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Obecny uvod

Souprava QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit je systém, ktery vyuziva technologii silikatové membrany (technologie QlAamp) k izolaci
a purifikaci genomové DNA z biologickych vzorkd fixovanych formalinem, zalitych parafinem (Formalin-Fixed, Paraffin-

Embedded, FFPE).

Je uréena pro Ucely ruéni pripravy alikvotd a neposkytuje Zadné kvalitativni ani kvantitativni vysledky testu.
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Charakteristika funkcnich viastnosti

Poznamka: Charakteristika funkénich vlastnosti zavisi na raznych faktorech a souvisi s konkrétni naslednou aplikaci. Pro soupravu
QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit byla stanovena ve spojeni s pfikladnymi typy tkani FFPE a pfikladnymi naslednymi aplikacemi.
Metody izolace nukleovych kyselin se vSak pouzivaji ve spojeni s riznymi biologickymi vzorky a jako predstuperi pro fadu naslednych
aplikaci. Pro kazdy takovy pracovni postup je tfeba v ramci vyvoje nasledné aplikace stanovit parametry funkénich vlastnosti, jako je
kfizova kontaminace nebo opakovatelnost a reprodukovatelnost cyklu. Proto je povinnosti uzivatele cely pracovni postup validovat
a stanovit vhodné parametry funkénich vlastnosti.

Zakladni funkéni vlastnosti a kompatibilita s rGznymi naslednymi aplikacemi
Nasledna analyza

Eluovana genomova DNA je pfipravena k pouziti v riznych naslednych analyzach, v€etné fady naslednych analyz pro diagnostické ucely

in vitro. Dalsi informace o konkrétnich funk&nich vliastnostech systému naleznete v pfiru¢ce k prislusné soupravé QIAGEN®.
Vytézek purifikované DNA

Alikvoty fixované formalinem, zalité parafinem (Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded, FFPE) mohou vykazovat vysoky stupen
heterogenity tkané. Kromé toho je povrch tkané v alikvotech FFPE velmi variabilni, coz vede k proménlivému mnozstvi i kvalité
extrahované DNA. UZivatel by proto mél optimalizovat pocet fezU, tloustku fezu a plochu Fezu pro svij alikvot zajmu, jakoZ i vSechny

postupy pouzivané v dané laboratofi, aby se ziskala DNA vhodného mnozstvi a kvality pro konkrétni nasledné aplikace.
Pokud se tato souprava pouziva spolu s naslednou aplikaci QIAGEN, pokyny najdete v pfislusné pfirucce.

Nedostate¢na dehydratace tkané pfi pfipravé tkané FFPE, umisténi pfili§ velkého mnozstvi parafinu s alikvotem do extrakéni zkumavky,

v alikvotu mize vést k suboptimalni extrakci, nizkému mnozstvi DNA a jeji horsi kvalité.

Opakovatelnost

Opakovatelnost byla hodnocena pomoci 6 bunéénych linii FFPE vytvofenych z lidskych bunék fixovanych formalinem a zalitych
parafinem. Alikvoty byly testovany s master mixem QuantiTect® SYBR® Green a primery specifickymi pro gen B-aktin spole¢né
s cyklerem Rotor-Gene® Q pro real-time PCR. PCR reakce byly provedeny pro fragment 174 bp a pro fragment 218 bp lidského genu
B-aktin.

Pro statistickou analyzu bylo pouzito 72 datovych bodl pro kazdou velikost fragmentu. Statistickad analyza zahrnovala vypocet
smeérodatné odchylky (Standard Deviation, SD) a horni a dolni 95% hranice spolehlivosti. Variace byla odhadnuta pomoci analyzy sloZzek
variance jako smérodatna odchylka pro fragment 218 bp (SD: 0,342 CT; spodni 95% hranice spolehlivosti: 0,291; horni 95% hranice
spolehlivosti: 0,413). To Ize pouzit jako odhad opakovatelnosti extrakéniho procesu. Odhadovana variace pro fragment 174 bp byla
0,258 CT; spodni 95% hranice spolehlivosti: 0,220; horni 95% hranice spolehlivosti: 0,312.
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Reprodukovatelnost

Hodnoceni reprodukovatelnosti bylo provedeno ve tfech laboratofich s pouzitim 3 klinickych vzorkd FFPE obsahujicich nemalobunéény
karcinom plic (Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC): jeden vzorek s mutaci delece 6223, jeden vzorek s mutaci L858R a jeden vzorek
s divokym typem (Wild-Type, WT). Klinické vzorky FFPE byly vybrany na zakladé jejich znamého stavu mutace podle Sangerovy metody

sekvenovani.

