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VSeobecny uvod

Systém QIAsymphony DSP Circulating DNA sa sklada zo systému in vitro pripraveného na pouzitie na kvalitativnu purifikaciu Cistenie
[udskej cirkulujucej bezbunkovej DNA (ccfDNA) z ludskej plazmy a mocu.

Suprav QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit je uréena na pouzitie len v kombinacii s pristrojom QIAsymphony SP.

Suprava QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit poskytuje reagencie na plne automatizovanu a simultannu purifikaciu ccfDNA zo
Sirokého spektra typov fudskej plazmy (so stabilizatorom profilu ccfDNA (napr. Cell-Free DNA BCT® od spolo¢nosti Streck®, ako aj bez
stabilizatorov profilu ccfDNA, napr. skimavky EDTA) a ludského mocu (so stabilizatormi profilu ccfDNA aj bez nich). Charakteristiky

ucinnosti pre kazdu zbernu skumavku na krv neboli stanovené a pouzivatel ich musi overit.

Purifikovana ccfDNA je kompatibilna so Sirokym spektrom naslednych aplikacii, napr. s chemickymi latkami PCR, kvantifikaCnymi testami
na baze fluorescencie alebo NGS.

QIAsymphony SP vykonava vSetky kroky procedury Cistenia. V jednom cykle sa spracuje az 96 vzoriek v davkach po 24 kusov. Vzorky

moc&u mozu vyZadovat manualne predbezné oSetrenie vzorky.

Poznamka: Charakteristiky u¢innosti va¢sinou zavisia od réznych faktorov a suvisia s konkrétnou naslednou aplikaciou. Boli stanovené
pre supravu QS DSP Circulating DNA Kit v spojeni s prikladmi naslednych aplikécii. Metddy izolacie nukleovych kyselin z biologickych
vzoriek sa v8ak pouzivaju ako front-end pre viaceré nasledné aplikacie, parameter uc¢innosti, napriklad krizova kontaminacia a presnost
cyklu, sa musi stanovit’ pre kazdy takyto pracovny postup ako sucast vyvoja naslednej aplikacie. Pouzivatel je preto zodpovedny za

overenie celého pracovného postupu s ciefom stanovit vhodné parametre ucinnosti.
Zakladna ucinnost

Zakladna ucinnost supravy QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit sa hodnotila s pouzitim 48 samostatnych donorov na extrakciu
ccfDNA zo 4 ml plazmy Streck, ako aj zo 4 ml stabilizovaného mocu. Vytazok ccfDNA sa stanovil pomocou interného real-time PCR

testu pre koédujucu sekvenciu 18S ribozomalnej RNA.

Rozdiel vo vytazkoch (log10 kopii/ml) na obrazku 1 (4 ml plazmy) a obrazku 2 (4 ml mocu) odraza koncentracie ccfDNA silne zavislé od

donora, ktoré sa zvy€ajne nachadzaju v rovnakom objeme prislusného materialu vzorky.
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Obrazok 1. Vytazok ccfDNA z plazmy od 48 samostatnych donorov. Krv od 48 samostatnych donorov bola odobrata v systéme Cell-Free DNA BCT (Streck).
ccfDNA bola extrahovana zo 4 ml plazmy pomocou stpravy QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit. Vytazok ccfDNA sa kvantifikoval pomocou interného real-time
PCR testu pre kodujucu sekvenciu 18S. Vysledky sa vypocitali ako cielové kopie na mililiter vstupného objemu plazmy.
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Obrazok 2. Vytazok ccfDNA z moéu od 48 samostatnych donorov. Mo¢ ziskany od 48 samostatnych darcov bol stabilizovany pomocou Cell-Free DNA Urine Preserve®
(Streck). ccfDNA bola extrahovana zo 4 ml mo€u pomocou supravy QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit. VytaZok ccfDNA sa kvantifikoval pomocou interného real-time
PCR testu pre kédujucu sekvenciu 18S. Vysledky sa vypocitali ako cielové képie na mililiter vstupného objemu mocu.

Presnost cyklu

Pre extrakciu ludskej ccfDNA z plazmy EDTA sa stanovili variacné koeficienty (CV). ccfDNA sa na Ucely analyzy presnosti kvantifikovala
pomocou interného real-time PCR testu pre ribozomalnu kédujucu sekvenciu 18S. Celkovo sa vykonalo 10 cyklov QIAsymphony, kazdy

v 4 davkach (8 opakovani na davku). Udaje o presnosti st zhrnuté v tabulke 1.

