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Die in diesem Produkt enthaltene MGB-Sonde ist Gegenstand eines oder mehrerer der nachfolgenden Patente aus den USA
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1 Zweckbestimmung

FetoGnost® Kit Control ist ein nicht automatischer real-time PCR Test zum qualitativen Nachweis
zellfreier fetaler DNA (cffDNA) in Plasmaproben von Schwangeren.

Dieser Test ist fur Frauen aller Altersgruppen ab der 12. Schwangerschaftswoche (SSW 2 11+0) mit
Einling- oder Mehrlingsschwangerschaften geeignet.

Der Test kann sowohl bei einer ersten Schwangerschaft als auch bei Folgeschwangerschaften
angewendet werden.

Der Test ist flr Forschungszwecke bestimmt (For Research Use Only) und dient ausschlieRlich fur die
Validierung geeigneter Extraktionsmethoden fir die Aufreinigung von cffDNA aus mitterlichem Plasma.
Der Test eignet sich somit fir die Validierung der Extraktion von cffDNA aus humanem mudtterlichem
Plasma.

FetoGnost® Kit Control kann mit FetoGnost® Kit RHD (Kit zum qualitativen Nachweis fetaler RHD DNA)
in einem PCR Lauf verwendet werden.

Kontraindikationen:
- Nicht geeignet fur Proben, die vor der SSW = 11+0 abgenommen wurden.
- Nicht geeignet fur die Validierung der Extraktion von cffDNA, welche mit Extraktionskits
durchgefuhrt werden, die Carrier RNA in einer Konzentration von > 0,5 pg/Probe verwenden.

2 Produktbeschreibung

Fragmentierte DNA (< 150 bp, Qiao et al., 2019) fetalen Ursprungs (cffDNA, zellfreie fetale DNA) macht
nur einen kleinen Teil der zirkulierenden zellfreien DNA (ccfDNA) im mutterlichen Plasma aus und
nimmt wahrend der Schwangerschaft zu. In Plasmaproben aus dem zweiten Trimester schwangerer
Frauen kann die Konzentration der cffDNA 2-151 Genoméaquivalente cffDNA/mI Blut erreichen (Birch
et al., 2005).

FetoGnost® Kit Control ermdglicht einen nicht-invasiven Nachweis von cffDNA aus dem extrahierten
Plasma Schwangerer mittels real-time Polymerase-Kettenreaktion. Der Test dient zur Kontrolle, ob
genlgend fetale DNA im extrahierten mitterlichen Plasma detektierbar ist.

Der Nachweis von cffDNA durch FetoGnost® Kit Control hangt von einem Restriktionsenzymverdau ab,
der mit einem Aliquot des Probeneluats durchgefiihrt wird, um mditterliche DNA zu entfernen.

Die verdaute DNA Probe wird anschlieBend mit real-time PCR getestet. Sonden-spezifische
Amplifikationskurven in den Fluoreszenzkanalen fur VIC, FAM und NED weisen die Amplifikation zweier
fetaler Marker nach und ermdglichen zusatzliche eine Kontrolle tiber einen maternalen Marker.

Bei Analyse der Plasmaproben in Triplikaten und der Kontrollen in Duplikaten kénnen mit dem Inhalt
eines Kits 15 Plasmaproben in einem Durchsatz analysiert werden.

Mit FetoGnost® Kit Control werden drei Gene nachgewiesen:

e Maternaler Marker: Nachweis Uber VIC-markierte Sonde
Der maternale Marker weist einen Abschnitt der mitterlichen DNA nach, der durch die im Kit
enthaltenen Restriktionsenzyme geschnitten wird. Er_darf somit in _der verdauten Plasmaprobe
nicht nachweisbar sein. Das Fehlen des Markers in der verdauten Plasmaprobe garantiert, dass
keine amplifizierbare mutterliche DNA mehr vorhanden ist.

e Fetaler Marker 1: Nachweis tber FAM-markierte Sonde

e Fetaler Marker 2: Nachweis tiber NED-markierte Sonde
Bei den fetalen Markern 1 und 2 handelt es sich um zwei Gene, die eine Aussage uber das
Vorhandensein fetaler DNA im Probeneluat erlauben. In der fetalen DNA werden diese Gene nicht
geschnitten. Der fetale Marker 1 muss daher in der verdauten Probe nachweisbar sein. Zusétzlich
ist der fetale Marker 2 bei etwa 50% der Feten nachweisbar.
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FetoGnost® Kit Control wurde fur ABI® 7500 Instrument und QuantStudio™ 7 Pro (Thermo Fisher
Scientific) entwickelt - fast cycle Parameter werden von diesem Test nicht unterstiitzt. Der Test eignet
sich aber auch fir andere real-time PCR Gerate, die Fluoreszenz im FAM, VIC, NED und ROX Kanal
messen und differenzieren kénnen.

