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Visparigs ievads

QlAamp DSP Circulating NA Kit ir sistéma, kura izmantota silicija dioksida membranas tehnologija (QlAamp tehnologija) cirkulgjos$as

starpSanu (ccf, circulating, cell-free) DNS un RNS manualai izoléSanai un izdalisanai no cilvéka asins plazmas paraugiem.

So produktu ir paredzéts lietot tikai profesionaliem lietotajiem, pieméram, tehnikiem un arstiem, kuri ir apmaciti molekulari biologisko

metozu izmantos$ana.

QlAamp DSP Circulating NA Kit ir paredzéts lietoSanai in vitro diagnostika.
|zdalitu nukleinskabju (Nucleic Acid, NA) iegatais daudzums

Plazmas paraugi var uzradtt izteiktu dispersiju attieciba uz attiritu nukleinskabju ieglto daudzumu. Tadél lietotajiem specifiska mérka

sasniegSanai konkrétaja laboratorija ir javeic plazmas ievades un eluata tilpuma, ka art pakartota lietojuma optimizacija.

Ja komplektu izmanto kopa ar QIAGEN® pakartoto lietojumu, instrukcijas skatiet attiecigaja rokasgramata.
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Pakartoto lietojumu analize

Nukleinskabes, kas izolétas ar QlAamp DSP Circulating NA Kit, ir gatavas izmantoSanai dazados pakartotajos lietojumos. Lai izvértétu
veiktspéju, nukleinskabes no individuala donora cilvéka asins plazmas tika izolétas, izmantojot tris dazadus asins paraugu savakSanas
stobrinus (BD Vacutainer® K2EDTA Tube, Becton Dickinson and Company; PAXgene® Blood ccfDNA Tube, PreAnalytiX GmbH; un
Streck® Cell-Free DNA Blood Collection Tube (BCT)®, Streck; donoru skaits katra n = 24). Eluati no 1 ml plazmas ievades tika testéti,
izmantojot kvantitativo PCR metodi (QPCR, quantitative PCR) (Attéls 1A), digitalo pilienu PCR metodi (ddPCR, digital droplet PCR)
(Attels 1B), ka ar1 atgriezenisko transkripciju qPCR (RT-qPCR, reverse transcription gqPCR) darbam ar RNS (tikai BD Vacutainer K2EDTA
Tube plazma, Attéls 2).

cfDNA iegdtais daudzums - 18S rDNA
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Attéls 1. Individuala donora plazmas (1 ml ievade) salidzinajums starp qPCR un ddPCR (Bio-Rad®)
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cfRNA 1 ml plazma - beta-aktins RT-PCR
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Attéls 2. BezSiinu RNS noteik$ana individuala donora plazma (1 ml ievade), izmantojot RT-gPCR analizi cilvéka beta-aktina génam (fragmenta garums 293 bp).

Nakamas paaudzes sekvencésanas (Next Generation Sequencing, NGS) analizei eluati tika generéti no 5 ml plazmas ievades tilpuma
(BD Vacutainer K2EDTA Tube, PAXgene Blood ccfDNA Tube un Streck Cell-Free DNA BCT; donoru skaits katra n = 8). Kopéjais DNS
iegatais daudzums 5 ml plazmai bija diapazona no 50 lidz 150 ng DNS, nosakot ar Qubit® HS dsDNA analizi. NGS analizes tika veiktas,
izmantojot GeneRead® QlAact Actionable Insights Tumor Panel and the GeneReader® sistému. Visi paraugi tika sekmigi bagatinati, un
tika generétas bibliotékas. Vairak par 98% generéto nolasijumu tika kartéti uz cilvéka genomu, un >99,8% poziciju intereséjo$ajos
regionos to bazes segums bija 2500x.

Abiem nukleTnskabju veidiem (DNS un RNS) tika demonstréts sekmigs pakartoto tehnologiju lietojums (Attéls 3).

qPCR ddPCR RT-qPCR NGS

K2EDTA / v / v/
PAXgene v v nav testéts v

Streck v v nav testéts V4

Attéls 3. Sekmiga izoléto nukleinskabju izmantoSana dazados pakartotajos lietojumos.

Lietotajam ir jaoptimizé plazmas ievade un eluéSanas tilpums saistiba ar konkréto mérka molekulu un visam turpmakajam proceddram,

ko izmanto konkrétaja laboratorija vai kas attiecas uz pakartota lietojuma specifisko veiktspéju.
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Eluatu stabilitate

Eluatu stabilitate ir atkariga no izoléto nukleinskabju sastava un veida, eluéSanas tilpuma un glabasanas apstakliem. Lietotajiem

ieteicams noskaidrot eluatu stabilitati atbilstosi vinu konkrétajam vajadzibam.

