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Altalanos bevezetés

A QlAsymphony DSP DNA Kitek csak a QlAsymphony SP késziilékkel egyutt hasznalhatok.

A QIAsymphony DSP DNA Mini Kitek tartalmazzak a total DNS human teljes vérbél, vérlemezkéket és fehérvérsejteket tartalmazo hatarrétegbdl
(,buffy coat”), szovetekbdl és formalinban fixalt, paraffinba agyazott (Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded, FFPE) szdvetmintakbol vald
automatizalt tisztitasahoz, valamint human teljes vérbdl szarmazd virus DNS tisztitasahoz sziikséges reagenseket. A QIAsymphony DSP DNA
Midi kitek a total DNS human teljes vérbdl és buffy coatbdl vald automatizalt tisztitasahoz sziikséges reagenseket tartalmazzak. Mivel azonban

nincsenek megallapitva a teljesitményjellemzék minden vérvételi csd és szdvettipus esetében, ezekhez a felhasznalonak kell validalnia a kitet.

A magnesesrészecske-technoldgiaval valo tisztitas lehetévé teszi a jo minéségl, fehérjéktdl, nukleazoktol és egyéb szennyez&désektdl
mentes nukleinsavak kinyerését. A tisztitott nukleinsavakat ezutan mar kézvetlenl fel lehet hasznalni downstream alkalmazasokban,
példaul amplifikacids reakciokban (PCR). A QlAsymphony SP végrehajtja a tisztitasi eljaras minden lépését. Egyetlen futtatassal akar
96 mintat tud feldolgozni, maximum 24-es kdtegekben.

Az alabbiakban a kllonféle alkalmazasok kivalasztott teljesitményadatait ismertjik.
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Teljesitményjellemzdk

Megjegyzés: A teljesitményjellemz8k nagymértékben fliggenek kilénbdzd tényezdkidl, és az adott downstream alkalmazashoz
kapcsolodnak. Meghatarozasukat a QlAsymphony DSP DNA Mini és Midi Kit esetében példa downstream alkalmazasokkal végezték el.
Azonban a nukleinsavak biologiai mintabdl torténd izolalasara szolgalé modszereket csak eléfeldolgozasként hasznaljak szamos
downstream alkalmazashoz. A teljesitményparamétereket, példaul a keresztszennyezédést vagy a futtatasi precizitast meg kell hatarozni
minden ilyen munkafolyamat esetében, a downstream alkalmazas kidolgozasanak részeként. Ezért a felhasznald feleléssége a teljes
munkafolyamat validalasa a megfelel teljesitményparaméterek megallapitasa érdekében.

Alapteljesitmény és kompatibilitas a kulonféle downstream alkalmazasok esetén
DNA blood és buffy coat
DNS-hozam

A QIAsymphony DSP DNA Mini Kit alapteljesitményét kulonb6zd vérvételi csovekkel és antikoagulansokkal értékelték, valamint
friss és fagyasztott human teljesvér-mintédk esetében. A teljesvér-mintakat 3 egészséges donortdl gyljtétték (fehérvérsejt [FVS]
szam 4,0-11,0 x 10° sejt/ml) 3 kiilénb6z6 csbétipusba: EDTA, 10 ml BD™ Vacutainer® 16 x 100 mm (K2-EDTA); citrat, 2,7 ml
Sarstedt® S-Monovette® 9NC cs6 13 x 75 mm (citrat); heparin, 7,5 ml Sarstedt S-Monovette 15 x 92 mm (Li-heparin). A vért frissen
(2-8 °C-on tarolva) vagy fagyasztva (-20 °C-on tarolva) hasznaltak. A genomialis DNS tisztitdsa 200 pl-es mintakbdl, donoronként
és cs6tipusonként 4 replikatumbdl tértént, a QIAsymphony DSP DNA Mini Kit és a blood 200 DSP protokoll segitségével, 200 ul-es
elucids térfogattal. A DNS-hozamot és a tisztasagot spektroszkdpos vizsgalattal hataroztak meg (1. abra).
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1. dbra: DNS-hozam és tisztasag a kiilonféle mintavételi csovekkel és antikoagulansokkal, friss és fagyasztott human teljes vér esetében. A DNS-hozam, az
oszlopok az abszolut DNS-hozamot mutatjak a szérassal. B A DNS tisztasaga, az oszlopok a DNS tisztasagat mutatjak a szérassal.
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A DNS integritasa

A hosszu PCR-termékeket (5 kb) LongRange PCR assay segitségével amplifikaltak (2. abra).