Bei Verwendung von PCR-Plattformen, die nicht von ingenetix getestet wurden, muss eine Evaluierung
der Multiplex-PCR durchgefiihrt werden. Bitte beachten Sie, dass manche PCR-Plattformen vor der
Verwendung einer Multiplex-PCR mit den jeweiligen Farbstoffen kalibriert werden mussen.

3 Grundprinzip der real-time PCR

Der Test basiert auf der Multiplex real-time Polymerase-Kettenreaktion mittels 5'-Nuklease-Assay
Technologie. Dazu werden spezifische DNA-Bereiche amplifiziert und die generierten PCR-Produkte
mit  Hilfe fluoreszenz-markierter Oligonukleotid-Sonden detektiert. Dies ermdglicht den
sequenzspezifischen Nachweis von PCR Amplifikaten.

Wahrend der PCR werden Primer mittels Tag-Polymerase verlangert und die mit dem Target
hybridisierten Sonden durch die 5'-Exonuklease-Aktivitat der Tag-Polymerase gespalten.
Entsprechend der Akkumulation von PCR-Produkt steigt die Fluoreszenz der Sonde mit jedem PCR-
Zyklus an. Die Veranderung der Fluoreszenz der verschiedenen Farbstoffe wird im real-time PCR Geréat
im geschlossenen Reaktionsgefal? Zyklus fir Zyklus bei verschiedenen Fluoreszenzwellenldngen
erfasst.

Der Cg-Wert (Cqg = Quantification cycle, Ct = Cycle threshold, Cp = Crossing point) beschreibt den
Zyklus, an dem die Fluoreszenz erstmals signifikant tGber die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt.

4 Kit Inhalt, Stabilitat und Lagerung

Tabelle 1
Beschriftung Inhalt Menge Lagerung
Primer und Sonden fir
. . Detektion von
®
'(:erhpri?(z/sérs}égﬁ:;;trm Assay Mix - Maternaler Marker (VIC) | 1 x 250 pl -25 bis -15 °C
g ~ Fetaler Marker 1 (FAM)
- Fetaler Marker 2 (NED)
FetoGnost® Kit Control Reaction Mix PCR Reaktionsmix fiir DNA -25°C bis -15 °C,
(weil3er Verschluss) Amplifikation 1x750 ul nach erstem
Auftauen bei +4 °C
IV EER-IEe ity Nuklease-freies Wasser 1 x 1000 pl -25 bis -15 °C
(blauer Verschluss)
_ Enzyme fur Restriktionsverdau 1x30ul -25 bis -15 °C
®
FetoGnost® Kit Control Restr. Buffer Puffer fur Restriktionsverdau 1x80 ul -25 bis -15 °C
(transparenter Verschluss)
FetoGnost Kit Control Positive Control DNA Positivkontrolle 1 x 300 ul -95 bis -15 °C
(roter Verschluss)

DNA Reaction Mix

Der mitgelieferte DNA-Amplifikationsmix ist flr zuverlassige, hoch-sensitive real-time PCR ausgelegt.
Der Master Mix enthélt eine hoch gereinigte rapid hot-start Taq DNA Polymerase, dNTPs mit dUTP und
Uracil-N Glycosylase (UNG) um eine Amplicon Verschleppung zu verhindern, ROX™ Farbstoff als
passive Referenz und Pufferkomponenten — Additive optimiert auf den Umgang mit RT-PCR
Inhibitoren.
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Lieferung und Haltbarkeit

Die Lieferung des Kits erfolgt mit Coolpacks oder auf Trockeneis. Bei sachgeméaRer Lagerung sind die
Kitkomponenten bis zum angegebenen Ablaufdatum haltbar. Dies gilt auch nach Anbruch. Kit vor Licht
geschutzt lagern.

Qualitatskontrolle Freigabetests

In Ubereinstimmung mit dem ISO 13485 zertifizierten Qualititsmanagementsystem von ingenetix wird
jede Charge anhand vorgegebener Spezifikationen getestet, um eine gleichbleibende Produktqualitat
zu gewabhrleisten. Die Qualitatskontrolle erfolgt mit Plasmiden, welche Teile der Target DNA enthalten.

