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Sissejuhatus

Komplektid QlAsymphony DSP DNA Kit on ette nghtud kasutamiseks Gksnes koos analisaatoriga QlAsymphony SP.

Komplektid QlAsymphony DSP DNA Mini Kit annavad reaktiivid kogu DNA automaatseks puhastamiseks inimese taisverest, trombotsiitide-
leukotsitide kihist, koest ja formaliinis fikseeritud, parafiini sukeldatud (Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded, FFPE) koeproovidest, samuti
viirusliku DNA puhastamiseks inimese taisverest. Komplektid QIAsymphony DSP DNA Midi Kit sisaldavad reaktiive kogu DNA automaatseks
puhastamiseks inimese tdisverest ja trombotsiitide-leukotsitide kihist. Iga verevétukatsuti vai koeliigi sooritusnditajaid ei ole siiski kindlaks

mé&aratud ja neid peab hindama kasutaja.

Magnetosakeste tehnoloogia véimaldab puhastada kérge kvaliteediga nukleiinhappeid, mis ei sisalda valke, nukleaase ega muid lisandeid.
Puhastatud nukleiinhapped on valmis otsekseks kasutuseks jdrelrakendustes, nt amplifitseerimisreaktsioonid  (PCR). Analisaator

QlAsymphony SP teostab puhastamisprotseduuride kaik etapid. Uhes to6seerias t66deldakse kuni 96 proovi kuni 24 partiis.

Jargnevalt naidatakse valitud sooritusandmeid erinevate rakenduste jaoks.
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Sooritusnditajad

Mérkus. Sooritusnditajad séltuvad suuresti erinevatest teguritest ja on seotud spetsiifilise jdrelrakendusega. Need on kindlaks mé&édratud
komplektide QlAsymphony DSP DNA Mini ja Midi Kit jaoks koos nditlike jarelrakendustega. Kuid nukleiinhapete isoleerimise meetodeid
bioloogilistest proovidest kasutatakse eelkdige mitmes jarelrakenduses. Sooritusparameetrid, nt ristsaastumine vai kaitustapsus, tuleb
kindlaks madrata t66voo jaoks osana jarelrakenduse seadistamisest. Seeparast on kasutaja kohustatud valideerima kogu t66voo, et kindlaks

mé&drata asjakohased sooritusparameetrid.
Pdhisooritus ja -Uhilduvus erinevate jarelrakendustega
DNA veri ja trombotsiitide-leukotsiitide kiht

DNA saagis

Komplekti QIAsymphony DSP DNA Mini Kit pshisooritust evalueeriti, kasutades erinevaid verevétukatsuteid ja antikoagulante ning samuti
inimese varsket ja kilmutatud tgisverd. Taisverd voeti 3 tervelt doonorilt (valgete vereliblede [WBC] arv 4,0 kuni 11,0 x 10¢ rakku/ml) 3 eri
tGUpi katsutis: EDTA, 10 ml BD™ Vacutainer® 16 x 100 mm (K2-EDTA); tsitraat, 2,7 ml Sarstedt® S-Monovette® 9NC katsuti 13 x 75 mm
(tsitraat); hepariin, 7,5 ml Sarstedt S-Monovette 15 x 92 mm (Li-hepariin). Kasutati kas varsket (sdilitustemperatuur 2-8 °C) vai kilmutatud
(scilitustemperatuur =20 °C) verd. Genoomne DNA puhastati 200 pl proovidest 4 replikaadiga doonori ja katsuti liigi kohta, kasutades
komplekti QIAsymphony DSP DNA Mini Kit ja vere 200 DSP protokolli elueerimismahuga 200 pl. DNA saagised ja puhtus mé&darati kindlaks

spekiroskoopilise analiisiga (joonis 1).
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Joonis 1. DNA saagis ja puhtus, kasutades erinevaid proovivatukatsuteid ja antikoagulante inimese varske ja killmutatud taisverega. A DNA saagis, ribad nditavad absoluutset
DNA saagist standardhélbega. B DNA puhtus, ribad néitavad DNA puhtust standardhélbega.
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DNA terviklikkus

Amplifitseeriti pikaajalisi PCR-tooteid (5 kb), kasutades analiisi LongRange (joonis 2).

¢
M PC PC NC NC

Joonis 2. DNA terviklikkus, mida testiti pikaajalise PCR-iga. M, QIAGEN GelPilot 1 kb Plus Ladder. A Téisveri koguti neljalt tervelt doonorilt (D) katsutitesse BD K2E. Pikaajalise
PCR-i genoomne DNA puhastati kolmes eksemplaris 200 pl alikvootidest, kasutades komplekti QIAsymphony DSP DNA Mini Kit ja vere 200 DSP protokolli elueerimismahuga
200 pl. D1 = doonor 1, D2 = doonor 2, D3 = doonor 3 ja D4 = doonor 4. B Taisveri koguti 3 tervelt doonorilt BD K2E katsutitesse ja valmistati trombotsiitide-leukotsiitide kiht.
Genoomne DNA puhastati 6 eksemplaris 200 pl alikvootidest, kasutades komplekti QIAsymphony DSP DNA Mini Kit ja trombotsiitide-leukotsiiitide kihi 200 DSP protokolli
elueerimismahuga 200 pl. D1, doonor 1, D2, doonor 2 ja D3, doonor 3. € Kontrollproovid: PC = positiivne kontrollproov ja NC = negatiivne kontrollproov.