<
M PC PC NC NC

2. dbra: A DNS integritasa long-range PCR segitségével vizsgalva. M, QIAGEN GelPilot 1 kb Plus Ladder. A A teljes vért 4 egészséges donortdl (D) vették BD K2E
csOvekbe. A long-range PCR-hoz a genomialis DNS tisztitasa 200 pl-es alikvotokbdl, alikvotonként harom replikatumbal tortént, a QlAsymphony DSP DNA Mini Kit és a

blood 200 DSP protokoll segitségével, 200 pl-es elucios térfogattal. D1, 1. donor; D2, 2. donor; D3, 3. donor; és D4, 4. donor. B A teljes vért 3 egészséges donortdl vették BD
K2E csévekbe, amelybdl buffy coatot preparaltak. A genomialis DNS tisztitdsa 200 pl-es alikvotokbdl, alikvotonként 6 replikatumbdl tortént, a QIAsymphony DSP DNA Mini Kit
és a buffy coat 200 DSP protokoll segitségével, 200 pl-es ellcids térfogattal. D1, 1. donor; D2, 2. donor; és D3, 3. donor. C Kontrollok: PC, pozitiv kontroll; és NC, negativ
kontroll.

A DNS-hozam és a fehérvérsejtszam 6sszefliggése

A QIAsymphony DSP DNA Blood és buffy coat alkalmazasok teljesitményét vér és buffy coat mintak segitségével értékelték, az egyes
mintatipusok esetében 6 kilonb6z6 fehérvérsejtszammal. Teljes vér esetében a fehérvérsejtszam 4 x 108 sejt/ml és 11,6 x 108 sejt/ml
kozott volt, buffy coat esetében pedig 2,2 x 107 sejt/ml és 5,6 x 107 sejt/ml kozott. A DNS-hozam meghatarozasa spektroszkopos
vizsgalattal tortént, abrazolasa pedig a fehérvérsejtszam fliggveényeében lathato (3. abra).
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3. abra: A DNS-hozam és a fehérvérsejtszam osszefiiggése. A A genomialis DNS tisztitdsa 1 ml human teljes vérbdl toértént, a QIAsymphony DSP DNA Midi Kit és a
blood 1000 DSP protokoll segitségével, 500 pl-es elucios térfogattal. Az oszlopok az abszolut DNS-hozamot mutatjak a szérassal. B A genomialis DNS tisztitasa 400 pl-es
buffy coat mintakbal tértént, a QlAsymphony DSP DNA Midi Kit és a buffy coat 400 DSP protokoll segitségével, 400 pl-es elucids térfogattal. Az oszlopok az abszolut
DNS-hozamot mutatjak a szérassal.

Virusvér

Elére kvantifikalt CMV WHO standard CMV-negativ human teljes vérben térténd higitasaval talalati arany vizsgalatot végeztek. 90 1U

CMV/ml virustartalm mintak esetében 100%-os kimutatasi aranyt figyeltek meg (1. tablazat).

1. tdblazat: A QlAsymphony DSP Virus Blood alkalmazas szenzitivitasa

CMV (IU/ml) Replikatumok Talalatok Talalat (%)
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
6 21 5) 23,81
2 21 2 9,52
0 15 0 0,00

A human teljes vért 1 egészséges CMV-negativ donortél vették BD K2E csdvekbe, és kiilonbozé titerekben CMV WHO standardot adtak hozza. A virus DNS tisztitasa a
QIAsymphony DSP DNA Mini Kit és a virus blood 200 DSP protokoll segitségével tértént, 60 pl-es elucios térfogattal. Az eluatumokat CMV real-time PCR assay-vel
vizsgaltak.
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Szovet és FFPE szovet
DNS-hozam

A QIAsymphony DSP DNA FFPE tissue alkalmazas teljesitményének értékelését frissen metszett human lép 1-4, 10 ym-es,
FFPE-metszetek 6 replikdtumaval végezték. A DNS-extrakciét a QlAsymphony DSP DNA Mini Kit és a tissue low content DSP protokoll
segitségével végezték. A paraffinmentesitést és a lizist xilol/etanol el6kezeléses modszerrel végezték. A DNS-t 50 pl eluald pufferbe

elualtak, és a DNS-hozamot spektroszkdpos vizsgalattal hataroztak meg (4. abra).
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4. abra: A DNS-hozam és az FFPE szovetmetszetek szamanak 6sszefiiggése. Human Iépbdl szarmazoé 1-4, 10 ym-es, FFPE szOvetmetszetek 6 replikatumanak
paraffinmentesitését végezték el xilol/etanol elékezeléssel. A DNS-extrakciot QIAsymphony SP késziiléken, a QIAsymphony DSP DNA Mini Kit és a tissue low content DSP
protokoll segitségével végezték, 50 pl-es elucios térfogattal.

Biomarkerek mutacios allapotanak elemzése real-time PCR segitségével

A biomarkerek mutacios allapotanak elemzéséhez human vastagbél FFPE-metszetekbdl extrahalt DNS-t, valamint human tidészévet
mintakbdl extrahalt DNS-t hasznaltak.