Pro kazdy z mutovanych klinickych vzorkd FFPE bylo 48 sekvenénich fezll FFPE nahodné rozdéleno do dvojic pro pouZziti v extrakci

a rozdeéleno do tfi davek, jedna davka pro kazdé testovaci pracovisté.

Extrakce byly na kazdém testovacim pracovisti provedeny duplicitné. Kazdé pracovisté pouzilo k extrakci jednu jedine€nou Sarzi soupravy
QlAamp FFPE DNA DSP Kit. Na v8ech tfech pracovistich bylo hodnoceni alikvotd i hodnoceni mutaci provedeno pomoci soupravy
therascreen® EGFR RGQ PCR Kit. Alikvoty byly testovany ve 3 na sebe nenavazujicich dnech béhem 6denniho obdobi. Kazdy vzorek
byl na kazdém pracovisti testovan 6krat, coz predstavuje celkem 18 datovych bodU na jeden vzorek.

Na v§ech tfech pracovistich byly u v§ech alikvotll prokazany 100% spravné hodnoty mutaci.

Linearita

Soupravu QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit Ize pouzit k izolaci DNA z rliznych typ( tkani. Linearni rozsah by mél byt stanoven podle
pozadavkl zakaznika a validovan pro konkrétni pouziti. U riznych typu tkani se oekavaiji rizné linearni rozsahy v zavislosti na zatizeni

tkané v systému a také na vlastnostech tkané.

Interferujici latky

Soupravu QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit Ize pouzit k izolaci DNA z rdznych typG tkani. Potencialné interferujici latky mohou
pochazet z riznych zdrojl, napfiklad z pfirozenych metabolitd specifickych pro dany typ tkané a organu, metabolitt vznikajicich pfi

patologickych stavech, latek zavedenych béhem Ié€by pacienta anebo latek pozitych pacientem.

Testovani interferujicich latek bylo provedeno pomoci soupravy QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit pro pfipravu alikvotl ve spojeni
s pfikladnymi naslednymi aplikacemi pro posouzeni kvality extrahovanych nukleovych kyselin. Pfiklady testovanych diagnostickych

souprav QIAGEN jsou uvedeny v tabulce 1.

RGzné nasledné aplikace vSak mohou mit rizné poZadavky na €istotu (tj. nepfitomnost potencialnich interferujicich latek) a interferujici
latky pfitomné v konkrétnim alikvotu mohou byt odlisné. Proto musi byt identifikace, testovani a kontrola pfislusnych interferujicich latek
rovnéz stanovena jako soucast konkrétniho diagnostického pracovniho postupu, zahrnujiciho soupravu QlAamp DSP FFPE Tissue Kit,

a konkrétni nasledné aplikace.
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Tabulka 1. Studie interferujicich latek v naslednych analyzach

Diagnosticka souprava

Testované interferujici latky

Zaver

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit

therascreen KRAS RGQ PCR Kit

therascreen EGFR RGQ PCR Kit
(EGFR Kit)

therascreen KRAS RGQ PCR NSCLC
Kit

Parafinovy vosk
Xylen

Etanol

Buffer ATL
Proteinaza K
Buffer AL
Buffer AW1
Buffer AW2
Hemoglobin

Parafinovy vosk
Xylen

Etanol

Buffer ATL
Proteinaza K
Buffer AL
Buffer AW1
Buffer AW2

Parafinovy vosk
Xylen

Etanol

Buffer ATL
Proteinaza K
Buffer AW1
Buffer AW2

Parafinovy vosk
Xylen

Etanol

Buffer ATL
Buffer AL
Buffer AW1
Buffer AW2
Buffer ATE

K péti alikvotim s mutacemi (kazdy z nich reprezentuje jednu analyzu v soupravé
PIK3CA Kit) a jednomu alikvotu WT bylo pfidano 9 potencialnich interferujicich
latek. Poté byl testovan vliv téchto interferujicich latek na primérnou hodnotu ACt
a stanoveni mutaci.

Udaije z této studie ukazuji, Ze testované interferujici latky nemély v pouZitych
koncentracich Zadny uc¢inek na mutantni alikvoty ani alikvoty WT. Pokud byl
pozorovan vyznamny rozdil, byl tento rozdil v ramci 3nasobné mezilehlé
preciznosti analyzy, a tedy v ramci inherentni variability analyzy.

