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Johdanto

QIAamp DSP Circulating NA Kit -tarvikesarja on jdrjestelmd, joka hyddyntaa piidioksidikalvoteknologiaa (QlAamp-teknologia) kiertévan

soluttoman (circulating cellfree, ccf) DNA:n ja RNA:n manuaaliseen eristémiseen ja puhdistamiseen ihmisen veriplasmanéytteistd.
Tuote on tarkoitettu ammattihenkildiden, kuten molekyylibiologisen koulutuksen saaneiden teknikoiden ja lagkareiden, kayttoon.

QlAamp DSP Circulating NA Kit +tarvikesarja on tarkoitettu in vitro -diagnostiikkaan.

Puhdistettujen nukleiinihappojen (Nucleic Acid, NA) tuotto

Plasmandytteista saatava puhdistettujen nukleiinihappojen tuotto voi vaihdella suuresti. Sen vuoksi kayttajien kannattaa optimoida omassa

laboratoriossaan plasman mé&dard ja eluutiotilavuus kyseessé olevan kohteen ja myshemmén sovelluksen perusteella.

Jos sarjaa kaytetdan myshemmin yhdessa QIAGEN®-sovellusten kanssa, katso ohjeita soveltuvan sovelluksen kasikirjasta.
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Analysointi mydhemmissa sovelluksissa

QIAamp DSP Circulating NA Kit -sarjalla eristetyt nukleiinihapot ovat valmiita kaytettaviksi muissa mydhemmissa sovelluksissa. Sarjan
suorituskyky arvioitiin eristamalla yhden ihmisen veriplasmanaytteista nukleiinihapot kayttamalla kolmea eri veringytteenottoputkea (BD
Vacutainer® K2EDTA Tube, Becton Dickinson and Company; PAXgene® Blood ccfDNA Tube, PreAnalytiX GmbH ja Streck® Cell-Free DNA
Blood Collection Tube (BCT)®, Streck; n = 24 luovuttajaa putkityyppid kohden). 1 ml:n plasmandytteen eluaatit testattiin RNA:n osalta
kayttamalla kvantitatiivista PCR-testia (quantitative PCR, qPCR, kuva TA), digitaalista pisara-PCR-festic (digital droplet PCR, ddPCR, kuva 1B)
sekd kadnteisen transkription qPCR-estia (reverse transcription gPCR, RT-qPCR) (vain BD Vacutainer K2EDTA Tube plasma, kuva 2).

cfDNA:n tuotto - 18S rDNA qPCR
K2EDTA
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Kuva 1. Yhden luovuttajan plasmandytteen (1 ml:n néyte) vertailu qPCR- ja ddPCR (Bio-Rad®) -testeilla
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cfRNA 1 ml plasmaa — beeta-aktiinin RT-PCR
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Kuva 2. Soluttoman RNA:n tunnistaminen yhden luovuttajan plasmasta (1 ml:n néyte) ihmisen beeta-aktiinigeenin RT-qPCR-madrityksella (fragmentin pituus 293 emésparia).

Seuraavan sukupolven sekvensointianalyysic (Next-Generation Sequencing, NGS) varten 5 ml:n plasmandyteméaarasta (BD Vacutainer
K2EDTA Tube, PAXgene Blood ccfDNA Tube ja Streck Cell-Free DNA BCT; n = 8 luovuttajaa putkityyppid kohden) luotiin eluaatit. 5 ml:n
plasmandytteen DNA-kokonaistuotto vaihteli vélilla 50-150 ng DNA:ta, ja tunnistamiseen kdytettiin Qubit® HS dsDNA -mé&aritysta.
NGS-analyysi tehtiin kayttamalla GeneRead® QlAact Actionable Insights Tumor Panel -paneelia ja GeneReader®jarjestelmad. Kaikki
naytteet rikastettiin, ja niistd luotiin kirjastot. Lukutuloksista saatiin yhdistettyd ihmisen genomiin yli 98 %, ja > 99,8 %:lla mielenkiintoalueen

sijainneista oli peruskattavuus > 500x.

Molempien nukleiinihappotyyppien (DNA ja RNA) osalta osoitettiin mydhempien sovellusten menestyksekas kaytto (kuva 3).

qPCR ddPCR RT-gPCR NGS

K2EDTA v v v V4
PAXgene / / ei testattu v

Streck / / ei testattu /

Kuva 3. Eristettyjen nukleiinihappojen menestyksekds kéytd myshemmissa eri sovelluksissa.

Kayttdjan on optimoitava plasmamaard ja eluutiotilavuus kohdemolekyylin ja hdnen omassa laboratoriossaan mahdollisesti tehtavien

seuraavien toimenpiteiden perusteella tai hénen on perehdyttavéa kyseessd olevan myshemmén sovelluksen tarkkoihin suorituskykytietoihin.
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Eluaatin vakaus

Eluaatin vakaus on riippuvainen eristettyjen nukleiinihappojen sisallésta ja tyypistd, eluutiotilavuudesta sekd  sdilytysolosuhteista.