FFPE szovetmintak esetében a DNS-extrakcidhoz 3 x 10 um vastagsagd human vastagbél metszeteket haszndltak a minta-
elékészitéshez. A DNS-extrakciét Deparaffinization Solution felhasznalasaval (el6kezelés) és a tissue low content DSP protokoll
segitségével végezték, 100 pl-es elucids térfogattal. A KRAS biomarker mutacios elemzését a KRAS detektalasara szolgalo valds idejl
PCR assay segitségével, az assay kézikdnyvének megfeleléen végezték. A kontroll assay Cr-értékei tartomanyon belll voltak, és a
mutacios elemzés egy aminosav szubsztiticiot mutatott a 12-es kodonban, amit 4,17-es ACt-érték jelzett, ami a 12SER mutacio

megadott kimutatasi kiiszobértéke (8) alatt van (2. tablazat).
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2. tablazat: FFPE szovetben 1évé KRAS biomarker mutacios elemzésének eredményei

Minta Reakcio CélCr Belsé kontroll Ct ACT*
Templat nélkili kontroll 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 szdvet (human vastagbél) Kontroll 24,94 31,98 -
12ALA n.d. 32,42 -
12ASP n.d. 32,73 -
12ARG n.d. 33,05 -
12CYS n.d. 32,74 -
12SER 29,11 32,34 4,17
12VAL n.d. 32,81 -
13ASP n.d. 33,20 -

* ACt =M Cr — C Cr, ahol M = mutécid, C = kontroll; n.d. = nem detektalt.

A fagyasztott szovetmintabdl térténé DNS-extrakcidohoz a minta-el6készités 25 mg human tlid&szovet felhasznalasaval, a tissue high
content DSP protokoll segitségével tértént, 200 pl-es elucios térfogattal. Az EGFR biomarker mutacios elemzését az EGFR detektalasara
szolgalo valds idejii PCR assay-vel végezték. A kontroll elemzését és a mutacié kimutatasat az assay kézikonyvének megfeleléen
végezték. Az eredmények egy deléciot mutattak az EGFR génben, amit 2,47-es ACt-érték jelzett, ami a mutacié megadott kimutatasi

kiiszobértéke (12) alatt van (3. tablazat).
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3. tablazat: Fagyasztott szovetben 1évé EGFR biomarker mutacios elemzésének eredményei

Minta Reakcio CélCr Belsé kontroll Ct ACT*
Templat nélkili kontroll Kontroll 0,00 31,71 -
T790M 0,00 32,36 -
Deléciok 0,00 31,75 -
L858R 0,00 32,05 -
L861Q 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 il 1,30
Deléciok 28,23 31,19 -0,55
L858R 27,58 30,83 -1,20
L861Q 27,80 30,86 -0,98
G719X 27,80 30,90 -0,98
S768I 29,28 31,41 0,50
Ins 28,00 31,64 -0,78
Szévet (human tido) Kontroll 25,76 31,23 -
T790M n.d. 31,99 -
Deléciok 28,23 30,99 2,47
L858R n.d. 31,33 -
L861Q n.d. 31,98 -
G719X n.d. 32,06 -
S768I n.d. 31,88 -
Ins n.d. 31,62 -

* ACt =M Cr — C Cr, ahol M = mutécid, C = kontroll; n.d. = nem detektalt.

Megismételhetfség és reprodukalhatésag

DNA blood
A DNS-extrakciot a blood 200 DSP protokoll segitségével végezték, 200 pl-es elucids térfogattal. A megismételhetéség értékeléséhez
egyetlen kezeld 3 kilénbdz8 napon 3 flggetlen futtatést végzett (futtatasonként 96 mintaval), amelyek 4 db 24 mintas kotegbdl alltak

(4. tablazat és 5. tablazat).

A reprodukalhatosag értékeléséhez 3 kezeld 3 kilonb6z6 napon, kilénbdzé QlAsymphony SP készilékeken 3 fliggetlen futtatast végzett
(futtatasonként 96 mintaval), amelyek 4 db 24 mintas koétegbdl alltak (6. tablazat és 7. tablazat).
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4. tablazat: A megismételhetéség értékelésének eredményei

Futtatas Koteg n Atlag DNS-hozam (ug) Szoéras (47
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 5,17 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 5,11 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
Osszes - 288 4,96 - -
n, replikatumok szama; SD, széras; CV, variacios koefficiens.
5. tablazat: Precizitasi adatok a megismételhet6ség értékeléséhez
Széras cv
Kotegek kozott, egy futtatason belil 0,25 4,95
Atlagos ismétlési pontossag 0,26 5,18
SD, szoras; CV, variacids koefficiens.
6. tablazat: A reprodukalhatésag értékelésének eredményei
Futtatas Koteg n Atlag DNS-hozam (pg) Széras CcVv
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
Osszes - 288 5,38 - -
n, replikatumok szama; SD, széras; CV, variacios koefficiens.
7. tablazat: Precizitasi adatok a reprodukalhatésag értékeléséhez
Szoras cv
Kotegek kozott, egy futtatason belil 0,25 4,73
Atlagos ismétlési pontossag 0,38 7,03
SD, szoras; CV, variacios koefficiens.
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Osszehasonlito teljesitmény