V$echna stanoveni mutaci u mutantnich alikvotd i alikvotd WT odpovidala
ocekavani. Udaje ziskané z této studie ukazuji, Ze studie splnila kritéria
prijatelnosti.

Cilem této studie bylo vyhodnotit vliv potencialnich interferujicich latek na funkéni
vlastnosti soupravy KRAS Kit.

U alikvot(i s mutacemi bylo cilem prokazat, Ze primérné hodnoty analyzy

u alikvotu s interferujici latkou se vyznamné neli$i od hodnot u alikvot( bez
interferujici latky. U alikvotd WT bylo cilem prokazat, Ze pfitomnost interferujici
latky by neméla zpusobit faleSné pozitivni vysledky.

Byly zjistény dvé kombinace analyzy a interferujici latky, které vedly k faleSné
pozitivnim vysledkim. V obou pfipadech se v§ak jednalo o nizkou hladinu xylenu
bez srovnatelnych fale$né pozitivnich vysledku v alikvotech s vysokou hladinou
xylenu.

Oba uvedené cile byly spinény, coz potvrzuje hypotézu, Zze zadna latka ze
soupravy QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit v koncentracich, které se bézné
pouzivaiji, neinterferuje se schopnosti soupravy KRAS Kit rozliSovat mezi alikvoty
pozitivnimi a negativnimi na mutaci.

Cilem této studie bylo ovéfit vliv potencialnich interferujicich latek pouzitych

v procesu extrakce na funkéni vlastnosti soupravy therascreen EGFR RGQ PCR
Kit (EGFR Kit) pfi pouziti na platformé QIAGEN Rotor-Gene Q MDx Platform
(RGQ).

Pro tuto studii bylo vybrano osm standardnich alikvottd FFPE reprezentujicich
kazdou ze 7 analyz mutaci soupravy EGFR a jeden alikvot divokého typu (wild-
type, WT).

Odhadované rozdily ve stfednich hodnotach ACt pro kazdy z mutantnich
standard( FFPE mezi kazdou ze dvou Urovni interferujicich latek a ,slepymi®
replikaty se bud vyznamné neliSily od nuly, nebo byly povazovany za nizké
s hodnotou mensi nez 1 Ct.

U v8ech mutantnich replikatt byla detekovana mutace pfi nizké i vysoké
koncentraci interferujicich latek, a to u vSech interferujicich latek. U vSech replikatt
WT byl stav mutace alikvotu pfi nizké i vysoké koncentraci interferujicich latek
,mutace nebyla detekovana“, a to u véech interferujicich latek.

Studie potvrdila, Zze reagencie pouzité v soupraveé pro extrakci FFPE (FFPE
Extraction Kit) neovliviiuji funkéni vlastnosti soupravy EGFR Kit.

Cilem této studie bylo prokazat, ze pfitomnost potencialné interferujici latky (ze
soupravy QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (FFPE Extraction Kit)) nezplsobi
z&dné faleSné pozitivni nebo faleSné negativni vysledky pro soupravu KRAS
System NSCLC Kit. To znamen3, Ze by stanoveni mutace bylo ovlivnéno nebo by
doslo k ,zabezpeceni“ systému tim, ze bude vykazovat neplatny stav alikvotu.

Z procesu extrakce DNA bylo identifikovano osm potencialné interferujicich latek.
Kazda latka byla testovana na 8 bunéénych liniich FFPE, které reprezentuji kazdou
ze 7 mutaci detekovanych soupravou KRAS Kit NSCLC Kit, a na alikvotu WT.
Alikvoty s mutacemi byly testovany na urovni odpovidajici pfiblizné 3nasobku limitu
detekce (3 x LOD).

Studie prokazala, ze testované latky nemaji zadny nepfiznivy vliv na funkeni
vlastnosti analyzy na 1x Grovni interferujici latky: vzdy byla detekovana

a stanovena spravna mutace. Pfitomnost interferujici latky neméla statisticky
vyznamny vliv na rozdil v hodnoté ACt u vétSiny testovanych podminek alikvotu
(58 z 64 podminek, na 1x urovni). U 6 alikvotd, které vykazovaly statisticky
vyznamny rozdil, byl zji§tény rozdil prdméra pro kazdy alikvot v ramci kritéria
prijatelnosti studie +2 x SD (odhad SD prevzaty ze zpravy ze studie
opakovatelnosti a reprodukovatelnosti).

Studie rovnéz prokazala, Ze analyza je tolerantni k vy$$im koncentracim kazdé
z latek, nez je oekavany prenos, tj. stanoveni mutace bylo spravné, i kdyz byla
interferujici latka pfitomna v 10nasobku nejvyssi o€ekavané koncentrace.