DNA saagise ja WBC arvu korrelatsioon

Komplekti QIAsymphony DSP DNA vere ja leukotsiitide kihi rakenduste sooritust hinnati, kasutades iga prooviliigi jaoks é erineva WBC
arvu vere- ja trombotsiitide-leukotsiitide kihi proove. Taisvere WBC arvud olid vahemikus 4 x 10¢ rakku/ml kuni 11,6 x 10¢ rakku/ml ja
trombotsiitide-leukotsiitide kihi arvud olid vahemikus 2,2 x 107 rakku/ml kuni 5,6 x 107 rakku/ml. DNA saagised madrati kindlaks

spektroskoopilise analiitsiga ja leiti séltuvus WCB arvust (joonis 3).
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Joonis 3. DNA saagise ja WBC arvu korrelatsioon. A Genoomne DNA puhastati 1 ml inimese tdisverest, kasutades komplekti QIAsymphony DSP DNA Midi Kit ja vere 1000 DSP
protokolli elueerimismahuga 500 pl. Ribad néitavad absoluutset DNA saagist standardhélbega. B Genoomne DNA puhastati 400 pl trombotsiiitide-leukotsiiitide kihist,
kasutades komplekti QlAsymphony DSP DNA Midi Kit ja trombotsiitide-leukotsiiitide kihi 400 DSP protokolli elueerimismahuga 400 pl. Ribad néitavad absoluutset DNA saagist

standardhélbega.

Viiruslik veri

Onnestumise madra uuringud viidi lébi eelnevalt kvantifitseeritud CMV WHO standardmaterjali lahjendamisega inimese CMV-negatiivses

taisveres. Tuvastamise maar 100% leiti proovidel, mille viiruskoormus oli CMV 90 RU milliliitri kohta (tabel 1).

Tabel 1. Rakenduse QIAsymphony DSP Virus Blood tundlikkus

CMV (RU/ml) Eksemplarid Onnestumised Onnestumiste %
350 18 18 100,00
230 32 32 100,00
115 31 31 100,00
90 32 32 100,00
60 30 24 80,00
30 30 15 50,00

15 30 10 33,33
[¢) 21 5 23,81
2 21 2 9,52
0 15 0 0,00

Inimese téisveri koguti 1 tervelt CMV-negatiivselt doonorilt katsutitesse BD K2E ja sinna lisati CMV WHO standardmaterjali, kasutades erinevaid fiitreid. Viiruslik DNA
puhastati, kasutades komplekti QIAsymphony DSP DNA Mini Kit ja viirusliku vere 200 DSP protokolli elueerimismahuga 60 pl. Eluaate analiisiti CMV-ga, kasutades analiisi

realtime PCR-i.
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Kude ja FFPE kude
DNA saagis

QlAsymphony DSP DNA FFPE koe rakenduse sooritust hinnati, kasutades 1-4, 10 pm vérskelt 16igatud inimese pérna, FFPE osade 6
eksemplari. DNA ekstraheerimine teostati, kasutades komplekti QIAsymphony DSP DNA Mini Kit koos koe vaikese sisaldusega DSP
protokolli. Deparafiinimine ja liisimine teostati ksileeni/etanooli eeltédtluse meetodiga. DNA- elueeriti 50 pl elueerimispuhvris ja DNA

saagis madrati kindlaks spektroskoopilise analiUsiga (joonis 4).
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Joonis 4. DNA saagise ja FFPE-koe sekisioonide korrelatsioon. Inimese pdrna koe osade kuus replikaati 1-4, 10 pm, FFPE deparafineeriti ksileeni/etanooli eeltédtlusega. DNA
ekstraheerimine teostati analisaatoril QIAsymphony SP, kasutades komplekti QIAsymphony DSP DNA Mini Kit koos madala koesisaldusega DSP protokolliga ja
elueerimismahuga 50 pl.

0

Biomarkerite mutatsioonistaatuse analiis realtime PCR-iga.

Biomarkerite mutatsioonistaatuse analis viidi labi, kasutades inimese kddrsooles FFPE osadest ekstraheeritud DNA-d ja inimese kopsu
koeproovidest ekstraheeritud DNA-d.

