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Johdanto

QlAsymphony DSP Circulating DNA -jarjestelma sisaltaa kayttovalmiin in vitro -jarjestelman kiertavan solunulkoisen DNA:n (circulating

cell-free DNA, ccfDNA) kvalitatiiviseen puhdistamiseen ihmisen plasmasta ja virtsasta.
QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit -sarja on tarkoitettu kaytettavaksi vain yhdessé QlAsymphony SP -laitteen kanssa.

QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit -sarjassa on reagenssit tdysin automaattiseen ja samanaikaiseen ccfDNA:n  puhdistukseen
monentyyppisestd ihmisen plasmasta (sekd plasmasta, jossa on ccfDNA-profiilin stabilointiaineita, kuten Streck®yhtion Cell-Free DNA BCT®
-putkissa, ettd plasmasta, jossa ei ole ccfDNA-profillin  stabilointiaineita, kuten EDTA-putkissa) ja ihmisen virtsasta (ccfDNA-profiilin

stabilointiaineilla tai ilman). Kaikkien verinayteputkien suorituskykyominaisuuksia ei kuitenkaan ole madritetty, ja kayttajan taytyy validoida ne.

Puhdistettu ccfDNA sopii monenlaisiin mydhempiin sovelluksiin, kuten PCR-kemiaan, fluoresenssipohjaisiin kvantifiointimddritykseen tai

NGS-menetelmiin.

QlAsymphony SP tekee kaikki puhdistuksen toimenpidevaiheet. Enintaén 96 naytettd 24 ndytteen erissa kasitellaén yhdella ajolla.

Virtsandytteet saattavat edellyttdd manuaalista naytteiden esikasittelya.

Huomautus: Suorituskykyominaisuudet riippuvat useista tekijoista ja liittyvat suunniteltuun mydhempaan sovellukseen. QS DSP Circulating
DNA Kit -sarjan stabiilius on madritetty esimerkking kéytettyjen mydhempien sovellusten yhteydessa. Nukleiinihappojen biologisesta
naytteesta eristamisen menetelmia kaytetaan kuitenkin alkuvaiheena monissa mydhemmissa sovelluksissa, ja suorituskykyparametrit, kuten
ristikontaminaatio ja ajon tarkkuus, on madritettava tallaisille tydnkuluille osana mydhempad sovellusta. Siksi koko tydnkulun validoiminen

suorituskykyparametrien saamiseksi on kayttajan vastuulla.
Perussuorituskyky

QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit -sarjan perussuorituskyky arvioitiin kdyttamalla 48 yksittdisen luovuttajan ndytteitd ccfDNA:n
eristamiseen 4 ml:sta Streck-plasmaa sekd 4 ml:sta stabiloitua virtsaa. ccfDNA-tuotos madritettiin talonsisdisellé realtime PCR -madrityksella

18S-ribosomaalisesta RNA:n koodaussekvenssistd.

Tuotosten ero (log10 kopiota/ml) kuvassa 1 (4 ml plasmaa) ja kuvassa 2 (4 ml virtsaa) kuvastaa ccfDNA:n vahvasti luovuttajakohtaisia

pitoisuuksia, jotka tyypillisesti havaitaan samasta néytemadrdstd kutakin néytemateriaalia.
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Kuva 1. ccfDNA-tuotos 48 yksittdisen luovuttajan plasmasta. Verindytteet ofettiin 48 yksittdiseltd luovuttajalta Cell-Free DNA BCT -putkiin (Streck). ccfDNA eristettiin

4 ml:n plasmandytteistd QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit -sarjalla. ccfDNA-tuotos kvantifioitiin talonsisdisellé realtime PCR -mddrityksellé 18S-

koodaussekvenssistd. Tulokset laskettiin kohdekopioina yhtd syétettyé plasmamillilitraa kohden.
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Kuva 2. ccfDNA-tuotos 48 yksittdisen luovuttajan virtsasta. 48 yksittéiseltd luovuttajalta kerdtty virtsa stabiloitiin Cell-Free DNA Urine Preserve® -aineella (Streck). ccfDNA
eristettiin 4 ml:n virtsandytteista QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit -sarjalla. ccfDNA-uotos kvantifioitiin talonsisgisella realtime PCR -madrityksella 18S-koodaussekvenssistd.
Tulokset laskettiin kohdekopioina yhta sydtetty@ virtsamillilitraa kohden.