DalSi informace o interferujicich latkach v konkrétnich navaznych aplikacich QIAGEN naleznete v pfiru¢kach k soupravam.
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KFfizova kontaminace

K posouzeni Urovné kfizové kontaminace byly pouzity dva alikvoty bunécné linie NSCLC, FFPE: WT a alikvot bunécéné linie FFPE
s mutaci L858R v exonu 21. Cilem studie bylo simulovat situaci, kdy alikvoty obsahujici vysokou hladinu mutaci mohou b&hem postupu
extrakce kfizové kontaminovat jiné alikvoty. Purifikace DNA byla provedena za ucelem ovéreni postupu prostfednictvim purifikace DNA
z alikvottd s mutaci L858R, umisténych vedle alikvotd WT, pfi€emz byla pouzita jedna SarZe reagencii. Kfizova kontaminace byla
posouzena pomoci soupravy therascreen EGFR RGQ PCR Kit. Vysledky prokazaly, ze v celém systému nedoSlo k zadné kfizové

kontaminaci.

Funkéni viastnosti eluatu QIAamp DSP DNA FFPE DNA v analyzach zaloZzenych na Pyrosequencing®a qPCR

DNA izolovana z tkané FFPE byla nafedéna na koncentraci DNA 2 ng/ul pro analyzu pomoci therascreen EGFR Pyro. Ve v8ech cyklech
pouzitych pro stanoveni charakteristiky funkénich vlastnosti byl signal vy$si nez 30 RLU (relative light unit, relativni svételné jednotky)

pro vSechny kodony. VSechny alikvoty mély spravny medicinsky vysledek pro analyzu mutaci.

DNA izolovana z tkané FFPE pacientt s kolorektalnim karcinomem, nemalobunéénym karcinomem plic a karcinomem prsu byla pouZzita
pfimo v soupravach therascreen KRAS RGQ PCR Kit, therascreen EGFR RGQ PCR Kit, KRAS RGQ PCR NSCLC Kit a therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit. Hodnoty Ct pro DNA extrahovanou pomoci soupravy QlIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit byly v ramci parametr(

pracovniho rozsahu, které se definuji pro jednotlivé analyzy a jsou podrobné popsané v pfislusnych pfiru¢kach.
Stabilita eluatd

Stabilita eluatd bude zaviset na obsahu a typu spole¢né purifikovanych necistot (vzhledem k typu tkané), elu¢nim objemu a podminkach

skladovani. Doporu€ujeme, aby uzivatelé stanovili eluéni stabilitu podle svych konkrétnich pozadavka.

Pokud se tato souprava pouziva spolu s naslednou aplikaci QIAGEN, pokyny naleznete v pfislusné pfiru¢ce soupravy. Pfikladna studie
ovéreni stability prokazala, ze DNA extrahovana z alikvotd tkané FFPE je vhodna pro pouziti se soupravou therascreen KRAS RGQ PCR Kit,
pokud je skladovana maximalné 7 dni pfi teploté 4 °C s dalSim skladovanim pfi teplot& —20 °C po dobu celkem az péti tydnd; vicenasobné

cykly zmrazeni/rozmrazeni jsou mozné.
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Symboly

V tomto dokumentu se vyskytuji nasledujici symboly. Uplny seznam symbolti pouzitych v navodu k pouZiti nebo na obalu a oznageni

naleznete v pfirucce.

Symbol Definice symbolu
c € Tento vyrobek spliuje pozadavky evropského nafizeni 2017/746 pro diagnostické zdravotnické
prostfedky in vitro.
IVD Zdravotnicky prostiedek pro diagnostiku in vitro
Katalogové Cislo
Rn R oznacuje 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 IVDR

e  PFidany oddily Interferujici latky, K¥fizova kontaminace, Stabilita eluatd
a Kompatibilita s naslednymi aplikacemi

Aktualni licenéni informace a odmitnuti odpovédnosti specifické pro vyrobek jsou uvedeny v pfirucce pro soupravu 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®, QlAamp®, Pyrosequencing®, QuantiTect®, Rotor-Gene®, therascreen® (QIAGEN Group); SYBR® (Life Technologies Corporation). Registrované nazvy, ochranné znamky atd. pouZité v tomto
dokumentu, i kdyZ nejsou vyslovné takto oznaceny, nelze povaZovat za nechranéné zakonem.

06/2022 HB-3033-D01-001 © 2022 QIAGEN, v8echna prava vyhrazena.
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