DNA ekstraheerimiseks FFPE koeproovidest kasutati proovi prepareerimiseks inimese kaarsoole osi 3 x 10 pm. DNA ekstraheerimine toimus
deparafineerimislahuse Deparaffinization Solution kasutamisega eeltddtluseks ja vaikese koesisaldusega DSP protokolli koos 100 pl
elueerimismahuga. Biomarkeri KRAS mutatsioonianaliis teostati KRAS tuvastamiseks analits realtime PCR vastavalt komplekti
kasiraamatule. Kontrollanalitsi Cr véartused olid madratletud vahemikus ja mutatsiooni tuvastamise analiis néitas aminohappe asendust

koodonis 12, mida naitas ACt vaartus 4,17, mis on vaiksem kui madratletud piirvédrtus 8 mutatsiooni 12SER tuvastamiseks (tabel 2).
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Tabel 2. FFPE koe KRAS-biomarkeri mutatsioonianaliisi tulemused

Proov Reaktsioon Siht-C;r Sisemise kontrolli C; ACH
Matriitsita kontrollproov Kontroll 0,00 32,75 -
12ALA 0,00 32,65 -
12ASP 0,00 32,69 -
12ARG 0,00 32,86 -
12CYS 0,00 32,35 -
12SER 0,00 32,76 -
12VAL 0,00 32,41 -
13ASP 0,00 32,26 -
Standard Kontroll 25,95 32,73 -
12ALA 26,39 32,29 0,44
12ASP 26,54 32,15 0,59
12ARG 26,35 32,14 0,40
12CYS 26,31 32,47 0,36
12SER 26,50 32,34 0,55
12VAL 25,80 31,92 -0,15
13ASP 27,09 32,54 1,14
FFPE-kude (inimese kadrsool) Kontroll 24,94 31,98 -
12ALA kindlaks maaramata 32,42 -
12ASP kindlaks madramata 32,73 -
12ARG kindlaks madramata 33,05 -
12CYS kindlaks maaramata 32,74 -
12SER 29,11 32,34 4,17
12VAL kindlaks madramata 32,81 -
13ASP kindlaks maaramata 33,20 -

* ACr = M Cr - C Gy, kus M = mutatsioon ja C = kontrollproov; n.d. = kindlaks méaramata.

DNA ekstraheerimiseks kilmutatud koeproovidest kasutati 25 mg inimese kopsukoe prepareerimiseks, kasutades suure koesisaldusega DSP
protokolli ja elueerimismahtu 200 pl. Teostati EGFR-i biomarkeri mutatsioonianalius, kasutades EGFR-i jaoks analiisi realtime PCR. Tehti
mutatsiooni kontrollimise ja tuvastamise analiis vastavalt analiusi kasiraamatu kirjeldusele. Tulemused nditasid deletsiooni EGFR-geenis,

nagu naitab ACr vaartus 2,47, mis on véiksem kui mutatsiooni tuvastamise maaratletud piirvadrtus 12 (tabel 3).
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Tabel 3. Killmutatud koe EGFR-biomarkeri mutatsioonianaliisi tulemused

Proov Reaktsioon Siht-C;r Sisemise kontrolli C; ACH
Matriitsita kontrollproov Kontroll 0,00 31,71 -
T790M 0,00 32,36 -
Deletsioonid 0,00 31,75 -
L858R 0,00 32,05 -
1861Q 0,00 31,77 -
G719X 0,00 31,68 -
S768l 0,00 32,25 -
Ins 0,00 31,84 -
Standard Kontroll 28,78 31,05 -
T790M 30,08 31,13 1,30
Deletsioonid 28,23 31,19 -0,55
L858R 27,58 30,83 -1,20
1861Q 27,80 30,86 -0,98
G719X 27,80 30,90 -0,98
S768l 29,28 31,41 0,50
Ins 28,00 31,64 -0,78
Kude (inimese kops) Kontroll 25,76 31,23 -
T790M kindlaks maaramata 31,99 -
Deletsioonid 28,23 30,99 2,47
L858R kindlaks madramata 31,33 -
1861Q kindlaks maaramata 31,98 -
G719X kindlaks madramata 32,06 -
S768l kindlaks madramata 31,88 -
Ins kindlaks maaramata 31,62 -

* ACr = M Cr - C Gy, kus M = mutatsioon ja C = kontrollproov; n.d. = kindlaks méaramata.

Korratavus ja reprodutseeritavus

DNA veri

Teostati DNA ekstraheerimine, kasutades vere 200 DSP protokolli elueerimismahuga 200 pl. Korratavust hindas tks kasutaja, tehes 3

iseseisvat analiusi (igas analisis 96 proovi) 3 erineval paeval, kusjuures iga analiis sisaldas 4 partiid 24 prooviga (tabelid 4 ja 5).

Kolm erinevat kasutajat hindasid reprodutseeritavust 3 iseseisva analiisiga (igas analiisis 96 proovi) 3 erineval péeval erinevatel

analisaatoritel QIAsymphony SP, kusjuures iga analiits sisaldas 4 partiid 24 prooviga (tabelid 6 ja 7).
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Tabel 4. Korratavuse hindamise tulemused

Tooseeria Partii n Keskmine DNA saagis (pg) SD v
1 1 24 5,32 0,22 4,22
2 24 4,90 0,22 4,54
3 24 4,95 0,21 4,26
4 24 5,05 0,18 3,60
2 1 24 517 0,30 5,84
2 24 4,90 0,15 3,14
3 24 4,82 0,20 4,13
4 24 4,87 0,17 3,52
3 1 24 511 0,17 3,33
2 24 4,84 0,24 4,91
3 24 4,87 0,16 3,38
4 24 4,78 0,16 3,38
Kokku - 288 4,96 - -

n = korduste arv; SD = standardhdlve; CV = variatsioonikoefitsient.