Ajon tarkkuus

Variaatiokertoimet (Coefficient of Variation, CV) madritettiin ihmisen ccfDNA:n EDTA-plasmasta eristémistd varten. Tarkkuusanalyysia varten
ccfDNA kvantifioitiin talonsisdiselld realtime PCR -madritykselld 18S-ribosomaalisesta koodaussekvenssistd. QIAsymphony-ajoja tehtiin

yhteensa 10, kukin 4 erdssa (8 replikaattia erad kohden). Tarkkuustiedot esitetaan taulukossa 1.

Taulukko 1. Tarkkuusarvioiden analyysi

Tarkkuus CV (%)
Erdn sisalla 11,67
Toistettavuus 13,14
Osittainen tarkkuus 13,14
Kokonaistarkkuus 14,12

2 ja 4 ml:n protokollien yhtalainen suorituskyky

2 ja 4 mln naytemd@drén protokollien yhtdldinen suorituskyky arvioitiine QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit -sarjalla kéyttéen
endogeenistd ccfDNA:ta, joka eristettiin ihmisen EDTA-plasmapoolista. Itsendisic QlAsymphony-ajoja tehtiin yhteensa 8, kukin 4 erdssd,
8 replikaattia erdd kohden. QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit -sarjan toimenpiteen lineaarinen alve on madritetty 185
koodaussekvenssille talonsisgiselld realtime PCR -madrityksella (kuva 3). 2 ja 4 ml:n protokollien eron suhde esitetdan taulukossa 2

(vertailuprotokollassa kéytetddn 4 ml:n ndytemaarad).
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kopioiden kokonaismédréa

Kuva 3. Yhtélginen suorituskyky 2 ja 4 ml:n néytemddrén protokollilla. ccfDNA-protokollan lineaarinen alue médritettiin 2 ja 4 ml:n protokollilla. ccfDNA-tuotos kvantifioitiin
talonsisdisellé realtime PCR -madritykselld 18S-koodaussekvenssistd. Tulokset laskettiin protokollakohtaisesti kopioiden kokonaismaarand.

QIlAsymphony DSP Circulating DNA Kit Instructions for Use (Performance Characteristics) 06/2022 3



Taulukko 2. Ero 2 ja 4 ml:n protokollien vélilla (N = 256)

Parametri Arvo
Geometrisen keskiarvon arvioitu suhde lasketussa pitoisuudessa (kopiota/ml) 1,01
Alempi 95 %:n luottamusraja 0,92
Ylempi 95 %:n luottamusraja 1,11
Kokonaistarkkuus 14,12

2 ja 4 ml:n n&ytemadréan protokollien suorituskyky on yhtélainen mitattuna laskettujen kopioiden méaérasta millilitraa kohden.

Kokojakauma

Naytteen ulostulon kokojakauma arvioitiin eristamalld ccfDNA 4 ml:sta sydtettyd néytettd QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit -sarjalla,
eluoimalla se 75 pl:aan ja tekemdlld sitten kokoanalyysi 1 pl:lle eluaattia Agilent® 2100 Bioanalyzer -aitteessa ja Agilent High Sensitivity DNA

Chip -sirua kayttéen. ltsendisic replikaatteja tehtiin yhteensd viisi (5). Plasman edustava DNA-profiili esitetdcn kuvassa 4 ja virtsan kuvassa 5.

