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Wprowadzenie ogdlne

QIAsymphony DSP Circulating DNA to gotowy do uzycia system in vitro przeznaczony do jakosciowego oczyszczania wolnokrgzacego
DNA (circulating cell-free DNA, ccfDNA) z ludzkiego osocza i moczu.

Zestaw QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit jest przeznaczony wytagcznie do stosowania z aparatem QlIAsymphony SP.

Zestaw QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit zawiera odczynniki umozliwiajgce wykonanie w petni zautomatyzowanego
jednoczesnego oczyszczania ccfDNA z probek réznego rodzaju osocza ludzkiego (z dodatkiem stabilizatoréw profilu ccfDNA, np.
probéwki Cell-Free DNA BCT® firmy Streck®, jak rowniez bez dodatku stabilizatoréw profilu ccfDNA, np. probéwki z dodatkiem EDTA)
oraz probek ludzkiego moczu (z dodatkiem ibez dodatku stabilizatoréw profilu ccfDNA). Wartosci parametréw skutecznosci dla
poszczegolnych proboéwek do pobierania krwi nie zostaty jednak okreslone, dlatego uzytkownik jest zobowigzany do walidacji dziatania
tych probowek.

Oczyszczonego ccfDNA mozna uzywacé w szerokim zakresie dalszych procedur analitycznych, takich jak reakcje PCR, oznaczenia

ilosciowe oparte na fluorescencji oraz sekwencjonowanie NGS.

Aparat QlAsymphony SP wykonuje wszystkie etapy procedury oczyszczania. W ramach jednego cyklu mozna przetworzy¢ maksymalnie

96 probek w partiach po 24 prébki. W przypadku prébek moczu moze by¢é wymagane reczne wstepne przygotowanie probek.

Uwaga: Parametry skutecznos$ci w duzym stopniu zalezg od réznych czynnikéw iodnosza sie do konkretnej dalszej procedury
analitycznej. Zostata ustalona dla zestawu QS DSP Circulating DNA Kit uzywanego w ramach standardowych dalszych procedur
analitycznych. Pomimo ze metody izolacji kwaséw nukleinowych z prébek biologicznych stanowig etap poczatkowy dla wielu dalszych
procedur analitycznych, parametry skutecznosci, takie jak np. wystepowanie zanieczyszczenia krzyzowego lub precyzja testu, muszg
zosta¢ okreslone dla catego przeptywu pracy (z uwzglednieniem wszystkich procedur) jako czes$¢ procesu opracowywania konkretnej
dalszej procedury analitycznej. Z tego wzgledu uzytkownik jest odpowiedzialny za walidacje catego przeptywu pracy w celu ustalenia

odpowiednich parametrow do oceny skutecznosci.

Skuteczno$é podstawowa

Podstawowa skuteczno$¢ zestawu QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit zostata oceniona przy uzyciu ccfDNA wyizolowanego
z prébek osocza o objetosci 4 ml w probdwkach firmy Streck oraz prébek stabilizowanego moczu o objetosci 4 ml pobranych od 48
poszczegolnych dawcow. Uzysk ccfDNA zostat okreslony przy uzyciu wewnetrznego oznaczenia real-time PCR ukierunkowanego na
sekwencje kodujgcg czgsteczke 18S rybosomalnego RNA.

Roéznice w uzyskach (log10 kopii/ml) przedstawione na Ryc. 1 (probki osocza o objetosci 4 ml) oraz na Ryc. 2 (probki moczu o objetosci

4 ml) odzwierciedlajg silng zalezno$¢ stezenia ccfDNA (wyizolowanego z odpowiednich probek o tych samych objetosciach) od
konkretnego dawcy.
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Ryc. 1. Uzysk ccfDNA z osocza pobranego od 48 pojedynczych dawcéw. Probki krwi od 48 pojedynczych dawcow zostaty pobrane do probowek Cell-Free
DNA BCT (Streck). CcfDNA zostat wyizolowany z probek osocza o objetosci 4 ml przy uzyciu zestawu QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit. Uzysk
ccfDNA zostat oznaczony ilosciowo przy uzyciu wewnetrznego oznaczenia real-time PCR ukierunkowanego na sekwencje kodujgcg czasteczke 18S.
Wyniki zostaty obliczone jako liczba kopii sekwencji docelowej na mililitr wejsciowej prébki osocza.
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Ryc. 2. Uzysk ccfDNA z moczu pobranego od 48 pojedynczych dawcéw. Probki moczu zebrane od 48 pojedynczych dawcow zostaty ustabilizowane przy uzyciu $rodka
Cell-Free DNA Urine Preserve® (Streck). CcfDNA zostat wyizolowany z probek moczu o objetosci 4 ml przy uzyciu zestawu QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit. Uzysk
ccfDNA zostat oznaczony ilosciowo przy uzyciu wewnetrznego oznaczenia real-time PCR ukierunkowanego na sekwencje kodujgca czasteczke 18S. Wyniki zostaty obliczone
jako liczba kopii sekwencji docelowej na mililitr wejsciowej probki moczu.