5 Zusatzlich benétigte Materialien und Geréate

Reagenzien und Laborgerate fir DNA-Extraktion, die fur die Extraktion von cffDNA aus maternalem
Plasma geeignet sind (siehe 9. Vorbereitung der Proben)

Nuklease-freies Wasser

Puderfreie Laborhandschuhe (Einweghandschuhe)

Pipetten (einstellbar)

Pipettenspitzen mit Filter

Vortex-Mixer

Tischzentrifuge mit Rotor fir 2 ml Reaktionsgeféalie

Real-time PCR Gerat, welches Fluoreszenz im FAM, VIC, NED und ROX Kanal messen und
differenzieren kann (siehe 2. Produktbeschreibung)

Optische 96 Well Reaktionsplatten oder ReaktionsgefalRe mit zugehodrigem (optischen)
Verschlussmaterial

Optional: Laminar-Flow-Sterilbank

Optional: PCR-Workstation
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6 VorsichtsmalRnahmen und Sicherheitshinweise

6.1 Generelle Hinweise

Dieses Produkt darf nur von Fachpersonal verwendet werden, das auf real-time PCR geschult
wurde.

Der Transport von klinischen Proben muss den ortlichen Vorschriften fir den Transport von
Biologischen Stoffen entsprechen.

Proben sollten als potenziell infektids behandelt werden, gemaR den Vorschriften fir sicheres
Laborarbeiten. Tragen Sie puderfreie Einweghandschuhe bei der Handhabung von klinischem
Probenmaterial und Kitreagenzien.

Probenmaterial, Reagenzien und Abfall missen gemaf lokalen Sicherheitsbestimmungen entsorgt
werden.

Eine unsachgemé&Re Entnahme, Beftrderung oder Lagerung der Proben kann die Fahigkeit des
Assays zum Nachweis der Zielsequenzen beeintrachtigen.

Die Qualitat der DNA hat groRRen Einfluss auf die Testperformance. Es muss sichergestellt sein,
dass das verwendete DNA-Extraktionssystem mit real-time PCR Technologie kompatibel ist.

Das real-time PCR Gerat sollte regelmafiig kalibriert, gewartet und gereinigt werden.
Kitkomponenten sollten vor Licht geschitzt werden.

Reagenzien aus verschiedenen Kits oder Chargen sollten nicht vermischt werden. Beachten Sie
das Ablaufdatum des Kits.

6.2 Spezifische Hinweise

Es muss ein Arbeitsablauf eingehalten werden, der falsch positive Ergebnisse aufgrund von
Detektion kontaminierender DNA verhindert.

Empfohlene MaRnahmen zur Vermeidung von DNA-Kontaminationen:

Separat getrennte Arbeitsbereiche sind fir die Aufbereitung des Probenmaterials, Vorbereitung der
real-time PCR und Amplifikation nétig. Materialien und Gerdate muissen den einzelnen
Arbeitsplatzen zugeordnet sein, um den Arbeitsablauf von Pra- zu Post-PCR im Labor zu
gewahrleisten.

Labortische und Hilfsmittel missen regelmaRig gereinigt werden.

Die Probenaufbereitung sollte in einer Laminar-Flow-Sterilbank erfolgen. Laminar-Flow-Sterilbank
regelmafig in allen Bereichen reinigen.

Die Vorbereitung der real-time PCR sollte in einer PCR-Workstation erfolgen.

Nach Mdglichkeit Verbrauchsmaterialien und Pipetten in der Laminar-Flow-Sterilbank und in der
PCR-Workstation belassen.

Die Verwendung von sterilen aerosol-resistenten Pipettenspitzen ist erforderlich.

Nur DNA-freie Verbrauchsmaterialien verwenden.

Labormantel tragen.

Nur mit puderfreien Einweghandschuhen arbeiten, beim Anziehen die Handflache und Finger der
Handschuhe auf3en nicht beriihren. Handschuhe 6fters wechseln. Um Hautkontakt zu vermeiden,
Handschuhe tiber die Armel des Labormantels ziehen. Eventuell Einweg-Armelschoner verwenden.
Nicht den Rand oder das Gewinde von offenen ReagenzgefalR3en berthren.

Beim Hantieren mit den Proben und der Positivkontrolle ist Vorsicht geboten, um
Kreuzkontaminationen zu vermeiden.

Lagern Sie positives oder potenziell positives Material separat von allen anderen Reagenzien.

