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Visparigs ievads

QIAsymphony DSP cirkul€jodas DNS sistému veido lietoSanai sagatavota in vitro sistéma cirkuléjoSas un SUnas nesaturoSas DNS

(ccfDNA) kvalitativai izdali$anai no cilvéka plazmas un urina.
QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit komplektu ir paredzéts lietot tikai kopa ar QlAsymphony SP instrumentu.

QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit komplekts nodroSina reagentus pilnigi automatiskai un vienlaicigai ccfDNA izdali§8anai no plasa
klasta cilvéka plazmas tipu (ar ccfDNA profila stabilizatoriem, piem., Cell-Free DNA BCT® no Streck®, ka ari bez ccfDNA profila
stabilizatoriem, piem., EDTA stobrini) un cilvéka urina (ar ccfDNA profila stabilizatoriem un bez tiem). Tacu veiktspéjas raksturojums nav

noteikts ikkatram asins paraugu nemsanas stobrinam, un lietotajam tas ir japarbauda.

Izdalita ccfDNA ir saderiga ar plasu klastu pakartoto lietojumu, pieméram, PCR kimijas, uz fluorescenci balstitas kvantifikacijas analizém
vai NGS.

QIAsymphony SP veic visas izdali§8anas procediras darbibas. Viena izpildé tiek apstradats [1dz 96 paraugiem, kas sadaltti partijas I1dz

24 paraugiem. UrTna paraugiem var bt nepiecieSama parauga manuala iepriek§&ja apstrade.

Piezime. Veiktspéjas raksturojums ir |oti atkarigs no dazadiem faktoriem, un tas ir saistits ar konkrétu pakartoto lietojumu. Tas ir noteikts
QS DSP Circulating DNA Kit komplektam kopa ar tipiskajiem pakartotajiem lietojumiem. Tacu metodes nukleinskabju izoléSanai no
biologiska parauga tiek izmantotas ka priek§éja apstrade vairakiem pakartotajiem lietojumiem. Veiktspéjas parametri, pieméram,
krusteniska kontaminacija un izpildes precizitate, ir janosaka ikvienai $adai darbplismai ka dala no pakartoto lietojumu izstrades. Tadél

lietotdjs ir atbildigs par visas darbplismas validéSanu, lai noteiktu piemérotos veiktsp&jas parametrus.
Pamata veiktspéja

QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit komplekta pamata veiktsp€ja tika novértéta, izmantojot 48 individualus donorus attieciba uz
ccfDNA ekstrahéSanu no 4 ml Streck plazmas, ka arT no 4 ml stabilizéta urina. ccfDNA iegitais daudzums tika noteikts ar lokalo real-

time PCR analizi attieciba uz 18S ribosomas RNS koda sekvenci.

legita daudzuma atskirtbas (log10 kopijas/ml), kas redzamas 1. attéla (4 ml plazma) un 2. attéla (4 ml urins), atspogulo no donora |oti

atkarigas ccfDNA koncentracijas, kas atrodamas vienada daudzuma attieciga parauga materiala.
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1. attéls. ccfDNA iegiitais daudzums no plazmas 48 individualiem donoriem. No asinim, ko ziedojusi 48 individuali donori, tika izveidots Cell-Free DNA BCT
(Streck). CcfDNA tika ekstrah&ta no 4 ml plazmas, izmantojot QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit komplektu. CcfDNA iegitais daudzums tika
kvantificéts, izmantojot lokalo real-time PCR analizi attieciba uz 18S koda sekvenci. Rezultati tika aprékinati k& mérka kopijas uz mililitru plazmas
ievades.
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2. attéls. ccfDNA iegiitais daudzums no urina 48 individualiem donoriem. No 48 individualiem donoriem savaktais urins tika stabilizéts, izmantojot Cell-Free DNA Urine
Preserve® (Streck). CcfDNA tika ekstrahéta no 4 ml urina, izmantojot QlIAsymphony DSP Circulating DNA Kit komplektu. CcfDNA iegitais daudzums tika kvantificéts,
izmantojot lokalo real-time PCR analizi attieciba uz 18S koda sekvenci. Rezultati tika aprékinati ka mérka kopijas uz mililitru urina ievades.

|zpildes precizitate

Variacijas koeficienti (VK) tika noteikti cilvéka ccfDNA izpildei no EDTA plazmas. Precizitates analizei ccfDNA tika kvantificéta, izmantojot
lokalo real-time PCR analizi attieciba uz 18S koda sekvenci. Kopa tika veiktas 10 QIAsymphony izpildes, katra 4 partijas (8 atkartojumi
katrai partijai). Precizitates dati ir paradtti 1. tabula.

