zaktdcajgcych.
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Zestaw diagnostyczny

Tabela 1. Badanie pod katem substancji zaktécajacych w dalszej analizie

Przetestowane substancje
zaklocajace

Whiosek

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit

therascreen KRAS RGQ PCR Kit

therascreen EGFR RGQ PCR Kit
(EGFR Kit)

therascreen KRAS RGQ PCR NSCLC

Kit

Parafina
Ksylen
Etanol

Buffer ATL
Proteinaza K
Buffer AL
Buffer AW1
Buffer AW2
Hemoglobina

Parafina
Ksylen
Etanol
Buffer ATL
Proteinaza K
Buffer AL
Buffer AW1
Buffer AW2

Parafina
Ksylen
Etanol
Buffer ATL
Proteinaza K
Buffer AW1
Buffer AW2

Parafina
Ksylen
Etanol
Buffer ATL
Buffer AL
Buffer AW1
Buffer AW2
Buffer ATE

Do pieciu prébek z mutacjami (kazda odpowiadajgca jednemu z oznaczen

w zestawie PIK3CA) i jednej prébki WT dodano 9 potencjalnych substancji
zaktécajacych, a nastepnie przetestowano ich wptyw na $rednig warto$¢ ACt oraz
rozpoznanie mutacji.

Dane uzyskane w tym badaniu wykazaty, ze przetestowane substancje
zakiocajgce w zastosowanym stezeniu nie miaty wptywu na prébki z mutacjami ani
WT. W przypadkach, gdy zaobserwowano istotng réznice, miescita sie ona

w granicach 3-krotnosci precyzji posredniej oznaczenia, a tym samym w granicach
nieodtgcznej zmiennosci oznaczenia.

Wszystkie rozpoznania mutacji w probkach zawierajacych mutacje oraz prébkach
WT byly zgodne z oczekiwaniami. Dane uzyskane w tym badaniu wykazaty,
ze badanie spetnia kryteria akceptaciji.

To badanie zaprojektowano w celu oceny wptywu substancji potencjalnie
zaktocajgcych na dziatanie zestawu KRAS.

W przypadku prébek zawierajgcych mutacje celem byto wykazanie, ze $rednie
wartosci oznaczenia w prébkach z substancjg zaktdcajgca nie réznig sie znaczaco
od wartosci uzyskanych dla probek bez takich substancji. W przypadku prébek WT
celem byto wykazanie, ze obecno$c¢ substanciji zaktdcajgcej nie spowoduje
uzyskania wynikéw fatszywie pozytywnych.

W dwoch kombinacjach oznaczenie/substancja zaktdcajgca uzyskano wyniki
fatszywie pozytywne. Oba przypadki dotyczyly jednak niskiego poziomu stezenia
ksylenu. Nie uzyskano podobnych wynikéw fatszywie pozytywnych w przypadku
probek o wyzszym stezeniu.

Oba cele zostaty spetnione, co potwierdza hipotezg zaktadajaca, ze zadna
substancja pochodzaca z zestawu QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit w stezeniu
stosowanym w standardowych procedurach nie zaktéca zdolnosci do rozrézniania
prébek pozytywnych i negatywnych wzgledem mutacji przez zestaw KRAS.

Celem tego badania byta ocena wptywu substancji potencjalnie zaktécajacych,
stosowanych w procesie izolacji, na dziatanie zestawu therascreen EGFR RGQ
PCR Kit (zestaw EGFR) w potgczeniu z aparatem QIAGEN Rotor-Gene Q MDx
Platform (RGQ).

Do tego badania wybrano osiem wzorcéw probek FFPE odpowiadajgcych
poszczegdlnym 7 oznaczeniom mutacji EGFR oraz jednej prébce typu dzikiego
(Wild-Type, WT).

Szacowane réznice w $rednich warto$ciach ACt dla kazdego wzorca FFPE
zawierajgcego mutacje miedzy dwoma poziomami stezenia substanc;ji
zakiocajacych oraz powtorzen ,proby Slepej” nie réznity sie znaczaco od zera lub
zostaly uznane za niewielkie (warto$¢ mniejsza od 1Ct).