Fur eine zulassige Interpretation der Ergebnisse muss eine Negativkontrolle wahrend der DNA-
Extraktion (z.B. Extraktion von Wasser anstelle von Probenmaterial) mit einbezogen werden, um
falsch-positive Ergebnisse aufgrund von Kontamination mit humaner DNA wahrend der Extraktion
ausschlief3en zu kénnen.
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7 Grenzen des Verfahrens

e Zuverlassige Ergebnisse sind nur bei Anwendung sachgemdaRer Verfahren fir Entnahme,
Transport, Lagerung (abhangig vom Blutentnahmerohrchen) und Aufarbeitung der Proben
gewahrleistet.

o Zellfreie fetale DNA befindet sich in sehr niedriger Konzentration im mutterlichen Plasma, daher ist
die Extraktion ein kritischer Schritt in der Analyse. Es muss vom Anwender gewahrleistet werden,
dass mit der gewahlten Extraktionsmethode gentgend fetale DNA gewonnen werden kann.

e Der Test eignet sich nicht fur Proben, die vor der SSW 11+0 abgenommen wurden.

e Der Test wurde bisher nur mit humanen Plasmaproben validiert, welche mit EDTA-R6hrchen (mit
oder ohne Trenngel) abgenommen wurden.

8 Vorbereitung der Proben

Der FetoGnost® Kit Control wurde fir den Nachweis zellfreier fetaler DNA validiert, die aus mitterlichem
Plasma gewonnen wird. Die primare klinische Probe ist Vollblut, aus welchem das Plasma nach
Standardverfahren, siehe unten, abgetrennt wird.

8.1 Probennahme und Transport

o Die Temperatur und Dauer der Probenlagerung sollten dokumentiert werden. Die Probe miussen
zeitnahe an das Untersuchungslabor gesendet werden. Transportieren und lagern Sie die Proben
bei ca. 10-25 °C. Frieren Sie die Probe vor der Plasmagewinnung nicht ein, um eine Zelllyse zu
verhindern.

e Blutproben ab SSW = 11+0 kdénnen mit verschiedenen Abnahmesystemen abgenommen werden:

o EDTA Blutentnahmerdhrchen (empfohlen) mit oder ohne Trenngel
Proben in EDTA Blutentnahmerdéhrchen mit Trenngel dirfen nicht gekuhlt werden, da das
Trenngel dadurch briichig wird.

¢ Bei Verwendung von speziellen Blutentnahmerdhrchen fir Stabilisierung zellfreier-DNA sollte
dies entsprechend validiert werden.

8.2 Plasmagewinnung
Das Plasma muss innerhalb von 6 Tagen nach der Probennahme abgetrennt werden (Clausen et al.,
2013; Muller et al., 2011).

Konventionelle EDTA-Blutentnahmeréhrchen
Zentrifugieren Sie die Proben nach dem in lhrem Labor fir die Plasmagewinnung festgelegten
Protokoll.

8.3 DNA-Extraktion aus Plasma

Lagern Sie die Proben bei zirka 10-25 °C. Plasmaproben, die nicht am selben Tag extrahiert werden,
sollten gefroren gelagert werden (Londero et al., 2019; Validierungsdaten der klinischen Studie). Nach
dem Auftauen muss das Plasma sofort extrahiert werden.

Die DNA-Extraktion kann manuell oder mit automatisierten Extraktionsverfahren durchgefihrt werden,
die fur die Isolierung kurzer DNA-Fragmente geeignet sind (Legler et al., 2007, Yang et al., 2019). Bitte
beachten Sie, dass pro Extraktionscharge eine Extraktionsnegativkontrolle (z. B. Extraktion von
RHD-negativem getesteten Plasma oder Wasser anstelle von Probenmaterial) enthalten sein muss,
um falsch-positive Ergebnisse aufgrund einer Kontamination mit RHD-positiver DNA wéahrend der
Extraktion auszuschliel3en.
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Plasma aus einer hdmolysierten Blutprobe darf nicht fir die Analyse verwendet werden. Vor der
Nukleinsaureextraktion muss nach der Zentrifugation der Probe eine Sichtprifung auf Hamolyse
erfolgen. Im Falle einer hamolysierten Probe muss eine neue Probe entnommen werden.

Es wird empfohlen, eine Evaluierung der cffDNA-Extraktion aus mitterlichem Plasma mit FetoGnost®
Kit Control (HUFGO050) durchzufihren, um sicherzustellen, dass cffDNA mit der gewahlten
Extraktionsmethode gewonnen werden kann.

Empfohlene Extraktionsmethoden:

Extrahieren Sie je 1-2 ml Plasma pro Probe laut Anleitung des Herstellers und eluieren sie die DNA
in bis zu 100 pl. Bei Proben, die vor der 16. SSW abgenommen wurden, wird eine Extraktion von
mindestens 1 ml Plasma empfohlen. Ab der 16. SSW ist eine Probenmenge von 0,5 ml Plasma eluiert
in bis zu 100 ul ausreichend.