1. tabula. Precizitates aplésu analize

Precizitate VK (%)
Taja pasa partija 11,67
Atkartojamiba 13,14
Starpposma precizitate 13,14
Kopéja precizitate 14,12

2 un 4 ml protokolu veiktspé&jas lidzvértigums

Veiktsp&jas Idzveértigums starp 2 un 4 ml parauga ievades protokoliem QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit komplektam tika
novertéts, izmantojot endogénu ccfDNA, kas ekstrahéta no cilvéka EDTA plazmas kopparauga. Kopa tika veiktas 8 neatkarigas
QIAsymphony izpildes, katra 4 partijas ar 8 atkartojumiem katrai partijai. QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit komplekta procediras
linearais diapazons attieciba uz 18S koda sekvenci tika noteikts ar iek5€jo lokalo real-time PCR analizi (3. attéls). AtSkiribas attieciba 2

un 4 ml protokoliem ir paradita 2. tabula. (References protokols ir 4 ml parauga ievade).
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3. attéls. Tika demonstréta lidzvértiga veiktspéja 2 un 4 ml parauga ievades protokolu lietoSanai. ccfDNA protokola linearais diapazons tika noteikts, izmantojot 2 un
4 ml protokolus. ccfDNA iegltais daudzums tika kvantificéts, izmantojot lokalo real-time PCR analizi attieciba uz 18S koda sekvenci. Rezultati tika aprékinati ka kopéjais
kopiju skaits uz protokolu.
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2. tabula. Atskiriba starp 2 un 4 ml protokoliem (N = 256)

Parametrs Vértiba
Aplésta geometriskas vidéjas vértibas attieciba, ka aprékinatas kopijas/ml 1,01
Apakséja 95% ticamibas robeza 0,92
Augs$géja 95% ticamibas robeza 1,11
Kopéja precizitate 14,12

Protokolu veiktsp&ja 2 un 4 ml paraugu ievadei ir l[dzvértiga, mérot aprékinatajas kopijas uz mililitru.

Lieluma sadalijums

Lai novértétu paraugu izvades sadaltfjumu péc lieluma, ccfDNA tika ekstrahéta no 4 ml parauga ievades, izmantojot QIAsymphony DSP
Circulating DNA Kit komplektu, eluétu 75 pl, un péc tam 1 pl eluata tika veikta lieluma analize ar Agilent® 2100 Bioanalyzer, izmantojot
Agilent High Sensitivity DNA Chip mikroshému. Kopa tika veikti 5 neatkarigi atkartojumi. Viens reprezentativs DNS profils ir paradits
plazmai 4. attéla un urinam 5. attéla.

Elektroferogramma plazmai 4. attéla parada biezi novéroto virsotni pie aptuveni 165 bp, diapazona no 145 Iidz 196 bp — tas ir histona
piesaistitas DNS garuma diapazons nukleosoma. Elektroferogramma urinam 5. attéla parada So doming&jo$o virsotni pie aptuveni 160 bp,
un ta ir plataka, diapazona no aptuveni 145 Iidz 250 bp. Urinam ir vél arT otra virsotne diapazona no aptuveni 20 Iidz 100 bp (zemakas
markiera virsotnes [Tmenr), noradot uz ccfDNA frakciju ar augstaku fragmentéSanas pakapi. Turklat 5. attéla ir redzams liels skaits garo
DNS fragmentu no aptuveni 2 kb. Sadu genomisko DNS fragmentu parpilniba urina parauga ir atrodama bieZi, visticamak, to izraisa
genomiskas DNS atdaliS8anas no urina esosajam Stanam.
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4. attéls. ccfDNA lieluma sadalijjums no plazmas (Bioanalyzer profils). ccfDNA tika ekstrahéta no 4 ml EDTA plazmas, izmantojot QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit
komplektu; 1 pl eluata tika veikta Agilent High Sensitivity DNA Chip analize. x ass: bazu para lielums (bp); y ass: fluorescences vienibas (Fluorescence Unit, FU).
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5. attéls. ccfDNA lieluma sadalijums no urina (Bioanalyzer profils). ccfDNA tika ekstrahéta no 4 ml EDTA plazmas, izmantojot QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit
komplektu; 1 pl eluata tika veikta Agilent High Sensitivity DNA Chip analize. x ass: bazu para lielums (bp); y ass: fluorescences vienibas (Fluorescence Unit, FU).