Tabel 5. Korratavuse hindamise fépsuse andmed

SD cv
Partiid samas analiiisis 0,25 4,95
Uldine kordamise tapsus 0,26 5,18
SD = standardhdilve; CV = variatsioonikoefitsient.
Tabel 6. Reprodutseeritavuse hindamise tulemused
Tooseeria Partii n Keskmine DNA saagis SD cv
(vg)
1 1 24 5,32 0,22 4,22
2 24 4,90 0,22 4,54
3 24 4,95 0,21 4,26
4 24 5,05 0,18 3,60
2 1 24 5,73 0,22 3,81
2 24 5,56 0,26 4,63
3 24 5,40 0,20 3,63
4 24 5,46 0,21 3,89
3 1 24 5,73 0,26 4,62
2 24 5,54 0,24 4,40
3 24 5,41 0,18 3,34
4 24 5,49 0,17 3,16
Kokku - 288 5,38 - -
n = korduste arv; SD = standardhdlve; CV = variatsioonikoefitsient.
Tabel 7. Reprodutseeritavuse hindamise tépsuse andmed
SD cv
Partiid samas analiisis 0,25 4,73
Uldine kordamise tépsus 0,38 7,03

SD = standardhdélve; CV = variatsioonikoefitsient.
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Vordlev sooritus

DNA Blood

Sooritust analiisiti QlAsymphony DSP DNA veresiisteemi jaoks, vorreldes EZ1® DSP DNA veresiisteemiga ja komplekti QlAamp® DNA Blood

Mini Kit manuaalse prepareerimise protseduuriga. DNA puhastati erinevatest vereproovidest, analiisiti DNA saagise suhtes (joonis 5).

DNA saagis (pg)
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Joonis 5. DNA saagiste vordlemine erinevate vere DNA puhastussiisteemide vahel. Téisveri koguti 5 tervelt doonorilt katsutitesse BD K2E. Kaikide meetodite korral kasutati 200 pl
proovi sisendmahtusid ja elueerimismahtusid 200 pl. QS = komplekt QIAsymphony DSP DNA Mini Kit ja vere 200 DSP protokoll; EZ1 = EZ1 Advanced XL, kasutades komplekti
EZ1 DSP DNA Blood Kit; QA = komplekt QIAamp DNA Blood Mini Kit. Ribad naitavad iga proovi absoluutset DNA saagist.

Kude ja FFPE kude

Komplekti QIAsymphony DSP DNA Mini Kit sooritust vérreldi manuaalse komplekti QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit ja komplekti QlAamp
DSP DNA Mini Kit sooritusega, kasutades proovimaterjaline vastavalt FFPE kude ning varsket ja kilmutatud kude. Manuaalne ja automaatne
proovide ettevalmistamine ja DNA saagiste kvantifitseerimine teostati Ghel ajal. DNA saagised pdrast ekstraheerimist varskest/kilmutatud
ja FFPE koeproovidest, kasutades komplekte QlAsymphony DSP DNA Mini Kit, QlAamp DSP DNA Mini Kit (kude) ja komplekti QlAamp
DSP DNA FFPE Tissue Kit (FFPE kude) on kujutatud joonisel 6.
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Joonis 6. DNA ekstraheerimine koe- ja FFPE koeproovidest. Vérske/kilmutatud koe jaoks I5igati inimese kopsu- ja kddrsooleproovid 6 x 25 mg tiskkideks. Iga koeliigi kolme tikki
kasutati proovi prepareerimiseks, kasutades analisaatorit QlAsymphony SP koos suure koesisaldusega DSP protokolliga. DNA ekstraheerimine ilejédnud proovidest teostati,
kasutades komplekti QlAamp DSP DNA Mini Kit. DNA- elueeriti 200 pl-is ja DNA saagis madrati kindlaks spektroskoopilise analiusiga. DNA ekstraheerimiseks FFPE koest
prepareeriti 12 replikaati, mis sisaldasid 3 x 10 pm FFPE koeosi erinevatest inimese elunditest. Proovi prepareemiseks kasutati kuut proovi, kasutades analisaatorit
QlAsymphony SP koos deparafiinimislahuse Deparaffinization Solution eeltéétluse ja véikese koesisaldusega DSP protokolliga. DNA ekstraheerimine ilejaénud proovidest
teostati, kasutades komplekti QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit. DNA elueeriti 50 plis ja DNA saagis médrati kindlaks spekiroskoopilise analiisiga. Ribad néitavad
absoluutset DNA saagist standardhalbega.
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Proovi sisestuse / elvaadi valjundi vahemik

DNA veri

Vérreldi erinevaid proovi sisestuse ja eluaadi véljundi vahemikke DNA vere rakenduse jaoks, kasutades veredoonoreid, kelle WBC arv oli

vahemikus 5,0 kuni 8,0 x 10¢ rakku/ml.