Elution

Das Elutionsvolumen sollte so gewéhlt werden, dass 10 pl Eluat mindestens 100 pl Plasma
entsprechen.

Pro ml Plasma: Elution in <100 pl.

DNA-Proben kdnnen einen Tag geklhlt oder langfristig bei -15 bis -25 °C bis zur Analyse gelagert
werden.

Fur manuelle Extraktion empfohlen
- QlAamp® DSP Virus Kit (QIAGEN) fir 500 pl Plasma. Zugabe von 1 pl FetoGnost® Kit IPC Target
(oranger Verschluss)* zum Lysepuffer. Elution in 60 pl.

- QIlAamp Circulating Nucleic Acid Kit (QIAGEN) fur 1-2 ml Plasma. Zugabe von 1 pl FetoGnost® Kit
IPC Target (oranger Verschluss)* zum Lysepuffer. Elution in bis zu 100 pl.

Fir automatisiertes Extraktionsverfahren empfohlen

- QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit (QIAGEN) mit dem QIAsymphony® SP Instrument unter
Verwendung eines von QIAGEN adaptierten Protokolls fiir 1-2 ml Plasma und Elution in 80-100 pl.
Pro Probe Zugabe von 1 pl FetoGnost® Kit IPC Target (oranger Verschluss)* zur bendétigten
Proteinase K Losung.

- QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit (QIAGEN) fiir 1 ml Plasma mit dem QIAsymphony® SP
Instrument unter Verwendung eines von QIAGEN adaptierten Protokolls fir Elution in 80-100 pl.
Zugabe von 3 pl FetoGnost® Kit IPC Target (oranger Verschluss)* zur Carrier RNA pro Probe.
Verwenden Sie 0,5 ug Carrier RNA pro Probe.

- chemagic cfDNA 2k Kit H24 (Perkin Elmer®) fur 1-2 ml Plasma mit dem Chemagic™ 360 Gerat
(Perkin Elmer®). Zu 1 - 2 ml Plasma wird zuerst Proteinase K, dann Poly(A)-RNA und der Lysepuffer
1 hinzugefugt, gefolgt von 1 pl FetoGnost® Kit IPC Target (oranger Verschluss)*. Elution in 80-100
pl.

- Mag-Bind® cfDNA Kit (Omega) fir 1 ml Plasma mit dem KingFisher Instrument (Thermo Fisher
Scientific) unter Verwendung des Protokolls flr cfDNA mit 24-pin Magnetkopf. Zugabe von 67 pl
DSP, 15 pl Proteinase K. Nach dem Proteinase K Verdau Zugabe von 1 pl FetoGnost® Kit IPC Target
(oranger Verschluss)* zu jeder Probe. Elution in 80-100 pl.

*Komponente von FetoGnost® Kit RHD.

Bei Verwendung von Extraktionsverfahren, die nicht von ingenetix empfohlen werden, muss eine
Evaluierung der Extraktionsmethode durchgefuhrt werden.
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8.4 Restriktionsverdau

Der Restriktionsverdau (RE) wird mit 35 pl des jeweiligen Eluats und mit der FetoGnost® Kit Control
Positiv Kontrolle (roter Deckel) durchgefuhrt.

Pipettierschema Restriktionsverdau

Pro Reaktion

Puffer + Enzym Mix FetoGnost® Kit Control Restr. Buffer (transparenter Deckel 4,0 ul
1,5l
Gesamtvolumen 55u

Ansetzten des Buffer + Enzyme Mix 55l
Restriktionsverdaus Probe 35,0 ul
Gesamtvolumen 40,5 pl

Restriktionsverdau: Durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren den Reaktionsverdau gut mischen
(WICHTIG!) und anschlie3end bei 37 °C fiir 1 Stunde in einem Thermoblock mit Heizdeckel (z. B. PCR-
Gerat) inkubieren.

Enzym und Puffer reichen fir 20 Restriktionsverdaue. Bei Analyse der Plasmaproben in Triplikaten und
der Kontrollen in Duplikaten kénnen mit dem Inhalt eines Kits 15 Plasmaproben in einem Durchsatz
analysiert werden.

9 Vorbereitung der real-time PCR

Stellen Sie sicher, dass eine RE-verdaute Positiv Kontrolle (FetoGnost® Kit Control Positive Control,
roter Verschluss) und eine RE-verdaute Negativkontrolle der DNA-Extraktion pro PCR Lauf mitgefuhrt
werden.