Kuvan 4 plasman elektroferogrammissa nékyy usein havaittu noin 165 bp:n huippu, joka vaihtelee vélilla 145-196 bp, nukleosomissa
histoniin liittyvén DNA:n pituusalueella. Kuvan 5 virtsan elektroferogrammista nékyy, ettd vallitseva, noin 160 bp:n huippu on leveampi ja
vaihtelee noin valilla 145-250 bp. Lisdksi virtsalla on havaittavissa toinen huippu noin 20-100 bp:n kohdalla (alemman markkerin huipun
tasolla), mikd viittaa suuremman fragmentaation ccfDNA-fraktioon. Kuvassa 5 nakyy myds pitkien, yli 2 kb:n DNA-fragmenttien suuri maéra.
Tallaisten genomisten DNA-fragmenttien runsautta havaitaan usein virtsandytteissd todenndkaisesti siksi, eftd genomista DNA:ta vapautuu

virtsassa olevista soluista.

[FU] ylempi markkeri
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Kuva 4. Plasmasta erotetun ccfDNA:n kokojakauma (Bioanalyzer-profiili). ccfDNA eristettiin 4 ml:sta EDTA-plasmaa QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit -sarjalla; 1 pl
eluaattia testattiin Agilent High Sensitivity DNA Chip -analyysilla. x-akseli: emésparin (Base Pair, bp) koko; y-akseli: fluoresenssiyksikét (Fluoresence Unit, FU)
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Kuva 5. Virtsasta erotetun ccfDNA:n kokojakauma (Bioanalyzer-profiili). ccfDNA eristettiin 4 ml:sta virtsaa QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit -sarjalla; 1 pl eluaattia
testattiin Agilent High Sensitivity DNA Chip -analyysilla. x-akseli: emésparin (Base Pair, bp) koko; y-akseli: fluoresenssiyksikét (Fluoresence Unit, FU)

Eluaatin stabiilius

QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit -sarjan eluaatin stabiilius arvioitiin kayttamalla eristettyd ccfDNA:ta ihmisen EDTA-plasmapoolista.
Eluaatteja sdilytettiin kahdessa (2) eri eluutiotelinemuodossa: QIAGEN® EMTR -putkissa (Elution Microtubes CL 96; tuotenro 19588) ja
1,5 ml:n Eppendorf® LoBind® Snap Cap Safe-Lock -putkissa. Eluaatit analysoitiin kahdeksana (8) replikaattina. DNA:n stabiilius eluaateissa

mddritettiin talonsis@iselld realtime PCR -madritykselld 18S-ribosomaalisesta RNA:n koodaussekvenssistd.

Eluaatin stabiilivteen 2-8 °C:ssa ei vaikuttanut sdilytysjakson kesto aina yhteen kuukauteen saakka eikd sdilytysmuoto (kuva 6). DNA:n
stabiiliuteen LoBind-putkissa ei vaikuttanut sdilytys —15...-30 °C:n lampédtilassa, kun tehtiin 3 pakastus-sulatusjaksoa 7 vuorokauden, yhden

kuukauden ja kahden kuukauden jalkeen (kuva 7).

D EMTR m 1,5 ml:n Eppendorf LoBind -putket
50000 -

40000 A

30000 A
20000 -
10000 -
0 T T T T
0
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Testauksen aikapiste

Kopiota/ml

Kuva 6. ccfDNA:n stabiilius eluaateissa séilytettyna 2-8 °C:ssa 2 putkimuodossa. ccfDNA eristettiin EDTA-plasmasta QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit -sarjalla ja séilytettiin
2-8 °C:ssa eri aikapisteisiin testausta varten. ccfDNA-uotos kvantifioitiin talonsisdisellé realtime PCR -médrityksellé 18S-koodaussekvenssistd. Tulokset laskettiin kohdekopioina
yhtd sydtettyé plasmamillilitraa kohden.
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Kuva 7. ccfDNA:n stabiilius eluaateissa sdilytettynd —15...-30 °C:ssa 3 pakastus-sulatusjaksolla. ccfDNA eristetftiin EDTA-plasmasta QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit
-sarjalla ja sdilytettiin =15...-30 °C:ssa 1,5 ml:n Eppendorf LoBind -putkissa. ccfDNA-uotos madritettiin kolmessa (3) testauksen aikapisteessa kéyttamallé samaa eluaattia
kolmessa (3) pakastus-sulatusjaksossa. ccfDNA-tuotos kvantifioitiin talonsisdiselld realtime PCR -madritykselld 18S-koodaussekvenssistd. Tulokset laskettiin kohdekopioina
yhté sydtettyd plasmamillilitraa kohden.

