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Obecny uvod

Systém QIAsymphony DSP Circulating DNA predstavuje in vitro systém pfipraveny k pouziti ke kvalitativni purifikaci cirkulujici
bezbunécné DNA (ccfDNA) z lidské plazmy a mogi.

Sada QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit je ur€ena k pouziti pouze v kombinaci s pfistrojem QIAsymphony SP.

Se sadou QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit jsou dodavany reagencie pro plné automatizovanou a simultanni purifikaci ccfDNA
rozsahlého mnozstvi typu lidské plazmy (se stabilizatory profilu ccfDNA, napf. Cell-Free DNA BCT® od Streck®, ale i bez stabilizator(
profilu ccfDNA, napf. zkumavky s EDTA) a z lidské moci (se stabilizatory profilu ccfDNA i bez nich). Charakteristika funkénich vlastnosti

pro jednotlivé typy zkumavek pro odbér krve vSak nebyla stanovena a uzivatel je musi validovat sam.

Purifikovana ccfDNA je kompatibilni se Sirokou Skalou naslednych aplikaci, napf. PCR diagnostika v ramci biochemické kvantifikace nebo
analyzy na bazi fluorescence ¢i NGS.

Pristroj QlAsymphony SP provadi vSechny kroky postupu purifikace. V jednom zpracovani se zpracovava az 96 vzork( v Sarzich po 24.
Vzorky mo¢i mohou vyzadovat ruéni pfedbé&znou upravu vzorku.

Poznamka: Charakteristiky funkénich vlastnosti jsou vyrazné zavislé na riznych faktorech a vztahuji se ke konkrétni nasledné aplikaci.
Tyto vlastnosti byly stanoveny pro sadu QS DSP Circulating DNA Kit ve spojeni s ukazkovymi naslednymi aplikacemi. Metody pro izolaci
nukleovych kyselin z biologického vzorku se vSak pouzivaji jako front-end pro vice naslednych aplikaci, pfi¢emz pro jakykoli takovy
pracovni postup je tfeba v ramci vyvoje nasledné aplikace stanovit vykonnostni parametr, napfiklad kifizovou kontaminaci a provozni

presnost. Proto je odpovédnosti uzivatele ovéfit cely pracovni postup a stanovit vhodné parametry vykonu.

Zakladni vykonnost

Zakladni vykonnost sady QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit byla hodnocena s vyuzitim 4ml vzorkd plazmy uréenych k extrakci
ccfDNA ze zkumavek Streck a ze 4ml vzorkU stabilizované moci od 48 samostatnych darct. VytéZzek ccfDNA byl stanoven pomoci interni
analyzy real-time PCR pro kédujici sekvenci 18S ribozomalni RNA.

Rozdil ve vytézku (log10 kopii/ml) na obrazku 1 (4 ml plazmy) a obrazku 2 (4 ml moci) odrazeji silné, na darci zavisejici koncentrace
ccfDNA, které se typicky nachazeji ve stejném objemu prisluSného materialu vzorku.
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Obrazek 1. Vytézek ccfDNA z plazmy od 48 jednotlivych darca. Odbér krve od 48 samostatnych darcu byl proveden do odbérovych zkumavek Cell-Free
DNA BCT (Streck). CcfDNA byla extrahovana ze 4 ml plazmy s pouzitim sady QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit. Vytézek ccfDNA byl
kvantifikovan pomoci interni analyzy real-time PCR pro kédujici sekvenci 18S. Vysledky byly vypocteny jako pocet cilovych kopii na mililitr vstupni
plazmy.