- Verdaute Untersuchungsproben sollten in Triplikaten analysiert werden.
— Setzen Sie 10 pl verdaute Probe ein.

- Negativkontrolle der DNA-Extraktion sollte in Duplikaten analysiert werden.
— Setzen Sie 10 pl der verdauten Negativkontrolle der DNA-Extraktion ein.

- Positivkontrolle sollte in Duplikaten analysiert werden.
— Setzen Sie 10 pl der verdauten FetoGnost® Kit Control Positive Control ein.
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9.1 Pipettierschema PCR

Pro Reaktion |Gesamt
Ansetzen des PCR Master FetoGnost® Kit Control Reaction Mix 15.0 ul
Mixes (gut durchmischen) (weil3er Deckel) P H
FetoGnost® Kit Control Assay Mix
(gruiner Deckel) 5,0l
Gesamtvolumen Master Mix 20,0 pl
Master Mix 20,0 ul
Ansetzen der PCR-Reaktion |Probe 10,0 ul
Gesamtvolumen 30,0 pl

e Bereiten Sie den Master Mix entsprechend der Probenanzahl vor, beriicksichtigen Sie dabei ein
zusatzliches Volumen von ca. 10%, um eine ausreichende Menge an Master Mix sicherzustellen.

e Pipettieren Sie pro Probe jeweils 20 pl des vorbereiteten Master Mixes in das Well der optischen
Reaktionsplatte.

e Geben Sie anschlielend 10 pl der verdauten Probe oder der Kontrollen zu. Pipettieren Sie die
Positivkontrolle zum Schluss.

e VerschlieRen Sie die Platte mit einem geeigneten optischen Verschlussmaterial.

e Vortexen Sie die verschlossene Platte fiir ein 1-2 Sekunden und zentrifugieren Sie kurz die Platte.

9.2 Programmierung des Temperaturprofils

Informationen zur Programmierung der PCR-Geréte finden Sie im jeweiligen Benutzerhandbuch des
Herstellers. Bitte beachten Sie, dass manche PCR-Plattformen vor der Verwendung einer Multiplex-
PCR mit den jeweiligen Farbstoffen kalibriert werden missen.

Detektionskanéle: Maternaler Marker VIC-NONE
Fetaler Marker 1 FAM-NONE
Fetaler Marker 2 NED-NONE

Passiver Referenzfarbstoff: ROX (z.B. fur ABI® 7500, QuantStudio™ 5/6/7)
Probenvolumen: 30 ul

Ramp speed: Ohne “fast cycling” Parameter fir ABI® 7500 Instrument oder
QuantStudio™ 5/6/7 (Thermo Fisher Scientific)

Program 1 Program 2 Program 3
Cycles: 1 Cycles: 1 Cycles: 45
Analysis: None Analysis: None Analysis: Quantification
UNG Incubation* Polymerase Activation Acquisition at 60°
95 °C 95 °C
5 min 5 sec \
60 °C
50 °C 1 min
2 min

*) UNG (Uracil-N-Glycosylase) ist Bestandteil des FetoGnost® Kit Control Reaction Mix wie auch dNTPs mit dUTP
zur Verhinderung der Verschleppung von Amplicons.
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10 Auswertung der real-time PCR Daten

Reaktionen mit positiven Cg-Werten werden positiv gewertet, jene mit negativen oder Cq = 45 (Cut-off) als
negativ.

Wichtig: Uberpriifen Sie neben den Cg-Werten auch die Amplifikationskurven und passen Sie
gegebenenfalls den Threshold an. Die Proben sollten sowohl in der logarithmischen als auch linearen
Ansicht Gberprift und mit der Negativkontrolle verglichen werden.

Die Bewertung der Testergebnisse klinischer Proben sollte erst durchgefuhrt werden, nachdem die Positiv-
und Negativkontrollen untersucht und fir valid befunden worden sind. Wenn die Resultate der Kontrollen
nicht valid sind, kdnnen die Probenergebnisse nicht interpretiert werden.

Fur eine valide Auswertung mussen folgende Kriterien erftllt werden:

Target Extraktions Negativ Kontrolle Positiv Kontrolle Plasmaprobe
(Detektio%skanal) verdaut verdaut verdaut
(Duplikate) (Duplikate) (Triplikate)
VIC (Maternaler Marker) Negativ Negatlvlgghwach Negativ
positiv
FAM (Fetaler Marker 1) Negativ Nega:)"é/;gcw“h Positiv (Cq < 38)
. " Positiv (ca. 50 % der Feten)

NED (Fetaler Marker 2) Negativ Positiv (Cq < 38) oder negativ

Im Fall von invaliden Daten muss die Analyse mit der restlichen oder einer frisch extrahierten DNA-
Probe wiederholt werden (siehe 11. Troubleshooting).