Precyzja testu

Wspotczynniki zmiennosci (Coefficient of Variation, CV) zostaty okreslone dla ccfDNA wyizolowanego z ludzkich probek osocza
z dodatkiem EDTA. Na potrzeby analizy precyzji uzysk ccfDNA zostat oznaczony ilosciowo przy uzyciu wewnetrznego oznaczenia real-
time PCR ukierunkowanego na sekwencje kodujgca czgsteczke 18S. tgcznie przeprowadzono 10 testow przy uzyciu produktu
QIAsymphony. W kazdym tescie wykorzystano 4 partie probek (kazda partia sktadata sie z 8 powtdrzen). Dane dotyczace precyzji
przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Analiza oszacowan wartosci precyzji

Precyzja CV (%)
W ramach partii 11,67
Powtarzalnos¢ 13,14
Precyzja posrednia 13,14
Precyzja catkowita 14,12
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Réwnorzedna skutecznos¢ protokotéw dla probek o objetosci 2 mli 4 ml

Roéwnorzedna skutecznos¢ protokotdw izolacji przy uzyciu zestawu QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit dla prébek o objetosciach
wejsciowych wynoszacych 2 ml i 4 ml zostata oceniona przy uzyciu endogennego ccfDNA wyizolowanego z probki zbiorczej ludzkiego
osocza z dodatkiem EDTA. tgcznie przeprowadzono 8 testdw przy uzyciu produktu QIAsymphony. W kazdym tescie wykorzystano
4 partie probek (kazda partia sktadata sie z 8 powtdrzen). Zakres liniowy wartosci uzyskanych w procedurze zestawu QIAsymphony DSP
Circulating DNA Kit zostat okreslony dla sekwencji kodujgcej czgsteczke 18S przy uzyciu wewnetrznego oznaczenia real-time PCR
(Ryc. 3). Stosunek réznicy wartosci uzyskanych w protokotach wykorzystujgcych probki o objetosci 2 mli 4 ml przedstawiono w Tabeli 2

(jako protokét referencyjny przyjeto protokot wykorzystujgcy probki o objetosci wejsciowej wynoszacej 4 ml).
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Ryc. 3. Réwnorzedna skuteczno$¢ podczas wykonywania protokotow dla prébek o objetosciach wejsciowych wynoszacych 2 ml i 4 ml. Zakres liniowy wartosci

uzyskanych podczas wykonywania protokotu izolacji ccfDNA zostat okreslony na podstawie wynikow uzyskanych dla protokotéw wykorzystujgcych prébki o objetosciach

wynoszacych 2 ml i 4 ml. Uzysk ccfDNA zostat oznaczony ilosciowo przy uzyciu wewnegtrznego oznaczenia real-time PCR ukierunkowanego na sekwencje kodujaca

czgsteczke 18S. Wyniki zostaty obliczone jako catkowita liczba kopii na protokot.

Tabela 2. Réznica migedzy protokotem dla préobek o objetosci 2 ml a protokotem dla probek o objetosci 4 ml (N = 256)

Parametr Wartos¢
Szacowany stosunek $rednich geometrycznych stezen (obliczonych jako 1,01
kopie/ml)

Dolna granica 95-procentowego przedziatu ufnosci 0,92
Gorna granica 95-procentowego przedziatu ufnosci 1,11
Precyzja catkowita 14,12