Navod k pouziti sady QIAsymphony® DSP Circulating DNA Kit (Charakteristiky funkénich viastnosti) 06/2022 2



6,5
6,0
5,5
5,0
~ 45
s M
= 3,5 I
3,0 [ | I

l

|
25 ML

opii/ml

og10

111315171921 23252729 3133353739 4143 4547

ddrce

Obrazek 2. Vytézek ccfDNA z moci 48 samostatnych darct. Mo¢ odebrana od 48 samostatnych darct byla stabilizovana pomoci odbérové zkumavky Cell-Free DNA
Urine Preserve® (Streck). CcfDNA byla extrahovana ze 4 ml moéi s pouzitim sady QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit. VytéZek ccfDNA byl kvantifikovan pomoci interni
analyzy real-time PCR pro kédujici sekvenci 18S. Vysledky byly vypocteny jako cilové kopie na mililitr vstupni moci.

Pfesnost cyklu

Pro extrakci lidské ccfDNA z plazmy EDTA byly stanoveny variaéni koeficienty (Coefficients of variations, CV). Pro analyzu presnosti
byla ccfDNA kvantifikovana pomoci interni analyzy real-time PCR v realném ¢ase pro ribozomalni kédujici sekvenci 18S. Celkem bylo
realizovano 10 cykld pfistroje QIAsymphony, kazdy z nich ve 4 $arzich (8 replikatt na $arzi). Udaje o pfesnosti mezi analyzami jsou
uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1. Odhady analyzy pfesnosti

Presnost CV (%)
V ramci Sarze 11,67
Opakovatelnost 13,14
Stiedni presnost 13,14
Celkova presnost 14,12

Ekvivalentni vykonnost protokolu se 2 ml v protokolu se 4 mi

Ekvivalentni vykonnost protokoll pro vstup vzorku o objemu 2 a 4 ml byla hodnocena pro sadu QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit
s pouzitim endogenni ccfDNA extrahované ze smési lidské EDTA plazmy. Celkem bylo provedeno 8 na sobé nezavislych cykll pfistroje
QlAsymphony, kazdy z nich ve 4 Sarzich, s 8 replikaty na Sarzi. Linearni oblast kvantifikace postupu sady QIAsymphony DSP Circulating
DNA Kit byla stanovena pro kodujici sekvenci 18S pomoci interni analyzy real-time PCR (obrazek 3). Pomér rozdill pro protokoly s 2 ml
a se 4 ml je uveden v tabulce 2 (referenéni protokol pfedstavuje vstupni vzorek o objemu 4 ml).
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Obrazek 3. Ekvivalentni vykonnost pfi pouziti protokolu s 2ml a 4ml vstupnim vzorkem. Linearni rozsah protokolu ccfDNA byl stanoven pomoci protokolt se 2 ml a se
4 ml. Vytézek ccfDNA byl kvantifikovan pomoci interni analyzy real-time PCR pro kédujici sekvenci 18S. Vysledky byly vypoéteny jako celkovy pocet kopii na protokol.
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Tabulka 2. Rozdil mezi protokoly se 2 ml a se 4 ml (N = 256)

Parametr Hodnota
Odhadovany pomér geometrického priméru u vypoctenych kopii/ml 1,01
Dolni 95% limit spolehlivosti 0,92
Horni 95% limit spolehlivosti 1,11
Celkova presnost 14,12

Vykonnost protokol( pro 2 a 4 ml vstupni vzorek je ekvivalentni, méreno ve vypoctenych kopiich na mililitr.

Distribuce velikosti

Pro vyhodnoceni distribuce velikosti vystupniho vzorku byla ccfDNA ze 4ml vstupniho vzorku extrahovana s pouzitim sady QlAsymphony
DSP Circulating DNA Kit, eluovana v 75 ul a poté byl 1 pl eludtu podroben analyze velikosti pomoci bioanalyzatoru Agilent® 2100
technikou Agilent High Sensitivity DNA Chip. Bylo provedeno celkem 5 nezavislych replikaci. Jeden reprezentativni profil DNA je

znazornén pro plazmu na obrazku 4 a pro mo¢ na obrazku 5.