DNA Blood

A QIAsymphony DSP DNA vér rendszer teljesitményét az EZ1® DSP DNA vér rendszer és a QlAamp® DNA Blood Mini Kit manualis
el6készitési eljaras teljesitményével Osszehasonlitva vizsgaltak. A DNS-t kilénféle vérmintakbdl tisztitottak, és a DNS-hozam

szempontjabdl elemezték (5. abra).
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5. abra: DNS-hozamok 6sszehasonlitasa kiilonb6z6 DNS tisztitasi rendszerek esetében. A teljes vért 5 egészséges donortol vették BD K2E csdvekbe. Minden modszer
esetében 200 pl-es mintabeviteli térfogatot és 200 pl-es eluciés térfogatot alkalmaztak. QS, QIAsymphony DSP DNA Mini Kit és blood 200 DSP protocol; EZ1, EZ1 Advanced
XL az EZ1 DSP DNA Blood Kittel; QA, QlAamp DNA Blood Mini Kit. Az oszlopok az egyes mintak abszolit DNS-hozamat mutatjak.

Szovet és FFPE sz6vet

A QlAsymphony DSP DNA Mini Kit teljesitményét dsszevetették a manualis QlIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit és a QlAamp DSP DNA
Mini Kit teljesitményével, FFPE szovetek, friss és fagyasztott szOvetmintak felhasznalasaval. A manualis és automatizalt
minta-el6készitést, valamint a DNS-hozamok mennyiségi meghatarozasat egyidejileg végezték. A friss/fagyasztott és
FFPE-szovetmintakbdl torténd extrakcio DNS-hozamat a QlAsymphony DSP DNA Mini Kit, a QlAamp DSP DNA Mini Kit, (szovet) és a
QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (FFPE szOvet) esetében a 6. abra mutatja.
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6. abra: DNS-extrakcié szovetbdl és FFPE szovetmintakbol. Friss/fagyasztott szévethez a human tid6- és vastagbélmintakat 6 x 25 mg-os darabokra vagtak. Az egyes
szbvetekbdl harom darabot a QIAsymphony SP és a tissue high content DSP protokoll segitségével térténé minta-el6készitéshez hasznaltak. A fennmaradé mintakbdl a
QlAamp DSP DNA Mini Kit segitségével végeztek DNS-extrakciot. A DNS-t 200 pl-be elualtak, és a DNS-hozamot spektroszképos vizsgalattal hataroztak meg. Az FFPE
szovetbdl torténé DNS-extrakcidhoz kilénb6zd human szervekbdl szarmazo, 3 x 10 um-es FFPE szdvetmetszetet tartalmazé 12 replikatumot preparaltak. Hat mintat
hasznaltak fel a QIAsymphony SP készlilékkel, Deparaffinization Solution oldatos elkezeléssel és tissue low content DSP protokollal torténé minta-el6készitéshez.

A fennmaradé mintakbdl a QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit segitségével végeztek DNS-extrakciot. A DNS-t 50 pl-be elualtak, és a DNS-hozamot spektroszképos
vizsgalattal hataroztak meg. Az oszlopok az abszolut DNS-hozamot mutatjak a szérassal.
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A bevitt minta és a kapott eluatum aranya
DNA blood

A kulonboz6 bevitt minta/kapott eluatum aranyokat a DNA blood alkalmazas esetében 5,0-8,0 x 108 sejt/ml fehérvérsejtszamu donoroktol

szarmazo vérmintak segitségével hasonlitottak dssze.

A teljes vért 8 egészséges donortdl vették BD K2E csdvekbe. A DNS tisztitdsa 6 replikatumbdl tortént, a QlIAsymphony DSP DNA
Mini/Midi Kit segitségével és a DNA blood 200 DSP protokoll esetében 200 pl-es ellcios térfogattal, a DNA blood 400 DSP protokoll
esetében 400 pl-es elucios térfogattal és a DNA blood 1000 DSP protokoll esetében 500 pl-es eltcids térfogattal (7. abra).

45 u DNA Blood 200 — 200 il elticié
40 I
35 I u DNA Blood 400 — 400 pl elticié

(=2
230 DNA Blood 1000 — 500 pl elicié
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7. abra: Kiilonb6z6 mintabevitelek és elucids térfogatok 6sszehasonlitasa a vér DNS tisztitasi rendszerek esetében. A teljes vért 8 egészséges donortdl vették BD
K2E csévekbe. A DNS-extrakciot a DNA blood 200 protokoll esetében 200 pl-es eltcids térfogattal, a DNA blood 400 protokoll esetében 400 pl-es ellcios térfogattal, a DNA
blood 1000 protokoll esetében pedig 500 pl-es ellcids térfogattal végezték. A DNS-hozamot spektroszkopos vizsgalattal hataroztak meg. Az oszlopok az egyes donorok
abszolut DNS-hozamat mutatjak (atlagérték a szérassal).
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A 4,0 és 11,0 x 108 sejt/ml kozotti fehérvérsejtszamu teljes vért 3 egészséges donortdl vették BD K2E csdvekbe, és CMV standardot
(titer 3,7 log képia/ml) adtak hozza. A virus DNS tisztitasa 7 replikatumbdl tortént a QIAsymphony DSP DNA Mini Kit és a virus blood 200
DSP protokoll segitségével, 4 eltérd elucios térfogattal (8. abra).