Eluata stabilitate

QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit komplekta eluata stabilitate tika novertéta, izmantojot no cilvéka EDTA plazmas kopparauga
ekstrahéto ccfDNA. Eluati tika glabati 2 dazados elué$anas stativu formatos: QIAGEN® EMTR (Elution Microtubes CL 96; kat. Nr. 19588)
un 1,5 ml Eppendorf® LoBind® Snap Cap Safe-Lock stobrinos. Eluati tika analizéti 8 atkartojumos. DNS stabilitate eluatos tika noteikta
ar lokalo real-time PCR analizi attieciba uz 18S ribosomas RNS koda sekvenci.

Eluata stabilitati 2—8 °C temperatlra neietekméja ne glabasanas perioda ilgums [ildz 1 ménesim, ne glabasanas formats (6. attéls). DNS
stabilitati LoBind stobrinos neietekméja glabasana no —15 °C lidz —30 °C temperatura, kas ietvéra 3 sasaldéSanas—atkauséSanas ciklus
péc 7 dienam, viena ménesa un diviem ménesiem (7. attéls).

OEMTR m 1,5 ml Eppendorf LoBind stobrini
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6. attéls. ccfDNA stabilitate eluatos, kas glabati 2-8 °C temperatiira 2 stobrinu formatos. ccfDNA tika ekstrahéta no EDTA plazmas, izmantojot QIAsymphony DSP
Circulating DNA Kit komplektu, un glabata 2—8 °C temperattra dazadiem testa laika punktiem. ccfDNA iegatais daudzums tika kvantificéts, izmantojot lokalo real-time PCR
analizi attieciba uz 18S koda sekvenci. Rezultati tika aprékinati ka mérka kopijas uz mililitru plazmas ievades.
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7. attéls. ccfDNA stabilitate eluatos, kas glabati no —15 °C Iidz —-30 °C temperatira, ieklaujot 3 sasaldéSanas—atkauséSanas ciklus. ccfDNA tika ekstrahéta no EDTA
plazmas, izmantojot QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit komplektu, un glabata no —15 °C Iidz —30 °C temperatara 1,5 ml Eppendorf LoBind stobrinos. ccfDNA iegtais
daudzums tika noteikts 3 testa laika punktos, izmantojot to pasu eluatu 3 sasaldéSanas—atkausésanas ciklos. ccfDNA iegltais daudzums tika kvantificéts, izmantojot lokalo
real-time PCR analizi attieciba uz 18S koda sekvenci. Rezultati tika aprékinati ka mérka kopijas uz mililitru plazmas ievades.

Interferéjosas vielas

Cilvéka plazmai un urinam tika pievienotas dazadas potenciali interferéjo8as vielas (skatiet 3. tabulu), lai testétu to ietekmi uz QS DSP
Circulating DNA Kit komplekta ccfDNA ekstrahéSanas veiktspé&ju un turpmako saderibu ar tipiskajam pakartotajam analizém. Eluati tika
analizéti ar lokalo real-time PCR attieciba uz 18S koda sekvenci un ar Qubit® Fluorometer, izmantojot High Sensitivity dsDNA analizi.

3. tabula. Potenciali interferéjosu vielu testa koncentracijas

Interferéjosas vielas Plazma Urins
Bilirubins 200 mg/litra* 200 mg/litra*
Hemoglobins 2 gllitra’ -

BSA un gamma globulins L1dz 120 g/litra* 1 gllitrat
Trigliceridi 5 g/litra* -
Glikoze 10 g/litra* 10 g/litra*
Asinis - 1%

pH - pH 4 un pH 9f

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

Neviena no 3. tabula uzskaititajam vielam neradija traucé&jumus, tikai plazmas paraugos ar augstu gamma globulina koncentraciju
(>30 g/litra) var samazinaties cirkuléjosas Stnas nesaturoSas DNS atgisana.

Piezime. TestéSana tika veikta, izmantojot tipiskus pakartotos lietojumus ekstrahéto nukleinskabju kvalitdtes novértéSanai. Tacu
dazadiem pakartotajiem lietojumiem var atSkirties prasibas attieciba uz tiribu (t.i., potenciali interferéjoSu vielu neesamibu), tapéc
pakartoto lietojumu izstrades gaita ir janosaka arT attiecigo vielu identificéSana un testéSana ikvienai darbplGsmai, kur iesaistits
QIAsymphony DSP Circulating DNA kit komplekts.
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Krusteniska kontaminacija

QIAsymphony DSP Circulating DNA sistéemas krusteniskas kontaminacijas risks tika analizéts, veicot 96 paraugu apstrades
QIAsymphony SP instrumenta ar pamiSus partijam Saha galdina izkartojuma (pamiSus pozitiviem un negativiem paraugiem). Ka parauga
materiali modela sistémai tika izmantoti sievietes plazma (negativs paraugs) un sievietes plazma, kam pievienots apcirpts virieSa gDNA
ar SRY1 géna koncentraciju 1,0E+05 kopijas uz mililitru plazmas (pozitivs paraugs). Paraugi tika sagatavoti, izmantojot 4 ml protokolu,
kas ietver divas atseviSkas katra 2 ml parauga parneses. Negativo sievietes plazmas paraugu iespé&jama kontaminacija ekstrahéSanas
izpilzu laika tika novértéta ar secigu eluatu analizi, izmantojot real-time PCR attieciba uz Y hromosomai specifisko génu SRY1.