Elektroferogram pro plazmu na obrazku 4 ukazuje ¢asto pozorovany vrchol pfi pfiblizné 165 bp, v rozmezi od 145 do 196 bp, ktery se v
rozsahu délky DNA vaze na histon v nukleozomu. Elektroferogram moci na obrazku 5 ukazuje, ze prevladajici vrchol pfi pfiblizné 160 bp
je Sirsi, v rozsahu priblizné 145 az 250 bp. Déle se u vzorkd mo¢i vyskytuje druhy vrchol v rozmezi pfiblizné 20 az 100 bp (na urovni nizsi
znacky vrcholu), coz ukazuje na frakci ccfDNA s vySSim stupném fragmentace. Navic obrazek 5 znazorfiuje velky pocet dlouhych
fragmentt DNA pfiblizné od 2 kb. Velké mnozstvi takovych fragmentl genomové DNA se Casto nachazi ve vzorku moci, s nejvétsi

pravdépodobnosti v dusledku uvolfiovani genomové DNA z bunék pFitomnych v mogi.
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Obrazek 4. Distribuce velikosti fragmentt ccfDNA ziskané z plazmy (profil bioanalyzatoru). CcfDNA byla extrahovana ze 4 ml plazmy odebrané do zkumavky EDTA s
pouzitim sady QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit; 1 ul eluatu byl podroben analyze DNA €ipa technikou Agilent High Sensitivity DNA Chip. Osa x: velikost — par bazi

(bp); osa y: jednotky fluorescence (FU).
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Obrazek 5. Distribuce velikosti fragmentti ccfDNA ziskané z mogi (profil bioanalyzatoru). CcfDNA byla extrahovana ze 4 ml moci s pouzitim sady QlAsymphony DSP
Circulating DNA Kit; 1 pl eluatu podroben analyze DNA €ipQ technikou Agilent High Sensitivity DNA Chip. Osa x: velikost — par bazi (bp); osa y: jednotky fluorescence (FU).

Stabilita eluatt

Stabilita eluatu pro sadu QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit byla hodnocena s pouzitim extrahované ccfDNA z lidské EDTA plazmy.
Eluaty byly uchovavany ve 2 rtiznych forméatech eluénich stojant: QIAGEN® EMTR (Elution Microtubes CL 96; kat. ¢. 19588) a 1,5 ml
zkumavky Eppendorf® LoBind® Snap Cap Safe-Lock. Eluaty byly analyzovany v 8 replikatech. Stabilita DNA v eluatech byla stanovena
pomoci interni analyzy real-time PCR pro kédujici sekvenci 18S ribozomalni RNA.

Stabilita eluatu pfi 2-8 °C nebyla ovlivnéna dobou skladovani do jednoho mésice ani formatem uchovavani (obrazek 6). Stabilita DNA
ve zkumavkach LoBind nebyla ovlivnéna skladovanim pfi teploté —15 °C az —30 °C, v€etné 3 cyklli zmrazovani-rozmrazovani po 7 dnech,
po jednom mésici a po dvou mésicich (Obrazek 7).
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Obrazek 6. Stabilita ccfDNA u eluatt skladovanych pfi teploté 2—8 °C ve formatu 2 zkumavek. CcfDNA byla extrahovéna z plazmy odebrané zkumavek s EDTA s
pouzitim sady QlIAsymphony DSP Circulating DNA Kit a byla skladovana pfi teploté 2—8 °C pro rizné ¢asové body. Vytézek ccfDNA byl kvantifikovan pomoci interni analyzy
real-time PCR pro kédujici sekvenci 18S. Vysledky byly vypocéteny jako pocet cilovych kopii na mililitr vstupni plazmy.
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Obrazek 7. Stabilita ccfDNA u eluatt skladovanych pfi teploté =15 az =30 °C, véetné 3 cykli zmrazovani-rozmrazovani. CcfDNA byla extrahovana z plazmy odebrané
do zkumavek s EDTA s pouzitim sady QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit a byla skladovana pfi teploté =15 °C az =30 °C v 1,5ml zkumavkach Eppendorf LoBind.
Vytézek ccfDNA byl stanoven ve 3 testovacich ¢asovych bodech za pouZiti stejného eluatu ve 3 cyklech zmrazeni-rozmrazeni. Vytézek ccfDNA byl kvantifikovan pomoci
interni analyzy real-time PCR pro kédujici sekvenci 18S. Vysledky byly vypocteny jako pocet cilovych kopii na mililitr vstupni plazmy.