Maternaler Marker (VIC Kanal):

Verdaute Plasmaprobe: Der maternale Marker weist einen Abschnitt der mitterlichen DNA nach, der
durch die im Kit enthaltenen Restriktionsenzyme geschnitten wird. Er darf somit in der verdauten
Plasmaprobe nicht bzw. kaum nachweisbar sein.

Das Fehlen des maternalen Markers in der verdauten Plasmaprobe validiert den Restriktionsverdau
und garantiert, dass keine amplifizierbare mutterliche DNA mehr vorhanden ist.

Verdaute FetoGnost® Kit Control Positive Control: Der maternale Marker in der Positivkontrolle wird
durch die im Kit enthaltenen Restriktionsenzyme geschnitten und darf nicht bzw. kaum nachweisbar
sein. Eine kleine nachgewiesene Restmenge ist valid, der maternale Marker sollte jedoch einen Shift
der Cg-Werte > 5 im Vergleich zum fetalen Marker 2 aufweisen.

Zur Information: In der unverdauten Positivkontrolle muss der maternale Marker nachweisbar sein.

Fetaler Marker 1 (FAM Kanal) und Fetaler Marker 2 (NED Kanal):

Verdaute Plasmaprobe: Bei den fetalen Markern 1 und 2 handelt es sich um zwei Gene, deren
Nachweis eine Aussage uber das Vorhandensein fetaler DNA im Probeneluat erlaubt. Diese beiden
Marker werden in der DNA mutterlichen Ursprungs durch die im Kit enthaltenen Restriktionsenzyme
geschnitten - die mutterliche DNA ist somit nicht mehr nachweisbar. In der fetalen DNA werden diese
Gene nicht geschnitten. Der fetale Marker 1 muss daher in der verdauten Probe nachweisbar sein.
Zusétzlich ist der fetale Marker 2 bei etwa 50% der Feten nachweisbar. Je nach Fortschritt der
Schwangerschaft sind Cg-Werte zwischen 32-40 zu erwarten. Bei Cg-Werten > 38 ist nicht mehr
gewabhrleistet, dass genugend cffDNA aus dem miitterlichen Plasma aufgereinigt wurde.

Verdaute FetoGnost® Kit Control Positive Control: Der fetale Marker 1 in der Positivkontrolle wird durch
die im Kit enthaltenen Restriktionsenzyme geschnitten und darf nicht bzw. kaum nachweisbar sein.
Eine kleine nachgewiesene Restmenge ist valid, der fetale Marker 1 sollte jedoch einen Shift der Cg-
Werte > 5 im Vergleich zum fetalen Marker 2 aufweisen. Der fetale Marker 2 in der Positivkontrolle
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muss nachweisbar sein, da er durch die im Kit enthaltenen Restriktionsenzyme nicht geschnitten wird.
Siehe auch Abbildung 1.

11 Troubleshooting

11.1 Kein Signal im FAM, VIC und NED Kanal mit Kontrollen und Probe

e Fehlerhafte Programmierung des Temperaturprofils oder fehlerhafte Einstellung der
Detektionskanale am real-time PCR Instrument.
— Vergleichen Sie das Temperaturprofil und die Einstellung der Detektionskanéle mit den Angaben im
Protokoll.
e Fehler in der Zusammensetzung der PCR-Reaktion.
— Uberpriifen Sie die Pipettierschritte an Hand des Schemas und wiederholen Sie die PCR falls nétig.

11.2 Valide Ergebnisse mit Kontrollen, kein Signal im FAM, VIC und NED Kanal mit
Probe

¢ Falsche Einstellung der Detektionskanéle mit der Probe.
— Uberpriifen Sie die richtige Einstellung der Detektoren.

¢ PCR Inhibierung liegt vor.

o DNA Extraktion ist fehlgeschlagen.

¢ Die extrahierte Probe wurde nicht zur PCR-Reaktion zugegeben.

¢ Keine ausreichende Menge an fetaler DNA in Probe vorhanden.
— Eine Aussage ist nicht moglich. Uberprifen Sie, ob eine geeignete DNA-Extraktionsmethode
verwendet wurde, und Uberpriifen Sie die Arbeitsschritte der DNA-Extraktion.