Netika konstatéta krusteniska kontaminacija parnesei starp paraugiem, starp partijam vai starp izpildém.

Saderiba ar dazadiem pakartotajiem lietojumiem

QIAsymphony DSP Circulating DNA kit komplekta izstrades laika tika izmantoti tipiskie pakartotie lietojumi, lai paraditu, ka izolétas
nukleTnskabes ir saderigas ar pladu klastu atskirigu pakartoto lietojumu tehnologiju, tostarp Real Time-PCR (skatiet 1. attélu, 2. attélu,

3. attélu, 6. attélu un 7. attélu), Qubit Fluorometer (proteina analizi un loti jutigu dsDNA analizi), biblioteéku (skatiet 8. att€lu) un jaunakas
paaudzes sekvencéSanu (Next Generation Sequencing, NGS).

Elektroferogramma 8. attéla parada sekmigas adaptera ligacijas un secigas ccfDNA amplificéSanas pieméru. Blakus ievérojamajai

virsotnei pie 300 bp attieciba uz nukleosomalo ccfDNA (apm. 165 plus apm. 70 bp katram adapterim) ir redzama ar1 dinukleosomala
virsotne pie apm. 470 bp.
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8. attéls. DNS bibliotéka no ccfDNA (individuala donora), kas ekstrahéta ar QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit komplektu. ST ccfDNA tika ekstrahéta no Streck

plazmas, izmantojot 4 ml protokolu, un péc tam 35 ul eluats tika parcelts NEBNext® Ultra DNA Library Prep Kit komplekta (Biolabs). Péc amplificésanas un AMPure XP
notiriSanas 1 pl eluata tika analizéts ar Agilent 7500 DNA Kit komplektu.
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Simboli

LietoSanas instrukcijas vai uz iepakojuma un markéjuma var but redzami talak noraditie simboli.

Simbols

Simbola definicija
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Satur reagentus, kuru daudzums ir pietiekams <N>
reakcijam

Izlietot I1dz

Sis produkts atbilst prastbam, ko nosaka Eiropas Regula
2017/746 par invitro diagnostikas mediciniskajam
iericém.

In vitro diagnostikas mediciniska ierice

Kataloga numurs

Partijas numurs

Materiala numurs (pieméram, komponenta mark&jums)
Komponenti

Satur

Numurs

Globalais tirdzniecibas identifikacijas numurs

R apzimé lietoSanas instrukciju versiju, bet n ir versijas
numurs

Temperatiras ierobezojums

Razotajs

Skatit lietoSanas instrukcijas

Bridinajums/uzmanibu!

Proteinaze K
ledobes numurs (t.i., reagentu kasetnes iedobe)

Reagentu kasetne

Natrija azids
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Simbols Simbola definicija

EtOH Etanols

UDI Unikals ierices identifikators
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Parskatijumu vesture

Versija Apraksts

R1, 2022. gada junijs Versija 2, parskatitais izdevums 1
e  Atjauninajums versijai 2 par atbilsttbu IVDR

e Pievienota sadala par interfergjoSam vielam, krustenisko kontaminaciju un
saderibu ar pakartotajiem lietojumiem.

Jaunako informaciju par licencéSanu un precu juridiskas atrunas skatiet attiecigd QIAGEN komplekta rokasgramata vai lietotaja
rokasgramata. QIAGEN komplektu rokasgramatas un lietotaja rokasgramatas ir pieejamas vietné www.giagen.com, un tas var pieprasit
art no QIAGEN tehniska atbalsta dienesta vai vietéjiem precu izplatitajiem.

Precu zimes: 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 vai ta filiales). Tiek uzskatits, ka $aja dokumenta minétie registrétie nosaukumi, precu zimes utt. ir aizsargati ar likumu pat tad, ja tas nav Tpasi noradits.

HB-3034-D01-001 © 2022 QIAGEN, visas tiesibas aizsargatas.
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ST lappuse atstata tuk$a ar nolaku.
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