Atlag log kopia/ml
4,5

40
3,5
30
25

2,0

1 2 311 2 311 2 311 2 3

60pl  85p  110pl 165y

elucié6  elucié elicié  elucié

1=1.donor 2=2.donor 3=3.donor
8. abra: Virus DNS mennyiségi meghatarozasanak dsszehasonlitasa kiilonboz6 elucids térfogatok esetében. Az egyes donormintakbdl szarmazé eluatumokat és az
elucios térfogatokat (60, 85, 110 és 165 pl) CMV real-time PCR assay-vel elemezték. A piros vonal a cél titert jeldli, az oszlopok pedig az atlag log kopia/ml értéket mutatjak a

szoérassal egyutt.
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Az eluatum stabilitasa

Megjegyzés: Az eluatum stabilitasa nagymértékben fligg killénb6zé tényezokidl, és az adott downstream alkalmazashoz kapcsolddik.
Meghatarozasat a QlAsymphony DSP Mini és Midi Kit esetében példa downstream alkalmazasokkal végezték el. A felhasznald
feleléssége a laboratériumban alkalmazott specifikus downstream alkalmazas hasznalati utmutatéjanak tanulmanyozasa és/vagy a teljes

munkafolyamat validalasa a megfelel6 tarolasi feltételek megallapitasa érdekében.

DNA blood és buffy coat

A DNA blood alkalmazasnal az eluatum stabilitdsat a QS futtatasok eluatumaival vizsgaltak, a DNA Blood 200 protokoll esetében
200 pl-es elucios térfogattal, a DNA Blood 1000 protokoll esetében pedig 500 pl-es ellcids térfogattal. Az eluatumokat 2 ml-es Sarstedt
csovekben taroltak szobahdmérsékleten, 2—-8 °C-on, -20 °C-on és -80 °C-on. A DNS-hozamot és a tisztasagot spektroszképos

vizsgalattal hataroztak meg. A DNS integritasat gélelektroforézissel és LongRange PCR assay-vel vizsgaltak. (9. abra).

TTP: 10years at -80°C

blood 200pl blood 1000p!
| freeze/thaw endpaint | freezelthaw [ controls |
M - M

endpoint

9. abra: Eluatum stabilitdsa DNS vér esetében. A DNS tisztitasa a DNA Blood 200 pl és 1000 pl protokollok segitségével tortént. Az eludtumokat -80 °C-on taroltak 2 ml-es
Sarstedt csdvekben. Négy replikatumot elemeztek. A DNS integritasat long-range PCR segitségével vizsgaltak. Az abrakon a 10 év tarolas utani eredmények lathatok. M,

QIAGEN GelPilot 1 kb Plus Ladder.

A buffy coat alkalmazasnal az eluadtum stabilitasat a QS futtatasok eluatumaival vizsgaltak a BC 400 pl protokoll segitségével, 200 pl-es elucios
térfogattal. Az eluatumokat 2 ml-es Sarstedt csOvekben és eltcios mikrocsé-allvanyokon taroltak szobahémérsékleten, 2—8 °C-on, -20 °C-on
és -80 °C-on. Ezenkivll, az eluatumokat 3 ciklus fagyasztas/kiolvasztas esetében is tesztelték (10. abra). A DNS-hozamot és a tisztasagot
spektroszkopos vizsgalattal hataroztak meg. A DNS integritasat gélelektroforézissel és LongRange PCR assay-vel vizsgaltak (50 ul-es reakcio).

Buffy coat

m-80°C

DNS-hozam (pg)
o
o

1.cycle 2.cycle 3.cycle
Fagyasztasi/kiolvasztasi ciklus

10. abra: Eluatum fagyasztasi/kiolvasztasi ciklusai buffy coat esetében. A DNS tisztitdsa a DNA BC 400 pl protokoll segitségével tortént. A buffy coat EDTA-s vérbdl

szarmazott. Az eluatumokat 2 ml-es Sarstedt csdvekben taroltak. A DNS-hozamot a tesztidépontokban ugyanazon eluatumokbdl hataroztak meg, 3 fagyasztasi/kiolvasztasi

ciklusban. A DNS-hozamot spektroszkdpos vizsgalattal hataroztak meg. Az oszlopok az abszolit DNS-hozamot mutatjak (atlagérték a szérassal).
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Virusvér