Hairitsevat aineet

lhmisen plasmaan ja virtsaan lisattiin mahdollisesti hgiritsevia aineita (katso taulukko 3), jotta voitiin testata niiden vaikutus QS DSP
Circulating DNA Kit -sarjan ccfDNA:n eristyksen suorituskykyyn ja mydhempddn yhteensopivuuteen esimerkkeiné kaytettyjen mydhempien
maaritysten kanssa. Eluaatit analysoitiin talonsisaiselld realtime PCR-maarityksellé 18S-koodaussekvenssista ja Qubit® Fluorometer

fluoresenssimittarilla High Sensitivity dsDNA -madrityksen avulla.

Taulukko 3. Mahdollisten héiritsevien aineiden testipitoisuudet

Hairitsevét aineet Plasma Virtsa
Bilirubiini 200 mg/litra* 200 mg/litra*
Hemoglobiini 2 g/litra’ -

BSA ja gammaglobuliini Korkeintaan 120 g/litra* 1 g/litra®
Triglyseridit 5 g/litra* -
Glukoosi 10 g/litra* 10 g/litra*
Veri - 1 %"

pH - pH 4 ja pH 97

* CLSI EP7-A2 Vol. 25 No. 27
T FDA-ohjeistusluonnos (11.5.2011)

Miké&an taulukossa 3 luetelluista aineista ei ollut hairitsevd, lukuun ottamatta plasmandytteitd, joissa on suuri gammaglobuliinipitoisuus

(> 30 g/litra), silla niiden kohdalla kiertévan solunulkoisen DNA:n talteenotto voi olla vahaisempaa.

Huomautus: Testauksessa kaytettiin esimerkkeind kaytettyja myohempia sovelluksia eristettyjen nukleiinihappojen laadun arviointia varten.
Myshemmilla sovelluksilla voi kuitenkin olla eroavat puhdistusvaatimukset (mahdollisten hairitsevien aineiden osalta), joten olennaisten

aineiden tunnistus ja testaus on mdadritettdva myds osana mydhempdd sovellusta tydnkuluissa, joissa kaytetdan QlAsymphony DSP
Circulating DNA Kit -sarjaa.
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Ristikontaminaatio

QIAsymphony DSP Circulating DNA -jdrjestelmén ristikontaminaation riski analysoitiin suorittamalla kolme 96 néytteen ajoa QlAsymphony
SP aitteella vuorottelevalla sakkilautakuviolla (positiiviset ja negatiiviset néytteet vuorottelevat). Mallijériestelmén néytemateriaaleina
kaytettiin naisen plasmaa (negatiivinen nayte) ja naisen plasmaa, johon oli lisatty pilkottua miehen gDNA:ta pitoisuus 1,0E+05 SRY1
-geenin kopiota / millilitra plasmaa (positiivinen ndyte). Naytteen valmistelussa kaytettiin 4 ml:n protokollaa, jossa on kaksi erillistd 2 ml:n
ndytteen siirtoa. Negatiivisten naisen plasmanéytteiden mahdollinen kontaminaatio eristysajojen aikana arvioitiin seuraavalla eluaattien
analyysilla, jossa kéytettiin Y-kromosomille spesifisen SRY 1-geenin realtime PCR -mé&aritysta.

Naytteiden valisestd, erien vélisestd tai ajojen valisestd siirtymdstd johtuvaa ristikontaminaatiota ei havaittu.