11.3 Signale in der Negativkontrolle der Extraktion oder in der PCR Negativkontrolle

e Bei der Extraktion oder Vorbereitung der PCR ist eine Kontamination aufgetreten.
— Wiederholen Sie die DNA-Extraktion und PCR unter Verwendung noch unbenutzter Reagenzien.
— Pipettieren Sie die Positivkontrolle immer zum Schluss.
— Stellen Sie sicher, dass Arbeitsflachen und -gerate regelmafiig gereinigt werden.
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12 Performance und Leistungsmerkmale

12.1 Performance auf verschiedenen real-time PCR Geréten

Abbildung 1 zeigt die Performance von FetoGnost® Kit Control mit dem ABI® 7500 Instrument (Thermo

Fisher Scientific).

Abbildung 2 zeigt ein Beispiel fiir die Analyse von mitterlichem Plasma mit dem QuantStudio™ 7 Pro
(Thermo Fisher Scientific). Eine mit fetaler RHD cffDNA positive Probe wurde mit FetoGnost® Kit
Control (verdaute DNA Probe) und FetoGnost® Kit RHD (unverdaute DNA Probe) getestet.
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Beispiel fiir die Analyse von mitterlichem Plasma positiv mit fetaler RHD cffDNA mit FetoGnost® Kit Control

Abbildung 2
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12.2 Analytische Sensitivitat - Nachweisgrenze

FetoGnost® Kit Control wurde mit genomischer humaner DNA und mit 10-fach Verdiinnungsserien von
Plasmiden, welche Teile der drei Marker DNAs reprasentieren, getestet. Es wurde die Nachweisgrenze
(LoD95%: Anzahl an Target Kopien, welche in 95% der Falle positiv detektiert werden) ermittelt.

Maternaler Marker: Es konnten in 50% mindestens 2 Target Kopien/Reaktion hachgewiesen werden.
Die Nachweisgrenze LoD95% betragt 15 Kopien/Reaktion.

Fetaler Marker 1: Es konnten in 50% mindestens 3 Target Kopien/Reaktion nachgewiesen werden.
Die Nachweisgrenze LoD95% betragt 20 Kopien/Reaktion.

Fetaler Marker 2:  Es konnten in 50% mindestens 8 Target Kopien/Reaktion nhachgewiesen werden.
Die Nachweisgrenze LoD95% betragt 8 Kopien/Reaktion.

12.3 Linearitat

Die Linearitat wurde mit einer 10-fachen Verduinnungsserie der Plasmide ermittelt.

Maternaler Marker: Der Test zeigt zwischen 100 - 1.000.000 Target Kopien/Reaktion eine Linearitat
mit einer Steigung von - 3,4 und einem Korrelationskoeffizienten R? von > 0,99.

Fetaler Marker 1: Der Test zeigt zwischen 100 - 1.000.000 Target Kopien/Reaktion eine Linearitat mit
einer Steigung von - 3,3 und einem Korrelationskoeffizienten R2 von > 0,99.

Fetaler Marker 2: Der Test zeigt zwischen 100 - 1.000.000 Target Kopien/Reaktion eine Linearitat mit
einer Steigung von - 3,3 und einem Korrelationskoeffizienten R? von > 0,99.

12.4 Analytische Spezifitat

Analytische Spezifitat wird durch die Selektion hochspezifischer Primer und Sonden gewahrleistet.
Primer und Sonden wurden auf potenzielle Homologien zu derzeit publizierten Sequenzen untersucht.
Diese Datenbankanalyse validierte den Nachweis der drei Marker.
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14 Anderungsindex

Anderung | Datum

Beschreibung

V.1.4d 16.06.2021

Siehe Punkt 10. Auswertung der real-time PCR Daten und Abbildung 1.
Positivkontrolle wurde geéndert: Der fetale Marker 1 in der Positivkontrolle wird
durch die im Kit enthaltenen Restriktionsenzyme geschnitten und sollte daher
einen Shift der Cq-Werte >5 im Vergleich zum fetalen Marker 2 aufweisen.

V1.5d XXXX

Anderung der Firmenadresse

1 Zweckbestimmung

Update

Information Gber Inkompatibilitit des Tests mit Proben, welche mit
Extraktionsmethoden, die Carrier RNA in einer Konzentration von > 0,5 ug/Probe
verwenden, extrahiert wurden.

5 Inhalt, Stabilitat und Lagerung
Kit Version 1.1:
- Fullivolumen der Positivkontrolle wurde von 200 pl auf 300 pl geéndert
- Die Farbe der Kappe des FetoGnost® Kit Control Restr. Enzyme wurde
von blau auf bernsteinfarben geéndert
- Die Farbe der Kappe des FetoGnost® Kit Control Restr. Puffers wurde von
blau auf transparent geandert

8.3 DNA-Extraktion aus Plasma
Update
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