Skutecznos¢ protokotdw dla prébek o objetosciach wejsciowych wynoszacych 2 mli 4 ml jest rownorzedna. Pomiaréw dokonywano przy

uzyciu wartosci wyrazonych jako liczba kopii na mililitr.
Rozkfad wielkoSci

W celu oceny rozktadu wielkosci probki wyjsciowej z probki wejsciowej o objetosci 4 ml przy uzyciu zestawu QIAsymphony DSP
Circulating DNA Kit wyizolowano materiat ccfDNA, a nastepnie 75 ul tego materiatu poddano elucji. 1 pl uzyskanego eluatu poddano
analizie wielko$ci przy uzyciu aparatu Agilent® 2100 Bioanalyzer oraz mikromacierzy Agilent High Sensitivity DNA Chip. tacznie
wykonano 5 niezaleznych powtdrzen. Na Ryc. 4 iRyc. 5 przedstawiono po jednym reprezentatywnym profilu DNA uzyskanym

odpowiednio dla osocza oraz moczu.
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Elektroforegram osocza widoczny na Ryc. 4 przedstawia czesto obserwowany pik wystepujgcy przy okoto 165 pz, w zakresie od 145 do
196 pz, ktory miesci sie w zakresie dtugosci DNA wigzgcego histony w nukleosomie. Elektroforegram moczu widoczny na Ryc. 5
wskazuje, ze dominujgcy pik wystepujgcy przy okoto 160 pz jest szerszy i miesci sie w zakresie od 145 do 250 pz. Ponadto w przypadku
moczu w zakresie od 20 do 100 pz (na poziomie piku dolnego markera) wystepuje drugi pik wskazujgcy na obecnosc¢ frakcji ccfDNA
o0 wyzszym stopniu fragmentaciji. Ryc. 5 przedstawia réwniez duzg liczbe dtugich fragmentéw DNA o dtugosci od okoto 2 kpz. Duza ilos¢

fragmentow genomowego DNA tego typu jest czesto stwierdzana w probkach moczu, najprawdopodobniej ze wzgledu na uwalnianie
genomowego DNA z komdrek obecnych w moczu.
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Ryc. 4. Rozktad wielkosci ccfDNA obecnego w osoczu (profil uzyskany przy uzyciu aparatu Bioanalyzer). CcfDNA zostat wyizolowany z prébki osocza z dodatkiem
EDTA o objetosci 4 ml przy uzyciu zestawu QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit; 1 pl eluatu zostat poddany analizie przy uzyciu mikromacierzy Agilent High Sensitivity
DNA Chip. O$ x — wielko$¢ w parach zasad (pz); 0$ y — jednostki fluorescenciji (Fluorescence Unit, FU).
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Ryc. 5. Rozktad wielkosci ccfDNA obecnego w moczu (profil uzyskany przy uzyciu aparatu Bioanalyzer). CcfDNA zostat wyizolowany z prébki moczu o objetosci 4 ml
przy uzyciu zestawu QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit; 1 pl eluatu zostat poddany analizie przy uzyciu mikromacierzy Agilent High Sensitivity DNA Chip. O$ x —
wielko$¢ w parach zasad (pz); 0$ y — jednostki fluorescenciji (Fluorescence Unit, FU).
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Stabilnos¢ eluatu

Stabilnos¢ eluatu dla zestawu QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit zostata oceniona przy uzyciu ccfDNA wyizolowanego z ludzkiej
zbiorczej probki osocza z dodatkiem EDTA. Eluaty byty przechowywane w statywach elucji, w probéwkach o 2 r6znych formatach:
probowkach QIAGEN® EMTR (Elution Microtubes CL 96; nr kat. 19588) oraz 1.5 ml Eppendorf® LoBind® Snap Cap Safe-Lock. Eluaty
analizowano w powtorzeniach po 8. Stabilnos¢ DNA w eluatach zostata okreslona przy uzyciu wewnetrznego oznaczenia real-time PCR
ukierunkowanego na sekwencje kodujgcg czgsteczke 18S rybosomalnego RNA.

Na stabilnos$¢ eluatu przechowywanego w temperaturze 2—8°C nie miat wptywu czas przechowywania wynoszacy do jednego miesigca
ani format proboéwki, w ktérej byt przechowywany (Ryc. 6). Na stabilnos¢ DNA w probéwkach LoBind nie miato wptywu przechowywanie
w temperaturze od -15°C do -30°C, ktére obejmowato 3 cykle zamrazania-rozmrazania wykonane odpowiednio po 7 dniach, jednym
miesigcu oraz dwoch miesigcach przechowywania (Ryc. 7).