Taisveri koguti 8 tervelt doonorilt katsutitesse BD K2E. DNA puhastati 6 eksemplarist, kasutades iga kord komplekti QIAsymphony DSP DNA
Mini/Midi Kit ja DNA Blood 200 DSP protokolli 200 pl elueerimismahuga, DNA Blood 400 DSP protokolli 400 pl elueerimismahuga ja

DNA Blood 1000 DSP protokolli 500 pl elueerimismahuga (Joonis 7).

45  DNA Blood 200 - 200 pl elueerimine

(]
(3]

40
I I m DNA Blood 400 - 400 pl elueerimine
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Joonis 7. Erinevate proovi sisendite ja elueerimismahtude vérdlus vere DNA puhastussiisteemides. Téisveri koguti 8 tervelt doonorilt katsutitesse BD K2E. Teostati DNA
ekstraheerimine, kasutades DNA vere 200 protokolli elueerimismahuga 200 pl, DNA vere 400 protokolli elueerimismahuga 400 pl ja DNA vere 1000 protokolli
elueerimismahuga 500 pl. DNA saagis médrati spektroskoopilise analisiga. Ribad néitavad absoluutset DNA saagist iga doonori kohta (keskmine vadrtus standardhélbega).

DNA Blood 1000 - 500 pl eluerimine

DNA saagis (ug)
_ = NNNW
o o0 O o O

Viiruslik veri

Taisveri koguti 3 tervelt doonorilt, WBC arviga vahemikus 4,0 kuni 11,0 x 10° rakku/ml, katsutitesse BD K2E ja sinna viidi CMV
standardmaterjali (tiiter 3,7 log koopiat / ml). Viiruslik DNA puhastati 7 eksemplarist, kasutades iga kord komplekti QlAsymphony DSP

DNA Mini Kit ja viirusliku vere 200 DSP protokolli 4 erineva elueerimismahuga (joonis 8).

Keskmised log koopiad / ml
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30
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Joonis 8. Viirusliku DNA kvantifitseerimise vérdlemine erinevate elueerimismahtude korral. Iga doonori proovi eluaate ja elueerimismahtu (60, 85, 110 ja 165 pl) analiisiti
komplekti CMV analiiisiga realtime PCR. Punane joon esindab sihttiitrit ja ribad néitavad keskmisi log koopiaid millimeetri kohta standardhélbega.
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Eluaadi stabiilsus

Mérkus. Eluaadi stabiilsus oleneb suuresti erinevatest teguritest ja seostub spetsiifiliste jdrelrakendustega. See on kindlaks tehtud komplekti
QIAsymphony DSP Mini ja Midi Kit puhul koos jarelrakenduste naidetega. Kasutaja kohustus on tutvuda kohaliku labori jarelrakenduse

kasutusjuhistega ja/vdi valideerida kogu t66voogu, et kindlaks teha vajalikud hoiustamistingimused.

DNA veri ja trombotsiitide-leukotsittide kiht

Eluaadi stabiilsust DNA vere rakenduses katsetati, kasutades eluaate QS-analtusidest, kaitades DNA Blood 200 protokolli eluaadimahuga
200 pl ja DNA Blood 1000 protokolli eluaadimahuga 500 pl. Eluaate hoiustati 2 ml Sarstedti katsutides toatemperatuuril, 2-8 °C, =20 °C

ja =80 °C. DNA saagis ja puhtus madrati spekiroskoopilise analiisiga. DNA terviklikkust analiisiti geeli elektroforeesi ja analiisiga

LongRange PCR (Joonis 9).

TTP: 10years at -80°C

blood 200pl blood 1000p!

endpoint | freeze/thaw endpoint | freezelthaw [ controls |
M - M

Joonis 9. Eluaadi stabiilsus DNA veres. DNA puhastati, kasutades protokolle DNA Blood 200 pl ja 1000 pl. Eluaadid on hoiustatud 2 ml Sarstedti katsutites temperatuuril
-80 °C. Analisiti nelja kordust. DNA terviklikkust testiti pikaajalise PCR-iga. Graafikul on néidatud 10-aastase hoiustamise tulemused. M, QIAGEN GelPilot 1 kb Plus Ladder.

Eluaadi stabiilsust trombotsiitide-leukotsittide kihi rakendamiseks katsetati, kasutades QS-analiusi eluaate, mis sooritati protokolliga BC
400 pl ja eluaadimahuga 200 pl. Eluaate hoiustati 2 ml Sarstedti katsutites ja statiividel Elution Micro Tube Rack toatemperatuuril, 2-8 °C,
-20 °C ja -80 °C. Lisaks katsetati eluaate kilmutamise/sulatamisega 3 tsikli jooksul (joonis 10). DNA saagis ja puhtus maarati kindlaks

spekiroskoopilise analiisiga. DNA terviklikkust analtusiti geeli elektroforeesi ja analisiga LongRange PCR (50 pl reaktsioon).