Suosittelemme, ettd kayttaja madrittdd omien tarpeidensa edellyttaman eluaatin vakauden.

Eluaatin vakaus testattiin DNA:n ja eluaattien osalta ihmisen plasmasta, jota oli sailytetty BD Vacutainer K2EDTA Tube -putkessa (Becton
Dickinson and Company) tai stabiloivassa veringytteenottoputkessa (PAXgene Blood ccfDNA Tube ja Streck Cell-Free DNA BCT). Eluaatteja
sailytettiin lampétiloissa, jotka olivat =30 °C...=15 °C ja -90 °C...—65 °C. Minkadnlaista heikkenemista ei huomattu 12 kuukauden
ajanjakson aikana. 2-8 °C:n lémpétilassa sekd huoneenldmméssa (15-25 °C) sdilytetyt eluaatit olivat vakaita 48 tuntiin asti. Kaikki

olosuhteet arvioitiin kayttamalla gPCR-testid, joka kohdistettiin ihmisen 18S rDNA -geeniin.

Eluaatin vakaus testattiin RNA:n osalta, ja eluaatit johdettiin ihmisen plasmasta, joka oli ollut BD Vacutainer K2EDTA Tubes -putkissa (Becton
Dickinson and Company). Eluaatteja sdilytettiin lampétiloissa, jotka olivat =30 °C...-15°C ja -90 °C...-65 °C. Minkadanlaista
heikkenemista ei huomattu 6 kuukauden ajanjakson aikana. 2-8 °C:n lampétilassa sailytetyt eluaatit olivat vakaita 48 tuntiin asti. Kaikki

olosuhteet arvioitiin kdyttamdlla RT-qPCR-testid, joka kohdistettiin ihmisen beeta-aktiinigeeniin.

Jos pakkauksia kéytetgén mydhemmin yhdessd QIAGEN-sovellusten kanssa, katso ohjeita soveltuvan pakkauksen kasikirjasta.

Nukleiinihappojen eristamisen tarkkuus

Tarkkuus arvioitiin kéyttamalla ihmisen plasmaa, ja olosuhteet arvioitiin kéyttamélla ihmisen 18S rDNA -geeniin kohdistettua qPCR-testia.

Koeasetelma kasitti 12 puhdistusajoa, joista kukin piti sisalléan 12 toistoa (yhteensd 144 puhdistusta). Puhdistusajot suoritti kolme eri
kayttdjaa kolmena eri péivang kolmella eri laitteella ja kéyttden kolmea eri erdd QlAamp DSP Circulating NA Kit -sarjasta. QlAamp DSP
Circulating NA Kit -sarjan kullekin yksittdiselle parametrille seké kokonaisvaihtelulle (yhteensd) madritettiin keskihajonta (Standard Deviation,

SD) ja variaatiokerroin (Coefficient of Variation, CV) (taulukko 1).

Taulukko 1. Tarkkuustulokset

Tarkkuus
Parametri Keskimadrin kopioita/ml SD CV (%)
Ajojen vélilla 461 1,78
Kayttajien valilla 1392 5,38
Laitteiden valilla 228 0,88
25894
Paivien valilla 2096 8,09
Erien valilla 969 3,74
Yhteensd 3120 12,05
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Lineaarisuus

Tiedot on tuotettu 1-5 ml:n plasmamddrésta verestd, jota on sdilytetty BD Vacutainer K2EDTA Tube-, PAXgene Blood ccfDNA Tube- tai
Streck Cell-Free DNA BCT -putkessa. Kaikkien verinayteputkien osalta havaittiin DNA:n tuoton lineaarinen kasvu (katso kuva 4). Lisaksi BD
Vacutainer K2EDTA Tube -putkien osalta sama havaittiin myds RNA:n suhteen.

Plasma PAXgene Blood ccfDNA Tube -putkesta
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Kuva 4. DNA-kokonaistuoton lineaarinen kasvu (DNA:n kopiota / ml plasmandytettd) eri plasmandytemdarilld. Esitetyt PAXgene Blood ccfDNA Tube -putkesta otettua plasmaa
koskevat tiedot vastaavat BD Vacutainer K2EDTA Tube- (DNA/RNA) ja Streck Cell-Free DNA BCT -putkissa sdilytettyjen plasmandytteiden tuloksia.

Protokollien vastaavuus (Breeze- ja Classic-protokollat)

Suorituskyvyn vastaavuus Breeze- ja Classic-protokollissa mddritettiin osoittamalla, ettd syklin kynnysarvojen (Ct) keskiarvojen (RNA) tai
kopioiden keskiarvoisten mdadrien millilitrassa  (DNA) erotusten 95 %:n  luottamusraja  asettui  kummassakin  vaihtelualueelle
+ 2 x keskihajonta (SD), kun SD oli Classic-protokollan havaittu tarkkuus (viiteolosuhde). Tahan kaytettiin sarjasta kolmea eri erag, ja kokeet

suoritti kolme eri kayttajaa.
Breeze-protokollan osalta tuotettujen Ct-arvojen kokonaistarkkuus (SD) oli pienempi kuin Classic-protokollan kokonaistarkkuuden (SD)

kaksipuolisen 95 %:n ennustevalin ylaraja, kun ennustevali laskettiin tutkimuksessa kayttamalla Classic-protokollasta saatuja  tietoja