OEMTR m ‘probéwki Eppendorf LoBind
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Ryc. 6. Stabilnos¢ ccfDNA w eluatach przechowywanych w temperaturze 2-8°C w 2 formatach probowek. CcfDNA zostat wyizolowany z osocza z dodatkiem EDTA
przy uzyciu zestawu QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit, a nastepnie byt przechowywany w temperaturze 2—-8°C przez rézny czas (zastosowano rézne punkty czasowe
testu). Uzysk ccfDNA zostat oznaczony ilo$ciowo przy uzyciu wewnetrznego oznaczenia real-time PCR ukierunkowanego na sekwencje kodujgca czasteczke 18S. Wyniki
zostaty obliczone jako liczba kopii sekwencji docelowej na mililitr wejsciowej prébki osocza.
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Ryc. 7. Stabilnos¢ ccfDNA w eluatach przechowywanych w temperaturze od -15°C do -30°C, z uwzglednieniem 3 cykli zamrazania-rozmrazania. CcfDNA zostat
wyizolowany z osocza z dodatkiem EDTA przy uzyciu zestawu QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit, a nastepnie byt przechowywany w temperaturze od -15°C do -30°C
w probéwkach Eppendorf LoBind o pojemnosci 1,5 ml. Uzysk ccfDNA zostat okreslony wzgledem 3 punktéw czasowych testu oraz 3 cykli zamrazania-rozmrazania, przy
uzyciu tego samego eluatu. Uzysk ccfDNA zostat oznaczony ilosciowo przy uzyciu wewnetrznego oznaczenia real-time PCR ukierunkowanego na sekwencje kodujacg
czgsteczke 18S. Wyniki zostaty obliczone jako liczba kopii sekwencji docelowej na mililitr wej$ciowej probki osocza.
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Substancje zaktécajgce

Do prébek ludzkiego osocza i moczu dodano rézne potencjalne substancje zaktécajgce (patrz Tabela 3) w celu zbadania ich wptywu na
skutecznos¢ izolacji ccfDNA przy uzyciu zestawu QS DSP Circulating DNA Kit oraz na zgodnos¢ z wykonywanymi nastepnie
standardowymi dalszymi procedurami analitycznymi. Eluaty zostaty przeanalizowane przy uzyciu wewnetrznego oznaczenia real-time
PCR ukierunkowanego na sekwencje kodujgcg czasteczke 18S oraz wysokoczutego oznaczenia dsDNA we fluorometrze Qubit®
Fluorometer.

Tabela 3. Stezenia wykorzystywane w badaniu wptywu potencjalnych substancji zaktécajacych

Substancje zakiécajace Osocze Mocz
Bilirubina 200 mg/litr* 200 mg/litr*
Hemoglobina 2 gllitr!

BSA i gamma-globulina do 120 gllitr* 1 gllitrt
Trojglicerydy 5 gllitr*

Glukoza 10 g/litr* 10 g/litr*
Krew - 1%

pH - pH 4 i pH 9f

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

Nie stwierdzono, aby jakakolwiek substancja wymieniona w Tabeli 3 wykazywata wptyw zaktécajacy. Wyjatek stanowity probki osocza

0 wysokim stezeniu gamma-globuliny (>30 g/litr), ktéra moze spowodowac obnizenie odzysku wolnokragzgcego DNA.

Uwaga: Testy zostaty przeprowadzone w ramach standardowych dalszych procedur analitycznych w celu oceny jakosci wyizolowanych
kwasow nukleinowych. Rézne dalsze procedury analityczne mogg jednak by¢ odmienne pod wzgledem wymagan dotyczacych czystosci
materiatu (tj. braku potencjalnych substancji zaktdcajacych), dlatego sposéb identyfikacji i badania réznych substancji zakidcajacych
musi roéwniez zosta¢ ustalony jako czes¢ procesu opracowywania konkretnych dalszych procedur analitycznych dla jakiegokolwiek
przebiegu pracy uwzgledniajgcego uzycie zestawu QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit.