A virusvér alkalmazasnal az eluatum stabilitasat a QS futtatasok eluatumaival vizsgaltak a Virus Blood 200 protokoll segitségével,
60 pl-es elucios térfogattal. Mintaanyagként kereskedelmi forgalomban kaphaté CMV standardot (titer 2,7 log kopia/ml) tartalmazé Ka
EDTA-s vért hasznaltak. Az eluatumokat 2 ml-es Sarstedt csdvekben taroltak 2—8 °C-on, -20 °C-on és -80 °C-on. Az eluatumok
elemzését CMV real time assay-vel végezték (11. abra). Az alabbiakban tébb tesztid6pont eredményei lathatok.

Virusvér
42-8°Cm-20 °C m-80 °C

MM oL ow
o v o w

o

EEEEEE

CMV atlag log
(k6pia/ml)

o S
[S)

o
<}

7 nap 4 hénap 8 honap 12 honap
Tesztidépont

11. abra: Eluatum stabilitasa virus blood alkalmazas esetében. Kereskedelmi forgalomban kaphaté CMV standardot tartalmazé EDTA-s vérmintat tisztitottak a Virus
Blood 200 protokoll segitségével. Az eluatumokat tobbféle hémérsékleten taroltak elucios mikrocsé-allvanyokon és 2 ml-es Sarstedt csévekben. Tesztidépontonként
4 replikatumot vizsgaltak. Az oszlopok a CMV titert mutatjak (atlag log érték a szérassal).

Szovet

A szbvet alkalmazasnal az eluatum stabilitasat a Tissue HC 200 pl protokoll segitségével, 200 ul-es eluciés térfogattal vizsgaltak.
Mintaanyagként friss szarvasmarhamajat hasznaltak. Az eluatumokat 2 ml-es Sarstedt csdvekben és ellcidos mikrocsé-allvanyokon
taroltak szobahdmérsékleten, 2—-8 °C-on, -20 °C-on és -80 °C-on. A DNS-hozamot és a tisztasagot spektroszkopos vizsgélattal
hataroztak meg (12. abra). A DNS integritasat gélelektroforézissel vizsgaltak.
Szovet
40
35

DNS-hozam (pg)
= = N N W
o o0 O un O O O

0nap @ RT 14 nap @ RT 36v@2-8°C  56v@-20°C  10év@-80°C
Tesztidé6pont/hémérséklet

12. abra: Eluatum stabilitasa szovet esetében. A DNS tisztitdsa a DNA Tissue HC protokoll segitségével tortént, 200 pl-es elucios térfogattal. Mintaanyagként friss
szarvasmarhamajat hasznaltak. Az eludtumokat tobbféle hdmérsékleten taroltak elucios mikrocsé-allvanyokon és 2 ml-es Sarstedt csdvekben. Tesztidépontonként
4 replikatumot vizsgaltak. A DNS-hozamot spektroszkopos vizsgalattal hataroztak meg. Az oszlopok az abszolut DNS-hozamot mutatjak (atlagérték a szérassal).
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FFPE szovet

Az FFPE szoévet alkalmazasnal az eluatum stabilitasat a Tissue LC 200 pl protokoll segitségével, 100 pl-es elucios térfogattal vizsgaltak.
Mintaanyagkeént kereskedelmi forgalomban kaphaté human FFPE szdvetet hasznaltak. Az eluatumokat 2 ml-es Sarstedt csévekben és
elucios mikrocs6-allvanyokon taroltak szobahémérsékleten, 2—8 °C-on, -20 °C-on és -80 °C-on. Az eluatumokat Inhouse human 8-plex

PCR assay-vel vizsgaltak (13. abra). Az alabbiakban két tesztidépont eredményei lathatok.

TTP: 1 year
| 25°C oluatos I -E0°G gluatos I -F0°G oluater I cantrals ]
M | 1 ]| = B 4 | 1] = : 4 | 1] = | = a4 |+ . T
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13. abra: Eluatum stabilitasa FFPE szovet esetében. A DNS tisztitasa a DNA Tissue LC protokoll segitségével tortént. Mintaanyagként kereskedelmi forgalomban kaphaté
FFPE szdvetet hasznaltak. Az eludtumokat tébbféle hémérsékleten taroltak eliciés mikrocsé-allvanyokon és 2 ml-es Sarstedt csdvekben. Tesztid6pontonként 4 replikatumot
vizsgaltak. Az eludtumokat Inhouse human 8-plex PCR assay-vel vizsgaltak.
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Zavaro anyagok

A teljes vérben el6forduld reakciogatld anyagoknak a DNA blood alkalmazas, a virus blood alkalmazas és a tissue alkalmazas

teljesitményére gyakorolt hatasat az alabbi anyagok hozzaadasaval vizsgaltak:

8. tablazat: A kiilonb6z6 alkalmazasok esetében vizsgalt potencialisan zavar6 anyagok

Zavar6 anyagok Koncentracio Vér Virusvér Szovet
Bilirubin 200 mgl/l N V N
Hemoglobin 200 g/l v N

Trigliceridek 3049/ N N N
Fehérie 120 g/ N ] J

Megjegyzés: A ,\" azt jelzi, hogy mely mintaanyagokat vizsgaltak az adott potencidlisan zavaré anyag esetében.