Mutacje zostaty wykryte we wszystkich powtdrzeniach zawierajgcych mutacje,
zaréwno przy niskich, jak i wysokich poziomach poszczegélnych substanciji
zaktécajacych. Wszystkie powtdrzenia WT otrzymaty status mutacji ,niewykryta”
zaréwno przy niskich, jak i wysokich poziomach poszczegdinych substancji
zaktécajacych.

Badanie potwierdzito, ze odczynniki uzywane w zestawie FFPE Extraction Kit nie
wptywajg na dziatanie zestawu EGFR.

Badanie zostato zaprojektowane w celu wykazania, ze obecno$¢ substanciji
potencjalnie zaktécajgcej (pochodzacej z zestawu QlAamp DSP DNA FFPE Tissue
Kit (FFPE Extraction Kit)) nie spowoduje uzyskania wynikow fatszywie
pozytywnych ani fatszywie negatywnych w przypadku korzystania z zestawu KRAS
System NSCLC. Innymi stowy rozpoznanie mutacji przebiegnie prawidtowo,

a system nie zgtosi niewaznego statusu prébki z powodu niepewnosci.

W procesie izolacji DNA zidentyfikowano osiem substanciji potencjalnie
zaktécajacych. Kazdg substancje przetestowano na 8 probkach FFPE z linii
komarkowych, odpowiadajgcych 7 mutacjom wykrywanym przez zestaw KRAS Kit
NSCLC Kit i probce WT. Prébki z mutacjami zostaty przetestowane przy poziomie
stezenia odpowiadajgcego okoto 3-krotnosci granicy wykrywalnosci (3 x LOD).

Badanie wykazato, ze przetestowane substancje nie miaty negatywnego wptywu
na dziatanie oznaczenia przy stezeniu substancji zaktécajgcej na poziomie 1x; za
kazdym razem mutacja zostata prawidtowo rozpoznana, a obecnos¢ substanciji
zakiocajacej nie miata istotnego statystycznie wptywu na réznice w wartosci ACt
w przypadku wiekszosci przetestowanych probek (58 z 64 probek, stezenie 1x).
W przypadku 6 probek, dla ktérych roznice byty statystycznie istotne,
zaobserwowana réznica w $rednich wartosciach poszczegélnych prébek miescita
sie w kryteriach akceptacji badania wynoszgcych +2 x SD (szacowana warto$¢ SD
pochodzita z raportu badania powtarzalno$ci i odtwarzalnosci).

Badanie wykazato takze tolerancje oznaczenia na poziomy stezenia
poszczegdlnych substanciji zaktdcajgcych wyzsze niz oczekiwane na skutek
zanieczyszczenia spowodowanego przeniesieniem, tj. mutacja zostata prawidtowo
rozpoznana w przypadku wystgpienia substancji zaktdcajgcej w stezeniu 10-krotnie
wyzszym od najwyzszego oczekiwanego stezenia.
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Wiecej informacji na temat wptywu substancji zaktdcajgcych na okreslone dalsze etapy procedur opracowanych przez firme QIAGEN

znajduje sie w instrukcjach obstugi zestawow.

Zanieczyszczenie krzyzowe

Do oceny poziomu zanieczyszczenia krzyzowego wykorzystano dwie probki FFPE NSCLC z linii komdrkowych: probke WT i probke
FFPE z linii komoérkowych z mutacjg L858R w eksonie 21. Celem badania byto odwzorowanie sytuacji, w ktérej podczas procedury
izolacji probki zawierajgce wysoki poziom mutacji mogg zanieczysci¢ krzyzowo inne probki. W celu sprawdzenia procedury
przeprowadzono oczyszczanie DNA z probek zawierajgcych mutacje L858R, znajdujgcych sie obok probek WT, wykorzystujgc jedng
serie odczynnikéw. Zanieczyszczenie krzyzowe oceniono za pomocg zestawu therascreen EGFR RGQ PCR Kit. Wyniki wykazaty, ze

w catym systemie nie doszto do zanieczyszczenia krzyzowego.