Trombotsiiiitide-leukotsiiiitide kiht
m-80°C

DNA saagis (ug)
(42
o

0
1. tsikkel 2. tsikkel 3. tsiikkel

Kilmutamise/sulatamise tsiikkel
Joonis 10. Elueerige kiilmutamise/sulatamise tsiikkel frombotsiiitide-leukotsiiitide kihi jaoks. DNA puhastati, kasutades protokolli DNA BC 400 pl. Trombotsiiitide-leukotsiiitide

kiht genereeriti EDTA-verest. Eluaadid on hoiustatud 2 ml Sarstedti katsutites. DNA saagis maérati katse ajapunktides, kasutades sama 3 kilmutuse/sulatuse tsikliga eluaati.
DNA saagis m&érati spektroskoopilise analisiga. Ribad néitavad absoluutset DNA saagist (keskmine védrtus standardhalbega).
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Viiruslik veri

Eluaadi stabiilsust viirusliku vere rakenduses katsetati, kasutades eluaate QS-analiiisidest, mis sooritati protokolliga Virus Blood 200
eluaadimahuga 60 pl. Ko EDTA verele lisatud kaubanduslikult kattesaadavat CMV  standardit (tiiter 2,7 log koopiat/ml) kasutati
proovimaterjalina. Eluaate hoiustati 2 ml Sarstedti katsutites temperatuuril 2-8 °C, -20 °C ja —-80°C. Eluaate analiisiti, kasutades CMV

reaalajas analiusi (joonis 11). Jargnevalt on &ra toodud mitme katse ajapunktid.

Viiruslik veri
n2-8 °Cm-20°Cm-80 °C

3,5

3,0
S 95 | | I
® 25
= _—-20 4
90 <15 1
2810 #
% 05
00 T . ‘ ‘ ‘

7 péeva 4 kuud 8 kuud 12 kuud
Katse ajapunkt

Joonis 11. Elvaadi stabiilsus viirusliku vere rakenduses. EDTA vereproovid, kuhu lisati kaubanduslikult kéttesaadavat CMV standardit, puhastati protokolliga Virus Blood 200.
Eluaate hoiustati erinevatel temperatuuridel statiividel Elution Micro tube rack ja 2 ml Sarstedti katsutites. Katses ajapunkti kohta analiisiti 4 kordust. Riba néitab CMV fiitrit
(keskmist logivaartust koos standardhélbegal.

Kude

Eluaadi stabiilsust koe rakenduse jaoks katsetati protokolliga Tissue HC 200 pl ja eluaadimahuga 200 pl. Proovimaterjalina kasutati vérsket

veisemaksa. Eluaate hoiustati 2 ml Sarstedti katsutides ja statiividel Elution Micro Tube Rack toatemperatuuril, 2-8 °C, -20 °C ja -80 °C.

DNA saagised ja puhtus maarati kindlaks spektroskoopilise analitsiga (joonis 12). DNA terviklikkust analiisiti geeli elektroforeesiga.
Kude

40

35

30 = 1

25

20

DNA saagis (ug)

0 pdeva @ RT 14 pdeva @ RT 3 aastat temperatuuril 5 aastat temperatuur 10 aastat
2-8°C -20°C temperatuuril
Katse ajapunkt / temperatuur -80°C
Joonis 12. Eluaadi stabiilsus koe jaoks. DNA puhastati kasutades protokolli DNA Tissue HC elueerimismahuga 200 pl. Proovimaterjalina kasutati vérsket veisemaksa. Eluaate
hoiustati erinevatel temperatuuridel statiividel Elution Micro tube rack ja 2 ml Sarstedti katsutites. Katses ajapunkti kohta analiisiti 4 kordust. DNA saagis méérati
spektroskoopilise analiiisiga. Ribad néitavad absoluutset DNA saagist (keskmine vadrtus standardhélbegal.
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FFPE-kude

Eluaadi stabiilsus FFPE-koe rakenduse jaoks katsetati protokolliga Tissue LC 200 pl ja elueerimismahuga 100 pl. Proovimaterjalis kasutati
kaubanduslikku inimese FFPE-kude. Eluaate hoiustati 2 ml Sarstedti katsutides ja statiividel Elution Micro Tube Rack toatemperatuuril, 2-8 °C,

-20 °C, ja =80 °C. Eluaate analiusiti majasisese inimese 8-plex PCR-analitsiga (joonis 13). Jargnevalt on esitatud katse kaks ajapunkti.