A hemoglobin (200 g/l) és a fehérje (120 g/l) esetében meghataroztak a vérmintaban jelen Iévd szintet, majd tovabbi hemoglobint vagy
fehérjét adtak hozza a jelzett koncentracio, azaz a 200 vagy 120 g/l eléréséhez. A bilirubin (200 mg/l) és a trigliceridek (30 g/l) esetében

a jelzett koncentracio elérése érdekében az egyes anyagok teljes mennyiségét hozzaadtak a mintakhoz.

Szbvet esetében az egyes anyagok teljes mennyiségét kozvetlenll a lizatumhoz adtak, a szdévetminta bilirubin-, triglicerid- és

fehérjekoncentraciojanak meghatarozasa nélkdl.

A potencialisan zavaré anyagok (pl. gyogyszerek) és azok koncentracidja nagy mértékben specifikus a downstream alkalmazasra, ezért
a beteg korabbi gyogyszeres kezeléseit ki kell vizsgalni az ilyen downstream alkalmazasok hitelesitése soran, a QlAsymphony DSP DNA
Mini és Midi Kitek segitségével.

Megjegyzés: A vizsgalatot példa downstream alkalmazasokkal végezték az extrahalt nukleinsavak minéségének értékelése érdekében.
Azonban az eltéré downstream alkalmazasokhoz eltéré tisztasagra lehet szikség (pl. a potencialisan zavaré anyagok hianya vagy
koncentracidja), ezért az adott anyagok azonositasa és vizsgalata, valamint azok koncentracidjanak megallapitasa sziikséges a

downstream alkalmazas kidolgozasa soran, a QlAsymphony DSP Mini és Midi Kiteket alkalmazd munkafolyamatok esetében.

Megjegyzés: Vegye figyelembe, hogy a QlAsymphony DSP DNA Midi Kit kidolgozasa soran nem figyeltek meg arra utald jelet, hogy a
heparin negativan befolyasolja a teljesitményt. Azonban az ISO 20186-2:2019(E) szabvany kimondja, hogy a vérvételi csévekben [évd
heparin befolyasolhatja az izolalt nukleinsavak tisztasagat, és annak atszennyezése az eluatumba gatlast okozhat egyes downstream
alkalmazésok esetében. Ezért a felhasznalo felel6ssége annak validalasa, hogy a heparin negativan befolyasolja-e a munkafolyamatot.

DNA blood és buffy coat

A DNA blood alkalmazasok vizsgalatat a legnagyobb mintabeviteli térfogattal rendelkez6 DSP DNA 1000 protokoll segitségével végezték,
200 és 500 pl-es eluciods térfogattal.

Az eluatumok DNS-hozamat és tisztasagat spektroszkopos vizsgalattal hataroztak meg. A PCR-kompatibilitast real-time PCR-ral és

végpont PCR assay-vel vizsgaltak.

A 9. tablazatban felsorolt anyagok egyike se volt zavard; azonban a vérmintakban a trigliceridek magas koncentraciéja (>30 g/l) csokkent

gDNS-hozamot okozhat.
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Virusvér

A virus blood alkalmazas esetében a vizsgalatot a DSP Virus Blood 200 protokollal végezték, 60 ul-es ellucids térfogattal. A CMV-negativ
vérmintakhoz 500 koépia/ml (alacsony koncentracio) és 1 x 10 E+04 képia/ml (magas koncentracio, 14. abra) kereskedelmi forgalomban
kaphaté CMV standardot adtak hozza.

Az eluatumokat CMV real-time PCR assay-vel vizsgaltak.

A 9. tablazatban felsorolt anyagok egyike se volt zavard; azonban a vérmintakban a trigliceridek magas koncentracioja (>30 g/l) a virus
DNS csokkent tisztitasat okozhatja.

Atlag log kopia/ml
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14. abra: Reakciégatlé anyagok vizsgalata. A teljes vért 1 egészséges donortol vették BD K2E csévekbe, és CMV standardot (titer 4,0 log képia/ml) adtak hozza. Ot mintat
vizsgaltak potencialis reakciégatlék hozzaadasaval; a virus DNS tisztitdsa mintanként 4 replikatumbdl tértént a QIAsymphony DSP DNA Mini Kit és a virus blood 200 DSP
protokoll segitségével, 165 pl-es elucios térfogattal. Az eluatumokat CMV real-time PCR assay-vel vizsgaltak. A piros vonal a meghatarozott titert jeldli a referenciamintakban,
amelyekhez nem adtak reakciogatlé anyagot, az oszlopok pedig az atlag log kopia/ml értéket mutatjak a szérassal egyiitt.