Interferujici latky

Lidska plazma a mo€ byly obohaceny riznymi potencialné interferujicimi latkami (viz tabulka 3) pro ucely otestovani jejich vlivu na
vykonnost sady QS DSP Circulating DNA Kit pfi extrakci ccfDNA a zjisténi dalSi kompatibility s ukazkovymi naslednymi analyzami. Elutaty
byly analyzovany v ramci interniho real-time PCR testu pro kodujici sekvenci 18S a pomoci fluorometru Qubit® s pouzitim analyzy High
Sensitivity dsDNA.

Tabulka 3. Test koncentrace potencialnich interferujicich latek

Interferujici latky Plazma Mo¢é
Bilirubin 200 mg/litr* 200 mg/litr*
Hemoglobin 2 gllitr? -

BSA a Gamma-Globin Az 120 g/litr* 1 gllitrt
Triglyceridy 5 gllitr* -
Glukéza 10 g/litr* 10 g/litr*
Krev - 1 %"

pH - pH 4 apH 9t

* CLSI EP7-A2 Vol. 25 No. 27
T FDA Draft Guidance (11.05.2011)

Zadna z latek uvedenych v tabulce 3 neinterferuje, s vyjimkou vzorkil plazmy s vysokymi koncentracemi gama-globulinu (> 30 g/litr),
které mohou vést ke snizené vytéznosti cirkulujici bezbuné&né DNA.

Poznamka: Testovani bylo provedeno prostfednictvim ukézkovych naslednych aplikaci pro U€ely hodnoceni kvality extrahovanych
nukleovych kyselin. Riizné nasledné aplikace vS§ak mohou vyZadovat dodrzeni rozdilné urovné Cistoty (tj. nepfitomnost potencialnich
interferujicich latek), a proto musi byt rovnéz zavedena identifikace a testovani relevantnich latek jako soucast vyvoje nasledné aplikace
pro jakykoli pracovni postup se sadou QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit.
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Kfizova kontaminace

Riziko kfizové kontaminace systému QIAsymphony DSP Circulating DNA bylo analyzovano realizaci tfi cykld 96 vzorkd na pfistroji
QIAsymphony SP v rezimu stfidani Sachovnicovych Sarzi (stfidajici se pozitivni a negativni vzorky). Jako materialy vzorku pro modelovy
systém byla pouzita Zenska plazma (negativni vzorek) a Zenska plazma s pfidavkem muzské Stépené gDNA v koncentraci 1,0E+05 kopii
genu SRY1 na mililitr plazmy (pozitivni vzorek). Pfiprava vzorku byla provedena v rdmci protokolu se 4 ml, ktery zahrnuje dva samostatné
prenosy vzork( kazdého ze 2ml objem0. Potencialni kontaminace negativnich vzork( Zenské plazmy béhem extrakce byla hodnocena
naslednou analyzou eluatti pomoci real-time PCR pro gen SRY1 specificky pro chromozom Y.

Nebyla detekovana zadna kfizova kontaminace mezi vzorky, mezi rznymi Sarzemi ani mezi rGznymi cykly.