Eluatu stabilitate tika testéta attiectba uz DNS un no cilvéka asins plazmas generétajiem eluatiem, no BD Vacutainer K2EDTA Tube
(Becton Dickinson and Company), un no stabilizéSanas asins parauga savakSanas stobriniem (PAXgene Blood ccfDNA Tube un Streck
Cell-Free DNA BCT). Eluati tika glabati temperatira no —30 °C Iidz —15 °C un no -90 °C lidz —65 °C. Glabajot l[dz 12 méneSiem,
bojasanas netika novérota. Eluatus glabajot 2—8 °C temperatlra un istabas temperatdra (15-25 °C), Sie eluati bija stabili maksimali
48 stundas. Visi nosacijumi tika novértéeti, ka gqPCR mérka génu izmantojot cilvéka 18S rDNA génu.

Eluatu stabilitate tika testéta attiecibd uz RNS un eluatiem, kas iegati no cilvéka plazmas, kura generéta no BD Vacutainer K2EDTA
Tubes (Becton Dickinson and Company). Eluati tika glabati temperatira no —30 °C Iidz —15 °C un no —90 °C Iidz —65 °C. Glabajot l1dz
6 ménesiem, bojasanas netika novérota. Glabajot 2—8 °C temperatira, eluati bija stabili maksimali 48 stundas. Visi nosacijumi tika

novértéti, ka RT-gPCR mérka génu izmantojot cilvéka beta-aktina génu.

Ja komplektu izmantojat kopa ar QIAGEN pakartotajiem lietojumiem, instrukcijas skatiet attiecigaja komplekta rokasgramata.
NA izoléSanas precizitate

Precizitate tika izvertéta, izmantojot cilvéka plazmu, un nosacijumi tika novértéti, ka gqPCR mérka génu izmantojot cilvéka 18S rDNA

génu.

Eksperimentala iestati$ana ietvéra 12 izdaliS§anas ciklus ar 12 replikacijas variantiem katra (kopa 144 izdaliSanas ciklus). IzdaliS8anas
ciklus sagatavoja tris dazadi operatori tris dazadas dienas ar trim dazadiem instrumentiem, izmantojot tris dazadas QlAamp DSP
Circulating NA Kit partijas. Standarnovirze (standard deviation, SD) un variacijas koeficients (coefficient of variation, CV) tika noteikti

katram atseviSkajam parametram un visparéjam (kop&jam) QlAamp DSP Circulating NA Kit komplekta mainigumam (1. tabula).

1. tabula. Precizitates rezultati

Precizitate
Parametrs Vidéjais kopiju skaits/ml SD CV (%)
Dazadas izpildés 461 1,78
Dazadiem operatoriem 1392 5,38
Dazados instrumentos 228 0,88
25 894
Dazadas dienas 2096 8,09
Dazadam partijam 969 3,74
Kopa 3120 12,05
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Linearitate

Dati tika generéti 1-5 ml plazmas ievades tilpumam no asinim, kas uzglabatas BD Vacutainer K2ZEDTA Tube, PAXgene Blood ccfDNA
Tube un Streck Cell-Free DNA BCT sistémas. Visam BCT sistémam tika novérots linears DNS iegitd daudzuma pieaugums (skatiet

Attélu 4); BD Vacutainer K2EDTA Tubes sistémam ta bija arT RNS gadijuma.

Plazma no PAXgene Blood ccfDNA Tube
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Attéls 4. Linearais kopéja DNS iegiita daudzuma pieaugums (DNS kopijas/ml plazmas ievades) dazadiem plazmas ievades tilpumiem. Dati plazmai, kas generéta no
PAXgene Blood ccfDNA Tube, uzradija ekvivalentus rezultatus plazmai, kas iegata no BD Vacutainer K2EDTA Tube (DNA/RNA) un Streck Cell-Free DNA BCT.