Szdvet
DNS szovet (friss és fagyasztott) esetében a vizsgalatot a DSP DNA HC protokoll segitségével végezték, 200 pl-es elucids térfogattal.

Az eluatumok DNS-hozamat és tisztasagat spektroszképos vizsgalattal hataroztak meg. A PCR-kompatibilitast real-time PCR assay-vel

vizsgaltak.
A 9. tablazatban felsorolt anyagok egyike se volt negativ hatassal a minta-el6készitésre.

FFPE szovet
FFPE szovetek esetében a vizsgalatot a DSP DNA LC protokoll segitségével végezték, 50 pul-es elucios térfogattal.

Az anyagokat (lasd 9. tablazat) kdzvetlendl a lizatumhoz adtak hozza.
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9. tablazat: A kiilonb6z6 alkalmazasok esetében vizsgalt potencialisan zavar6 anyagok

Zavar6 anyagok Koncentracié a lizatumban
Xilol Legfeljebb 11%

Etanol Legfeljebb 11%
Deparaffinization Solution Legfeljebb 11%

Paraffin 0,1 uM-os metszet

Az eluatumok DNS-hozamat és tisztasagat spektroszkopos vizsgalattal hataroztak meg. A PCR-kompatibilitast real-time PCR-ral és
Inhouse human 8-plex PCR assay-vel vizsgaltak.

A 9. tablazatban felsorolt anyagok egyike se volt negativ hatassal a minta-el6készitésre.
Keresztszennyez6dés

DNA blood

A QIAsymphony DNA Blood alkalmazas esetében a keresztszennyez8dés kockazatat négy 96 mintas futtatassal vizsgaltak a
QIAsymphony SP készuléken, valtakozé sakktabla-elrendezésben (pozitiv és negativ mintak valtasa), telies mértékben negativ
kotegekkel megszakitva. Modellrendszerként férfi vért (fehérvérsejtszam 21,0 x 107 sejt/ml) és néi vért (fehérvérsejtszam 4,0 x 10° és
9 x 108 sejt/ml) hasznaltak. A minta-elékészitést a legnagyobb mintatérfogattal rendelkezd blood 1000 pl protokoll segitségével végezték.
A negativ néi mintak extrakcids futtatas soran bekovetkez8 potencidlis szennyez6dését az eluatumok elemzésével értékelték, az
Y-kromoszéma kimutatasara szolgalo real-time PCR segitségével.

Nem volt kimutathaté keresztszennyezddés a mintak, a kdtegek vagy a futtatasok kozotti atvitel soran.
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Szimbdlumok

A dokumentumban az alabbi szimbdlumok szerepelnek. A hasznalati utmutatoban vagy a csomagolason és cimkéken hasznalt
szimbolumok teljes listajat lasd a kézikdnyvben.

Szimbélum A szimbo6lum meghatarozasa
c € Ez a termék megfelel az in vitro diagnosztikai orvostechnikai eszkdzdkre vonatkozé 2017/746 szamu
europai rendelet kdvetelményeinek.
IVD In vitro diagnosztikai orvostechnikai eszkdz
Katalégusszam
Rn Az R a Hasznalati utmutaté atdolgozésat, az n pedig az atdolgozas szamat jeldli
Gyarto
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Atdolgozasi el6zmények

Atdolgozas Leiras

R1, 2022. junius 2. verzio, 1. atdolgozas

o Frissités a 2. verziora az IVDR megfelel6séghez

e A Zavar6 anyagok, Keresztszennyez6dés, Az eluatum stabilitasa és a
Kompatibilitds downstream alkalmazasokkal cim( részek hozzaadasa

A licenccel kapcsolatos legfrissebb informaciok és a termékspecifikus jogi nyilatkozatok a megfelel6 QIAGEN kit kézikdnyvében, vagy
felhaszndléi kézikonyvében talalhatok. A QIAGEN kitek kézikonyvei és felhasznaloi kézikdnyvei a www.qiagen.com webhelyen érhetbk

el, illetve a QIAGEN miszaki tgyfélszolgalattdl vagy a teruletileg illetékes forgalmazotol szerezhetdk be.

Védjegyek: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAsymphony®, QlAamp®, EZ1®, UltraRun® (QIAGEN Group); BD™, Vacutainer® (Becton Dickinson and Company); Sarstedt®, S-Monovette® (Sarstedt AG and Co.). A dokumentumban hasznalt
bejegyzett nevek, védjegyek stb. akkor sem tekinthetSk a torvény védelmeén kiviil esének, ha nincsenek kiilon jelsléssel ellatva.

06/2022 HB-3029-D01-001 © 2022 QIAGEN, minden jog fenntartva.
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