Kompatibilita s rdznymi navazujicimi aplikacemi

Ukazkové nasledné aplikace byly vyuzity béhem postupu vyvoje sady QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit, aby bylo prokazano, ze
izolované nukleové kyseliny jsou kompatibilni s Sirokou Fadou raznych technologii pro nasledné aplikace, v€etné analyzy real-time PCR
(viz obrazek 1, , obrazek 2, , obrazek 3, obrazek 6 a obrazek 7), technologie fluorometru Qubit (proteinova analyza a vysoce citliva
analyza dsDNA), knihovny (viz obrazek 8) a sekvenovani Next Generation Sequencing (Next Generation Sequencing, NGS).

Elektroferogram na obrazku 8 znazornuje pfiklad Uspésné ligace adaptéru a nasledné amplifikace ccfDNA. Vedle vyrazného vrcholu pfi
300 bp pro nukleozomalini ccfDNA (pfiblizné 165 plus pfiblizné 70 bp pro kazdy adaptér) je zjevny také dinukleozomalni vrchol pfibl. pfi
470 bp.
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Obrazek 8. DNA knihovna ccfDNA (jediny darce) extrahovana pomoci sady QlIAsymphony DSP Circulating DNA Kit. CcfDNA byla extrahovana z plazmy odebrané do
zkumavek Streck v rdmci protokolu se 4 ml a nasledné bylo 35 pl eluatu preneseno do sady NEBNext® Ultra DNA Library Prep Kit (Biolabs). Po amplifikaci a purifikaci
AMPure XP byla provedena analyza 1 pl eluatu s pouzitim sady Agilent 7500 DNA Kit.
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Symboly

V navodu k pouZiti anebo na obalu a znaceni se vyskytuji nasledujici symboly:

Symbol

Definice symbolu
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Sodium azide

Obsahuje dostatek reagencii pro <N> reakci

Pouzijte do

Tento vyrobek spliuje pozadavky nafizeni EU 2017/746
pro diagnostické zdravotnické prostfedky in vitro.

Zdravotnicky prostfedek pro diagnostiku in vitro
Katalogové Cislo

Cislo garze

Cislo materialu (tj. oznageni dilu)

Komponenty

Obsahuje

Cislo

Globalni ¢islo obchodni polozky

R oznaduje revizi navodu k pouZziti a n je Cislo revize

Teplotni rozmezi

Vyrobce

Viz navod k pouziti

Varovani/upozornéni

Proteindza K
Cislo jamky (4. jamky kazety s reagenciemi)
Kazeta s reagenciemi

Azid sodny
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Symbol Definice symbolu

E'|'OH Etanol

UDI Jedine¢ny identifikator prostfedku
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Historie revizi

Revize Popis

R1, ¢erven 2022 Verze 2, Revize 1

e Aktualizace na verzi 2 v souladu s poZadavky Nafizeni o diagnostickych
zdravotnickych prostfedcich in vitro

e Pridany ¢asti tykajici se interferujicich latek, kfizové kontaminace a
kompatibility s naslednymi aplikacemi

Aktualni informace o licencich a prohlaseni o odmitnuti odpovédnosti v souvislosti s produktem naleznete v pfislusné pfiru¢ce sady
QIAGEN nebo uzivatelské pfirucce. PFirucky k soupravam QIAGEN a uzivatelské pfirucky jsou k dispozici na webovych strankach
www.giagen.com nebo si je Ize vyzadat od technické podpory spolecnosti QIAGEN ¢i mistniho distributora.

Ochranné znamky: QIAGEN®, Sample to Insight®(QIAGEN Group); Cell-Free DNA Urine Preserve®, Cell-Free DNA BCT®, Streck® (Streck); Agilent®, Bioanalyzer® (Agilent Technologies, Inc.); Eppendorf®, LoBind® (Eppendorf AG); NEBNext® (New
England Biolabs, Inc.); Qubit® (Thermo Fisher Scientific nebo jeji pobocky). Registrované nazvy, ochranné znamky atd. pouzité v tomto dokumentu, i kdyz nejsou vyslovné takto oznageny, nelze povazovat za nechranéné zakonem.

HB-3034-D01-001 © 2022 QIAGEN, vSechna prava vyhrazena.
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