Yhteensopivuus erilaisten mydhempien sovellusten kanssa

QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit -sarjan kehityksessa kéytettiin esimerkkeing myshempid sovelluksia, joilla osoitettiin eristettyjen
nukleiinihappojen yhteensopivuus monenlaisten mydhempien sovellustekniikoiden kanssa, mukaan lukien realtime PCR (katso kuva T,
kuva 2, kuva 3, kuva 6 ja kuva 7), Qubit Fluorometer (proteiinimadritys ja suuren herkkyyden dsDNA-maaritys), kirjasto (katso kuva 8) ja

Next Generation Sequencing (NGS).

Kuvan 8 elekiroferogrammi  kuvaa esimerkkia onnistuneesta adapteriligaatiosta  ja  mydhemmastd  ccfDNA:n  monistuksesta.
Nukleosomaalisen ccfDNA:n vallitsevan 300 bp:n huipun (noin 165 plus noin 70 bp kullekin adapterille) vieressé ndkyy myds
dinukleosomaalinen huippu noin 470 bp:n kohdalla.
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Kuva 8. QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit -sarjalla eristetty ccfDNA:n DNA-kirjasto (yksittdinen luovuttaja). ccfDNA eristettiin Streck-plasmasta 4 ml:n protokollalla, minké
jalkeen 35 pl:n eluaatti siirrettiin NEBNext® Ultra DNA Library Prep Kit -sarjaan (Biolabs). Monistuksen ja AMPure XP -puhdistuksen jalkeen 1 pl eluaattia analysoitiin Agilent
7500 DNA Kit -sarjalla.
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Symbolit

Kayttdohjeessa tai pakkauksessa ja etiketeissd kaytetddn seuraavia symboleita:

Symboli

Selitys

A
Z
v

AR

V|

EH

9

GTIN

Sodium azide

IFﬂb =T BEEEE

Sisaltaa reagensseja, jotka riittdvat <N> reaktioon

Viimeinen kayttopdivamadra

Tama tuote tayttad in vitro -diagnostisia ladketieteellisia
laitteita  koskevan  eurooppalaisen  sa@nndksen

2017 /746 vaatimukset.

In vitro -diagnostinen ladketieteellinen laite
Tuotenumero

Erénumero

Materiaalinumero (ts. komponentin merkintd)
Komponentit

Sisdlto

Numero

GTIN-numero

R tarkoittaa kayttdohjeiden versiota ja n on versionumero

Lampatilarajoitus

Valmistaja

Katso kaytéohjeet

Varoitus/huomio

Proteinaasi K
Kuopan numero (ts. reagenssikasetin kuoppal)

Reagenssikasetti

Natriumatsidi
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Symboli Selitys

E'l'OH Etanoli

UDI Yksildllinen laitetunniste
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Muutoshistoria

Versio Kuvaus

R1, heindkuu 2022 Versio 2, revisio 1
e Pagivitys versioon 2 IVDR-vaatimusten téyttamiseksi

o Lisatty kohdat Hairitsevat aineet, Ristikontaminaatio ja Yhteensopivuus
erilaisten mydhempien sovellusten kanssa

Voimassa olevat lisenssitiedot ja tuotekohtaiset vastuuvapauslausekkeet ovat saatavilla tuotekohtaisista QIAGEN-sarjojen kayttdoppaista tai
kasikirjoista. QIAGEN-sarjojen kasikirjat ja kayttdoppaat ovat saatavilla osoitteesta www.qiagen.com, tai niitd voi tiedustella QIAGENIn

teknisestd palvelusta tai paikalliselta jélleenmyyialta.

Tavaramerkit: 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 tai sen tytryhtit). Téssé asiakirjassa mainittuja rekisterdityja nimid, tavaramerkkejd jne. on pidettévé lain suojaamina, vaikkei niité olisi erityisesti sellaisiksi merkitty.

HB-3034-D01-001 © 2022 QIAGEN, kaikki oikeudet pidétetéan.
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Tama sivu on jatetty tarkoituksella tyhjdksi.
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