(n = 143) seka kaytamalla tutkimuksen Breeze-protokollan tietopisteiden maaraa (n = 144).
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Hairitsevat aineet

Naytteeseen voi tulla héiritsevia aineita erilaisista |Ghteistd — ne voivat esimerkiksi olla luonnollisia metaboliitteja, padtyd néytteeseen
potilaan hoidon aikana tai olla perdisin aineista, joita potilas on nauttinut. QIAamp DSP Circulating NA Kit -sarjan osalta testattiin
endogeenisina komponentteina hemoglobiini, triglyseridit, EDTA, kofeiini, albumiini, konjugoitunut bilirubiini ja konjugoitumaton bilirubiini.
Mitaan hairidita ei havaittu kaytettdessd qPCR-testia mydhempand sovelluksena. Lisaksi naytteen kasittelyn ja nukleiinihappojen eristamisen
aikana ei havaittu mydskaan hairisitd, jotka olisivat johtuneet QlAamp DSP Circulating NA Kit -sarjan omista komponenteista (proteinaasi
K, puskuriaineet Buffer ACL, Buffer ACB, Buffer ACW1 ja Buffer ACW?2 seké etanoli).

Mahdollisten hairitsevien aineiden moninaisuuden ja tiettyjen mydhempien sovellusten erilaisten herkkyyksien takia suosittelemme, etta
kéayttdja arvioi hdiritsevien aineiden vaikutuksen oman tydnkulkunsa perusteella ja validoi omat tarkkailumenetelménsad mydhemmén

diagnostisen sovelluksen hairididen varalta.

Lisctietoja hdiritsevistd aineista tietyissé mydhemmissé QIAGEN-sovelluksissa saat vastaavien sarjojen kasikirjoista.

Ristikontaminaatio

Ristikontaminaatiotason arvioimiseksi 5 ja 2 ml:n ihmisen veriplasmandytteisiin liséttiin 105 kopiota HBV-virusta (positiiviset naytteet), ja
niille tehtiin eristamistoimenpide virusta siséltamattdmien ndytteiden (negatiiviset ndytteet) vieressd ruudukkomaisessa asetelmassa, jossa
ajettiin vuorotellen eristamisajoja pelkille negatiivisille naytteille (eristyksen sisdisten sekd eristysten valisten ajojen ristikontaminaation
arvioimiseksi). Tutkimuksessa pyrittiin jéljittelem&édn tilannetta, jossa suuren maardn nukleiinihappokohdemolekyyleja sisdltavat naytteet
voivat ristikontaminoida muut néytteet eristystoimenpiteen aikana. Nukleiinihappojen puhdistus suoritettiin kayttamalla yhta reagenssierad.

Ristikontaminaatio arvioitiin kayttémalla arfus® HBY RG CE PCR Kit -sarjaa. Tuloksissa ei ndkynyt ristikontaminaatiota koko jérjestelmdssd.
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Symbolit

c € Tama tuote tayttad in vitro -diagnostisia laakinnallisia laitteita koskevan eurooppalaisen
sddnnoksen 2017 /746 vaatimukset.

IVD In vitro -diagnostinen ladketieteellinen laite

Tuotenumero

u Valmistaja

Rn R tarkoittaa kayttdohjeen (suorituskykyominaisuudet) versiota, ja n on versionumero
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Asiakirjan muutoshistoria

Versio Kuvaus

R1, heindkuu 2022 QlAamp DSP Circulating Kit -sarjan version V2 [VDR-pdivitys

Lisatty kayttotarkoitukseen “manuaalinen” eristys. Ei muutoksia suorituskykytiedoissa
verrattuna sarjan versioon 1.

Voimassa olevat lisenssitiedot ja tuotekohtaiset vastuuvapauslausekkeet ovat saatavilla tuotekohtaisista QIAGEN-sarjojen kayttdoppaista tai
kasikirjoista. QIAGEN-sarjojen kasikirjat ja kayttdoppaat ovat saatavilla osoitteesta www.qgiagen.com, tai niité voi tiedustella QIAGENin

teknisestd palvelusta tai paikalliselta jélleenmyyialta.

Tavaramerkit: QIAGEN®, Sample o Insight®, QlAamp®, artus®, GeneRead®, GeneReader® (QIAGEN Group); Vacutainer® (Becton Dickinson and Company); Bio-Rad® (Bio-Rad Laboratories, Inc.); PAXgene® (PreAnalytiX GmbH); Streck®, Cell-Free
DNA BCT® (Streck Inc.); Qubit® (Thermo Fisher Scientific tai sen tytéryhtist). Téssa asiakirjassa mainittuja rekisterdityja nimid, tavaramerkkejd jne. on pidettéva lain suojaamina, vaikkei niitd olisi erityisesti sellaisiksi merkitty.

06/2022 HB-3049-D01-001 © 2022 QIAGEN, kaikki oikeudet pidatetddn.
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