Tabulka 1. Analyza odhadov presnosti

Presnost’ CV (%)
V réamci davky 11,67
Opakovatelnost 13,14
Stredna presnost 13,14
Celkova presnost 14,12

Ekvivalentna ucinnost 2 ml a 4 ml protokolu

Ekvivalentna ucinnost protokolov pre 2 ml a 4 ml vstupného objemu vzorky sa hodnotila pre supravu QIAsymphony DSP Circulating DNA
Kit s pouzitim endogénnej ccfDNA extrahovanej z fudskej plazmy EDTA. Celkovo sa vykonalo 8 cyklov QIAsymphony, kazdy v 4 davkach
po 8 opakovani na davku. Pre kddujucu sekvenciu 18S bol linearny rozsah postupu so supravou QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit
stanoveny pomocou interného real-time PCR testu (obrdzok 3). Pomer rozdielu pre 2 ml a 4 ml protokol je uvedeny v tabulke 2

(referenény protokol je 4 ml vstupného objemu vzorky).
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Obrazok 3. Ekvivalentna ucinnost’ pri pouziti protokolu s 2 ml a 4 ml vstupného objemu vzorky. Linearny rozsah protokolu ccfDNA bol stanoveny pomocou 2 ml a 4 ml
protokolu. Vytazok ccfDNA sa kvantifikoval pomocou interného real-time PCR testu pre kédujucu sekvenciu 18S. Vysledky sa vypocitali ako celkovy pocet képii na protokol.
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Taburlka 2. Rozdiel medzi 2 ml a 4 ml protokolom (N = 256)

Parameter Hodnota
Odhadovany pomer geometrického priemeru vo vypogitanych képiach/mi 1,01
Dolny 95 % limit spolahlivosti 0,92
Horny 95 % limit spolahlivosti 1,11
Celkova presnost 14,12

Uginnost protokolov pre 2 ml a 4 ml vstupného objemu vzorky je ekvivalentna, merana vo vypogitanych képiach na mililiter.

Distribucia velkosti

Na vyhodnotenie distriblcie velkosti vystupného objemu vzorky sa ccfDNA zo 4 ml vstupného objemu vzorky extrahovala pomocou
supravy QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit, eluovala sa v 75 pl a potom sa 1 pl eluatu podrobil analyze velkosti pomocou
bioanalyzatora Agilent® 2100 s pouzitim &ipu Agilent High Sensitivity DNA Chip. Celkovo sa vykonalo 5 nezavislych opakovani. Jeden
reprezentativny profil DNA pre plazmu je zobrazeny na obrazku 4 a pre mo¢ na obrazku 5.

Na elektroferograme plazmy na obrazku 4 je vidiet Sasto pozorované maximum s dizkou priblizne 165 bp, v rozmedzi od 145 do 196 bp,
&o je v rozsahu dizky DNA viazanej na histén v nukleozéme. Na elektroferograme modu na obrazku 5 je vidiet, Ze prevladajlice maximum
na urovni priblizne 160 bp je SirSie, s rozsahom priblizne 145 az 250 bp. Okrem toho je v pripade moc¢u pritomné druhé maximum v
rozsahu priblizne od 20 do 100 bp (na urovni spodného maxima znacky), ktory naznacuje frakciu ccfDNA s vy3Sim stupriom fragmentacie.
Okrem toho obrazok 5 znazorfiuje vysoky pocet dlhych fragmentov DNA priblizne od 2 kb. Vysoky vyskyt takychto fragmentov genémovej

DNA sa Casto vyskytuje vo vzorke mocu, €o je pravdepodobne spdsobené uvolnenim gendmovej DNA z buniek pritomnych v mogi.
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Obrazok 4. Distribucia velkosti ccfDNA z plazmy (profil Bioanalyzer). ccfDNA bola extrahovana zo 4 ml EDTA plazmy pomocou supravy QIAsymphony DSP Circulating
DNA Kit; 1 pl eluatu bol podrobeny analyze na Cipe Agilent High Sensitivity DNA Chip. Os x: velkost paru baz (bp); os y: fluorescen¢né jednotky (FU).
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Obrazok 5. Distribucia velkosti ccfDNA z mocu (profil Bioanalyzer). ccfDNA bola extrahovana zo 4 ml mo¢u pomocou supravy QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit;
1 pl eluatu bol podrobeny analyze na Cipe Agilent High Sensitivity DNA Chip. Os x: velkost paru baz (bp); os y: fluorescenéné jednotky (FU).