Ao
H
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| 23 sluater [ E0G luater | 40 sluatar | controlr |
v [+ [ & [ 2 [ a T v T & &[T al 1T &[T al +T +T - -T-Tmn
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e — —— —— S S D S

e — — — — — T—

TTP 10 years at §0°C
I -0 oluator

<ontrolr

Joonis 13. Eluaadi stabiilsus FFPE-koe jaoks. DNA puhastati kasutades protokolli DNA Tissue LC. Proovimaterjalina kasutati kaubanduslikku FFPE-kude. Eluaate hoiustati erinevatel
temperatuuridel statiividel Elution Micro tube rack ja 2 ml Sarstedti katsutites. Katses ajapunkti kohta analiusiti 4 kordust. Eluaate analiisiti majasisese inimese 8-plex
PCR-analiisiga.
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Segavad ained

Inhibeerivate ainete, mis vdivad tdisveres sisalduda, méju DNA vere rakendustele, viiruslikule verele, koe rakendusele kontrolliti jérgmiste

ainete lisamisega:

Tabel 8. Vaimalikke segavaid aineid testiti erinevatel rakendustel

Segavad ained Kontsentratsioon Veri Viiruslik veri Kude
Bilirubiin 200 mg/! v vV Vv
Hemoglobiin 200 g/I v vV

Triglitseriidid 30g/l v v v
Valk 120 g/I v v \

Markus. ,/“ nditab, millist proovimaterjali katsetati véimaliku segava aine suhtes.

Maérati kindlaks hemoglobiini (200 g/1) ja valgu (120 g/l) olemasolevad tasemed vereproovis ja lisati tdiendavalt hemoglobiini véi valku,
et saavutada ndidatud kontsentratsioonid, vastavalt 200 vai 120 g/I. Bilirubiini (200 mg/|) ja triglitseriidide (30 g/l) kummagi aine

ildkogus lisati proovidele, et saavutada ndidatud kontsentratsioonid.
Koe puhul listi kummagi aine tdiskogus lisaatidele, kasutatud koeproovil ei maaratud bilirubiini, triglitseriidi vai valgu kontsentratsiooni.

Mis tahes segavad ained (nt ravimid) ja vastav kontsentratsioon on véga spetsiifiline jarelrakenduse ja patsiendi vaimaliku eelmise ravikuuri

suhtes ning vajab uurimist jarelrakenduse ajal, kasutades komplekte QIAsymphony DSP DNA Mini ja Midi Kit.

Mérkus. Katsetamiseks kasutati jérelrakenduste ndidiseid, et hinnata eraldatud nukleiinhapete kvaliteeti. Kuid erinevatel jcrelrakendustel
véivad olla erinevad néudmised puhtuse (s.t véimalike segavate ainete kontsentratsioon v3i nende puudmine) suhtes, seepdrast on
asjakohased ained ja vastavad kontsentratsioonid tuvastamiseks ja katsetamiseks vaja kindlaks madrata osana jarelrakendusest, mida

arendatakse mis tahes t6dvoo jaoks, mis hdlmab komplekte QlAsymphony DSP Mini ja Midi Kit.

Mérkus. Vatke arvesse, et komplekti QIAsymphony DSP DNA Midi Kit arenduse ajal ei ilmnenud néidistusi hepariini negatiivse sooritusmdju
kohta. Kuid standard ISO 20186-2:2019(E) itleb, et verevétukatsutis hepariin vdib méjutada isoleeritud nukleiinhapete ja puhtust ja
véimalik jadkmaju eluaatidele voib pohjustada segamist ménes jdrelrakenduses. Seepdrast vastutab kasutaja hepariini negatiivse maju
valideerimise eest td6voole.

DNA veri ja trombotsiitide-leukotstitide kiht

DNA vere rakenduste katsetamine tehti protokolliga DSP DNA 1000, mis hdlmab suurimat proovi sisendmahtu, kasutades elueerimismahte

200 ja 500 pl.

Eluaadid madrati kindlaks DNA saagise ja puhtuse spekiroskoopilise analiisiga. PCR-Ghilduvust katsetati, kasutades analiisi real-time PCR,

samuti 16pp-punkti PCR-analtisi.

Ukski tabelis 9 loetletud ainetest ei sega, kuid suure triglitseriide kontsentratsiooniga vereproovides s (> 30 g/I) v&ib gDNA saagis olla

madalam.
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Viiruslik veri

Viiruse vere rakenduse jaoks tehti katsetus protokolliga DSP Virus Blood 200 ja elueerimismahuga 60 pl. CMV-negatiivsetele vereproovidele
lisati 500 koopiat/ml (madal kontsentratsioon) ja 1 x 10 E + 04 koopiat/ml (kérge kontsentratsioon, joonis 14) kaubanduslikku CMV
standardit.

Eluaate analtusiti CMV analiisiga realtime PCR.

Ukski tabelis 9 loetletud aine pole segav, kuid karge triglitseriidide kontsentratsiooniga (> 30 g/I) vereproovid véivad pdhjustada viirusliku

DNA vaiksema puhtuse.