Protokoléta ekvivalence (Breeze/klasiskie protokoli)

Veiktspéjas ekvivalence, kas noradita Breeze protokola un klasiskaja protokola, tika noteikta, paradot, ka atbilsto$a vidéjas Ct vértibas
(RNS) vai vid&ja kopiju/ml (DNS) raditaja atSkirtbas 95% ticamibas robeza bija + 2 x SD, ja SD atbilst klasiskaja protokola novérotajai

precizitatei (atsauces nosacijums). Tika izmantotas tris komplekta partijas, un eksperimentus veica tris operatori.
Breeze protokolam generéta Ct vértibu kopéja precizitate (STD) bija mazaka, salidzinot ar divpuséja 95% prognozésanas intervala

augseéjo robezu attieciba uz klasiska protokola kopé&jo precizitati (STD), kur prognozéSanas intervals tika aprékinats pétijuma ietvaros,

izmantojot datus no klasiska protokola (n = 143) un izmantojot pétijuma datu punktu skaitu Breeze protokolam (n = 144).
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InterferéjoSas vielas

Potenciali interferéjoSas vielas var rasties no dazadiem avotiem, pieméram, no dabigiem metabolitiem, vielam, kas ievaditas pacienta
arstésanas laika, vai vielam, ko pacients ir lietojis iekSkigi. QlAamp DSP Circulating NA Kit sisttma hemoglobins, trigliceridi, EDTA,
kofelns, albumins, konjugétais bilirubins un nekonjugétais bilirubins tika testéti ka endogénie komponenti. Izmantojot gPCR ka pakartoto
lietojumu, interference netika konstatéta. Turklat interference no QlAamp DSP Circulating NA Kit komponentiem (Proteinase K, Buffer

ACL, Buffer ACB, Buffer ACW1, Buffer ACW2 un etanola) paraugu apstrades un nukleinskabju ekstrakcijas laika netika konstatéta.

Potenciali interfergjoSu vielu komplicétibas un atSkirigas specifiskas pakartoto lietojumu jutibas dél lietotajiem ir ieteicams novértét savai
konkrétajai darbplismai specifisko interferéjoSo vielu iedarbibu un validét interferences kontroles metodi So vielu specifiskaja

diagnostiskaja pakartotaja lietojuma.

Lai iegltu papildinformaciju par interfergjosam vielam specifiskajos QIAGEN pakartotajos lietojumos, skatiet attiecigas komplekta

rokasgramatas.
Krusteniska kontaminacija

Lai novertétu krusteniskas kontaminacijas pakapi, 105 HBV virusa kopijas tika pievienotas 5 vai 2 ml cilvéka asins plazmai (pozitivi
paraugi), un Sie paraugiem izoléSana tika veikta [tdztekus virusus nesaturoSiem paraugiem (negativi paraugi) Saha galdina izvietojuma,
kur ekstrakcijas cikli tiek veikti parmainus ar negativiem paraugiem (lai novértétu intraekstrakcijas un interekstrakcijas izpildes krustenisko
kontaminaciju). Pétijuma mérkis bija imitét situaciju, kur paraugi, kas satur augstas pakapes nukleinskabes mérka molekulas, ekstrakcijas
procediras laikd var krusteniski kontaminét citus paraugus. Nukleinskabju izdali$ana tika veikta, izmantojot vienu reagentu partiju.
Krusteniska kontaminacija tika novértéta, izmantojot artus® HBVY RG CE PCR Kit. Rezultati uzradija krusteniskas kontaminacijas

neesamibu visa sistéma.
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Simboli

c € Sis produkts atbilst prasibam, ko nosaka Eiropas Regula 2017/746 par in vitro
diagnostikas mediciniskajam iericém.

IVD In vitro diagnostikas mediciniska ierice

Kataloga numurs

u Razotajs

R R apzimé lietoSanas instrukciju (veiktsp&jas raksturojuma) redakciju, bet n ir
n

redakcijas numurs
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Dokumenta redakciju vésture

Redakcija Apraksts

R1, 2022. gada junijs Atjauninajums ar IVDR atbilstoSai QlAamp DSP Circulating Kit versijai V2

Paredzétaja lietojuma pievienota “manuala” izoléSana. Nav izmainu veiktspéjas
datos, salidzinot ar komplekta versiju 1.

Jaunako informaciju par licencéSanu un produktiem specifiskas atrunas skatiet attiecigaja QIAGEN komplekta rokasgramata vai lietotaja
rokasgramata. QIAGEN komplektu rokasgramatas un lietotaja rokasgramatas ir pieejamas vietné www.qiagen.com, un tas var pieprastt
arT no QIAGEN tehniska atbalsta dienesta vai vietéjiem precu izplatitajiem.

Precu zimes: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp®, 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 vai ta filiales). Tiek uzskatits, ka $aja dokumenta minétie registrétie nosaukumi, preu zimes utt. ir aizsargati ar likumu arf tad, ja tas nav Tpasi noradits.

06/2022 HB-3049-D01-001 ©® 2022 QIAGEN, visas tiesibas paturétas.
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