Stabilita eluatu

Stabilita eluatu pre supravu QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit sa hodnotila pomocou ccfDNA extrahovanej z ludskej plazmy EDTA.
Eluaty sa skladovali v 2 réznych formatoch elu¢ného stojana: QIAGEN® EMTR (Elution Microtubes CL 96; kat. ¢. 19588) a 1,5 ml
skiimavkach Eppendorf® LoBind® Snap Cap Safe-Lock. Eluaty sa analyzovali v 8 opakovaniach. Stabilita DNA v eluatoch sa stanovila
pomocou interného real-time PCR testu pre kddujucu sekvenciu 18S ribozomalnej RNA.

Stabilita vyluhov pri teplote 2 — 8 °C nebola ovplyvnena dizkou skladovania az do jedného mesiaca ani formatom skladovania (obrazok 6).
Stabilita DNA v skiumavkéach LoBind nebola ovplyvnena skladovanim pri teplote — 15 °C az — 30 °C, ktoré zahffialo 3 cykly zmrazovania
a rozmrazovania po 7 dfioch, jednom mesiaci a dvoch mesiacoch (obrazok 7).

oEMTR m 1,5 ml skimavky Eppendorf
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Obrazok 6. Stabilita ccfDNA v eluatoch skladovanych pri teplote 2 — 8 °C v 2 formatoch skumaviek. ccfDNA bola extrahovana z plazmy EDTA pomocou supravy
QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit a uchovavana pri teplote 2 — 8 °C pre rézne ¢asové body testu. Vytazok ccfDNA sa kvantifikoval pomocou interného real-time PCR
testu pre kédujucu sekvenciu 18S. Vysledky sa vypocitali ako cielové koépie na mililiter vstupného objemu plazmy.
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Obrazok 7. Stabilita ccfDNA v eluatoch skladovanych pri teplote — 15 °C az — 30 °C vratane 3 cyklov zmrazovania a rozmrazovania. ccfDNA bola extrahovana z
plazmy EDTA pomocou supravy QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit a skladovana pri teplote — 15 °C az — 30 °C v 1,5 ml skimavkach Eppendorf LoBind. Vytazok
ccfDNA sa stanovil v 3 €asovych bodoch testu pouzitim toho istého eluatu pri 3 cykloch zmrazovania a rozmrazovania. Vytazok ccfDNA sa kvantifikoval pomocou interného
real-time PCR testu pre kédujucu sekvenciu 18S. Vysledky sa vypocitali ako cielové kopie na mililiter vstupného objemu plazmy.

Interferujuce latky

Do ludskej plazmy a moc€u sa pridali r6zne potencialne interferujuce latky (pozri tabulku 3), aby sa otestoval ich vplyv na u€innost
extrakcie ccfDNA supravou QS DSP Circulating DNA Kit a nasledna kompatibilita s prikladmi naslednych testov. Eluaty sa analyzovali
pomocou interného real-time PCR testu v redlnom €ase pre kodujucu sekvenciu 18S a pomocou fluorometra Qubit® Fluorometer s
pouzitim vysokocitlivého testu High Sensitivity dsDNA.

Tabulka 3. Testovacie koncentracie potencialnych interferujucich latok

Interferujuce latky Plazma Mo¢é
Bilirubin 200 mgl/liter* 200 mgl/liter*
Hemoglobin 2 glliter’ -

BSA a gamma-globulin Max. 120 g/liter* 1 gllitert
Triglyceridy 5 glliter* -
Glukéza 10 g/liter* 10 g/liter*
Krv - 1 %"

pH - pH 4 a pH 9f

* *CLSI EP7-A2 zv. 25 ¢. 27
' Navrh usmernenia FDA (11.5.2011)

Ziadna z latok uvedenych v tabulke 3 nie je interferujuca, okrem plazmovych vzoriek s vysokymi koncentraciami gama-globulinu
(> 30 g/liter), ktoré mdzu viest' k zniZeniu obnovy cirkulujucej bezbunkovej DNA.

Poznamka: Testovanie sa vykonalo pomocou prikladov naslednych aplikacii na posudenie kvality extrahovanych nukleovych kyselin.
Ro6zne nasledné aplikacie vSak moézu mat rézne poziadavky na Cistotu (t. j. nepritomnost potencialnych interferujucich latok), takze
identifikacia a testovanie prisluSnych latok sa musi stanovit aj ako su¢ast vyvoja naslednych aplikacii pre akykolvek pracovny postup
zahfnajuci supravu QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit.
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Krizova kontaminacia

Riziko krizovej kontaminacie systému QIAsymphony DSP Circulating DNA sa analyzovalo vykonanim troch sérii 96 vzoriek na pristroji
QIAsymphony SP so striedanim kontrolnych davok (striedanie pozitivnych a negativnych vzoriek). Ako vzorkovy material pre modelovy
systém sa pouzila Zenska plazma (negativna vzorka) a Zenska plazma s primesou nastrihanej muzskej gDNA s koncentraciou 1,0E+05
kopii génu SRY1 na mililiter plazmy (pozitivna vzorka). Priprava vzoriek sa vykonala pomocou 4 ml protokolu, ktory zahffia dva
samostatné prenosy vzoriek, z ktorych ma kazda objem 2 ml. V pripade Specifického génu SRY1 chromozému Y sa potencialna
kontaminacia negativnych Zenskych plazmovych vzoriek pocas postupov extrakcie hodnotila naslednou analyzou elugtov pomocou real-
time PCR.