Keskmised log koopiad
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Joonis 14. Inhibeeriva aine test. Taisveri koguti 1 tervelt doonorilt katsutitesse BD K2E ja sinna viidi CMV standardmaterjali (tiiter 4,0 log koopiat / ml). Viit proovi testiti
véimalike inhibiitorite lisamisega ja DNA puhastati iga proovi 4 eksemplarist, kasutades komplekti QIAsymphony DSP DNA Mini Kit ja viirusliku vere 200 DSP protokolli

elueerimismahuga 165 pl. Eluaate analiisiti CMV-ga, kasutades analiisi realtime PCR-i. Punane joon esindab efalonproovide, millele ei lisatud Ghtegi inhibeerivat ainet,
kindlaks maaratud tiitrit, ja ribad naitavad keskmisi logi koopiaid milliliitri kohta standardhélbega.

Kude
DNA koe (vérske ja kilmutatud) testimiseks kasutati protokolli DSP DNA HC elueerimismahuga 200 p.
Eluaadid maarati kindlaks DNA saagise ja puhtuse spektroskoopilise analitsiga. PCR-Ghilduvuse testimiseks kasutati analtusi realtime PCR.

Uhtki tabelis 9 loetletud ainetest ei tuvastatud negatiivse mdjuga proovi ettevalmistusele.

FFPE-kude
FFPE-koe testimiseks kasutati protokolli DSP DNA LC elueerimismahuga 50 pl.

Ained (vt tabel 9) lisati lisaadile ofse.
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Tabel 9. Vaimalikke segavaid aineid testiti erinevatel rakendustel

Segavad ained Kontsentratsioon lisaadis
Ksiileen Kuni 11%

Etanool Kuni 11%
Deparaffinization Solution Kuni 11%

Parafin 0,1 pM lsigud

Eluaadid maarati kindlaks DNA saagise ja puhtuse spekiroskoopilise analtisiga. PCR-Ghilduvust katsetati, kasutades analtisi real-time PCR,

samuti majasisest inimese 8-plex PCR-analiisi.

Uhtki tabelis 9 loetletud ainetest ei tuvastatud negatiivse mdjuga proovi ettevalmistusele.

Ristsaastumine

DNA veri

Ristsaastuse riski rakenduses QlAsymphony DNA Blood analiisiti, kaitades neli korda 96 proovi seadmes QlAsymphony SP erinevate
partiidega (vahetades positiivseid ja negatiivseid proove), mida segasid taielikult negatiivsed partiid. Mudelsisteemi jaoks kasutati mehe
verd (sisaldades WBC arvu > 1,0 x 107 rakku/ml) ja naise verd (sisadades WBC arvu vahemikus 4,0 x 10¢ ja 9 x 10¢ rakku/ml). Proovi
eftevalmistamiseks kasutati protokolli veri 1000 pl, mis hdlmas kérgeimaid proovimahtusid. Negatiivsete naise proovide véimalikku

saastumist eraldamise ajal hinnati jérgneva eluaatide analiisi kéigus, kasutades Y-kromosoomi jaoks analiiUsi real-time PCR.

Proovide, partiide vai kaituste kaupa Glekanduvat ristsaastumist ei tuvastatud.
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Simbolid

Selles dokumendis kasutatakse jérgmisi simboleid. Vaadake kasutusjuhistes, pakendil vai siltidel kasutatavate simbolite tgielikku loendit

k&siraamatust.

Stimbol Tahise selgitus
c € See toode tdidab Euroopa Liidu maaruse 2017/746 in vitro diagnostikaks kasutatud meditsiiniseadmete
kohta noudeid.
IVD In vitro diagnostiline meditsiiniseade
Katalooginumber
Rn R on kasutusjuhendi labivaatamine ja n on versiooninumber
Tootja
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Muudatuste ajalugu

Redaktsioon Kirjeldus

RT, juuni 2022 Versioon 2, redaktsioon 1

e  Uuendatud versioonile 2 vastamaks IVDR-ile

e Jaotised segavate ainete, ristsaastuse, eluaadi stabiilsuse ja
jarelrakendusega Ghilduvuse kohta lisatud

Ajakohastatud teavet litsentsimise ja tootespetsiifiliste kohustustest loobumise kohta saate vastavast QIAGEN-i komplekti késiraamatust voi
kasutusjuhendist. QIAGEN-i komplekti kasiraamatud ja kasutusjuhendid on saadaval veebilehel www.qiagen.com vai tellimisel QIAGEN-i

tehniliselt toelt vai kohalikult mitgiesindajalt.

Kaubamérgid: QIAGEN®, Sample fo Insight®, QlAsymphony®, QlAamp®, EZ1?, UltraRun® (QIAGEN Group); BD™, Vacutainer® (Becton Dickinson and Company); Sarstedt®, S-Monovette® (Sarstedt AG and Co.). Selles dokumendis kasutatud
regisireeritud nimetused, kaubamérgid jne loetakse seadusega kaitstuks ka juhul, kui need pole eraldi kaubamérkidena téhistatud.

06/2022 HB-3029-D01-001 © 2022 QIAGEN. Kaik sigused kaitstud.
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