Wydajnos¢ eluatéw zawierajgcych DNA uzyskanych przy uzyciu zestawow QlAamp DSP DNA FFPE w oznaczeniach
Pyrosequencing® i opartych na reakcji gPCR

DNA wyizolowane z tkanki FFPE rozcienczono do stezenia 2 ng/ul w celu przeanalizowania go przy uzyciu oznaczenia therascreen
EGFR Pyro Assay. We wszystkich testach majgcych na celu okreslenie parametréow skutecznosci uzyskano sygnat o wartosci ponad
30 RLU (wzglednych jednostek $wiatta) dla wszystkich kodondw, a wynik wszystkich probek byt prawidtowy pod kgtem analizy mutaciji.

DNA wyizolowane z tkanek FFPE pochodzacych od pacjentéw z rakiem jelita grubego, niedrobnokomoérkowym rakiem ptuca i rakiem
gruczotu sutkowego zostato uzyte bezposrednio w zestawie therascreen KRAS RGQ PCR Kit, therascreen EGFR RGQ PCR Kit, KRAS
RGQ PCR NSCLC Kit i therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. Wartosci Ct DNA wyizolowanego przy uzyciu zestawu QlAamp DSP DNA
FFPE Tissue Kit miescity sie w parametrach zakresu roboczego zdefiniowanych dla kazdego oznaczenia, wyszczegdlnionych

w poszczegolnych instrukcjach obstugi.

Stabilnos¢ eluatu

Stabilnos¢ eluatu bedzie zaleze¢ od zawartosci oraz typu oczyszczonych jednoczesnie zanieczyszczen (zaleznych od typu tkanki),
objetosci elucji oraz warunkéw przechowywania. Zalecamy okreslenie stabilnosci eluatéw odpowiednio do szczegdlnych wymogéw

uzytkownikow.

Jesli zestaw ten jest uzywany w potgczeniu z wykonywang na dalszym etapie procedurg opracowang przez firme QIAGEN, nalezy
zapozna¢ sie z odpowiednig instrukcjg obstugi, aby uzyska¢ wskazdéwki. Przykiadowe badanie stabilnosci wykazato, ze DNA
wyizolowanego z prébek tkanki FFPE mozna uzywac z zestawem therascreen KRAS RGQ PCR Kit, jesli jest ono przechowywane do
7 dni w temperaturze 4°C. Dodatkowe przechowywanie mozliwe jest w temperaturze -20°C tgcznie maksymalnie przez pie¢ tygodni

z wieloma cyklami zamrazania-rozmrazania.
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Symbole

W niniejszym dokumencie pojawiajg sie ponizsze symbole. Petna lista symboli stosowanych w instrukcji uzycia lub na opakowaniu
i oznaczeniach znajduje sie w instrukcji obstugi.

Symbol Definicja symbolu
c € Ten produkt spetnia wymogi Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego 2017/746 w sprawie wyrobow
medycznych do diagnostyki in vitro.
IVD Wyrob medyczny do diagnostyki in vitro
Numer katalogowy
Rn R oznacza wydanie instrukcji uzycia, a n oznacza numer wydania
Producent
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Historia zmian

Wydanie Opis

R1, czerwiec 2022 r. Wersja 2, wydanie 1

e Aktualizacja do wersji 2 w celu spetnienia wymagan w zakresie [VDR

e Dodano sekcje dotyczgce substancji zakidcajgcych, zanieczyszczenia
krzyzowego, stabilnosci eluatéw i zgodnosci z dalszymi zastosowaniami

Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczgce wytgczenia odpowiedzialnosci dla poszczegdlnych produktéw znajdujg sie w odpowiedniej
instrukcji obstugi lub podreczniku uzytkownika zestawu firmy QIAGEN. Instrukcje obstugi i podreczniki uzytkownika zestawéw QIAGEN
sg dostepne pod adresem www.qgiagen.com. Mozna je takze zamdwi¢ w serwisie technicznym lub u lokalnego dystrybutora firmy
QIAGEN.

Znaki towarowe: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, Pyrosequencing®, QuantiTect®, Rotor-Gene®, therascreen® (QIAGEN Group); SYBR® (Life Technologies Corporation). Zastrzezonych nazw, znakéw towarowych itd. wykorzystywanych
w niniejszym dokumencie, nawet jezeli nie zostaly wyraznie oznaczone jako zastrzezone, nie mozna uwazac za niechronione przepisami prawa.

06/2022 HB-3033-D01-001 © 2022 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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