Nebola zistena ziadna krizova kontaminacia medzi vzorkami, medzi jednotlivymi davkami ani medzi jednotlivymi sériami.
Kompatibilita s réznymi naslednymi aplikaciami

Pocas vyvoja supravy QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit sa vyuZili priklady naslednych aplikacii s ciefom dokazat, Ze izolované
nukleové kyseliny su kompatibilné so Sirokou $kalou réznych naslednych aplikaénych technolégii vratane Real Time-PCR (pozri
obrazok 1, obrazok 2, obrazok 3, obrazok 6 a obrazok 7), Qubit Fluorometer (proteinovy test a vysoko citlivy test dsDNA), Library (pozri
obrazok 8) a Next Generation Sequencing (NGS).

Elektroferogram na obrazku 8 znazorruje priklad Uspesnej ligacie adaptéra a naslednej amplifikacie ccfDNA. Popri vyraznom maxime
pri 300 bp pre nukleozomalnu ccfDNA (priblizne 165 bp plus priblizne 70 bp pre kazdy adaptér) je viditefny aj dinukleozomalne maximum
pri priblizne 470 bp.
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Obrazok 8. DNA kniznica ccfDNA (jeden donor) extrahovana pomocou stpravy QlIAsymphony DSP Circulating DNA Kit. ccfDNA sa extrahovala z plazmy Streck
pomocou 4 ml protokolu a nasledne sa 35 pl eluatu prenieslo do stipravy NEBNext® Ultra DNA Library Prep Kit (Biolabs). Po amplifikacii a vygisteni AMPure XP sa 1 pl eluatu
analyzoval pomocou supravy Agilent 7500 DNA Kit.
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Symboly

Nasledujuce symboly najdete v navode na pouZzitie alebo na baleni a Stitkoch:

Symbol

Definicia symbolu

A
b
\"

AR

V|

LO

JEEEEREE

GTIN

A
=]

-

IEEE@ =] Aa

Sodium azide

Obsahuje reagencie postacujuce na <N> reakcii

Pouzite do

Tento vyrobok spifia poZiadavky eurépskeho nariadenia
2017/746 pre diagnostické zdravotnicke pomdcky in
vitro.

Diagnosticka zdravotnicka pomdcka in vitro
Katalogové Cislo

Cislo sarze

Cislo materialu (t. j. oznacenie komponentu)
Komponenty

Obsahuje

Cislo

Identifikator GTIN (Global Trade Item Number)

R oznacuje reviziu navodu na pouzitie a n je Cislo revizie

Teplotné obmedzenia

Vyrobca

Precitajte si navod na pouzitie

Varovanie/upozornenie

Proteinaza K
Cislo jamky (napr. jamka reagenénej kazety)
Reagencéna kazeta

Azid sodny
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Symbol Definicia symbolu

E'|'OH Etanol

UDI Jedine¢ny identifikator pomocky
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Historia revizii

Revizia Popis

R1, jun 2022 Verzia 2, revizia 1

e Aktualizacia na verziu 2 pre sulad s nariadenim o diagnostickych
zdravotnickych poméckach in vitro

e Pridana Cast Interferujuce latky, Krizova kontaminacia a Kompatibilita s
naslednymi aplikaciami

Aktuélne licen¢né informacie a pravne informacie tykajuce sa vyrobku najdete v sprievodcovi alebo pouzivatel'skej prirucke k suprave
QIAGEN. Sprievodcov a pouzivatelské prirucky k supravam QIAGEN najdete na lokalite www.qiagen.com alebo o ne mézete poziadat
oddelenie technickych sluzieb spolo¢nosti QIAGEN alebo svojho miestneho 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® (spolo¢nost Thermo Fisher Scientific alebo jej dcérske spolocnosti). Registrované nazvy, ochranné znamky atd. pouzité v tomto dokumente sa nesmu povazovat za znamky nechranené podfa zakona, i ked neboli
ako také oznacené prislusnym symbolom.

HB-3034-D01-001 © 2022 QIAGEN, vSetky prava vyhradené.
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Tato strana je zdmerne prazdna
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