Zanieczyszczenie krzyzowe

Zbadano ryzyko wystgpienia zanieczyszczenia krzyzowego podczas uzywania systemu QIAsymphony DSP Circulating DNA. Na
potrzeby badania wykonano trzy testy, kazdy przy uzyciu 96 prébek i aparatu QIAsymphony SP. Probki o réznym statusie byty testowane
w ramach jednej partii, w ktérej uktadano je naprzemiennie (naprzemiennie utozone prébki pozytywne i negatywne). Prébki osocza
pobranego od kobiet (probki negatywne) oraz prébki pobranego od kobiet osocza, do ktérych dodano pociete fragmenty meskiego gDNA
w stezeniu 1,0E+05 kopii genu SRY1 na mililitr osocza (probki pozytywne), zostaty uzyte w systemie modelowym. Probki przygotowano
przy uzyciu protokotu dla probek o objetosci 4 ml, ktéry obejmuje dwa oddzielne transfery prébek o objetosci 2 ml. Ryzyko wystgpienia
potencjalnego zanieczyszczenia negatywnych probek osocza pobranego od kobiet podczas procesu izolacji zostato ocenione poprzez
wykonanie analizy uzyskanych eluatow przy uzyciu reakcji real-time PCR ukierunkowanej na gen SRY1 swoisty dla chromosomu Y.
Nie wykryto zanieczyszczenia krzyzowego spowodowanego przeniesieniem miedzy prébkami, miedzy partiami oraz miedzy cyklami
przetwarzania.
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Zgodnos¢ z réznymi dalszymi procedurami analitycznymi

Standardowe dalsze procedury analityczne byly wykorzystywane podczas opracowywania zestawu QIAsymphony DSP Circulating DNA
Kit w celu wykazania zgodnosci wyizolowanych kwaséw nukleinowych z szeregiem roznych technologii stosowanych w tych
procedurach, w tym reakcji real-time PCR (patrz Ryc. 1, Ryc. 2, Ryc. 3, Ryc. 6 i Ryc. 7), fluorometrii przy uzyciu aparatu Qubit Fluorometer
(oznaczenie biatka oraz wysoko czute oznaczenie dsDNA), tworzenia bibliotek (patrz Ryc. 8) oraz sekwencjonowania nowej generaciji
(Next Generation Sequencing, NGS).

Elektroforegram na Ryc. 8 przedstawia przyktad udanej ligacji do adaptera i pdzniejszej amplifikacji ccfDNA. Obok wyraznego piku przy
300 pz dla nukleosomalnego ccfDNA (okoto 165 pz plus po okoto 70 pz dla poszczegdlinych adapteréw) widoczny jest rowniez
dinukleosomalny pik przy okoto 470 pz.
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Ryc. 8. Biblioteka DNA dla ccfDNA (jednego dawcy) wyizolowanego przy uzyciu zestawu QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit. CcfDNA zostat wyizolowany
z osocza pobranego do probdwek firmy Streck przy uzyciu protokotu dla prébek o objetosci 4 ml. Uzyskane 35 pl eluatu zostato nastepnie przeniesione do zestawu
NEBNext® Ultra DNA Library Prep Kit (Biolabs). Po amplifikacji i oczyszczeniu materiatu przy uzyciu produktu AMPure XP 1 ul eluatu zostat przeanalizowany przy uzyciu
zestawu Agilent 7500 DNA Kit.
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Symbole

Ponizsze symbole znajdujg sie w instrukcji uzycia lub na opakowaniu i etykietach:

Symbol Definicja symbolu

Zawiera odczynniki wystarczajgce do wykonania <N>
reakcji

A
b
\"

Termin waznosci

Ten produkt spetnia wymogi rozporzgadzenia europejskiego
2017/746 w sprawie wyrobéw medycznych do diagnostyki
in vitro.

AR

V| Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro
Numer katalogowy

LO Numer serii

Numer materiatu (tj. oznaczenie sktadnika)
Sktadniki

Zawiera

Numer

GTIN Globalny numer jednostki handlowe;j

R oznacza wydanie Instrukcji uzycia, an to numer
wydania

Zakres temperatury

Producent

Zapoznac sie z instrukcjg uzycia

Ostrzezenie/przestroga

§> HIRT T EEEEE

P Proteinaza K

=

Numer dotka (tj. dotek kasety z odczynnikami)

0
>
3

Kaseta z odczynnikami

Sodium azide Azydek sodu
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Symbol Definicja symbolu

E'|'OH Etanol

UDI Niepowtarzalny identyfikator wyrobu

QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit — Instrukcja uzycia (Parametry skutecznosci) 06/2022



Historia zmian

Wydanie Opis

R1, czerwiec 2022 r. Wersja 2, wydanie 1

e W ramach wersji 2 zaktualizowano tre$¢ w celu zapewnienia zgodnosci
z rozporzgdzeniem IVDR

e W czesciach dotyczacych substancji zakidcajgcych, zanieczyszczenia
krzyzowego oraz zgodnosci dodano informacje na temat dalszych procedur
analitycznych.

Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczgce wytgczenia odpowiedzialnosci dla poszczegdlnych produktéw znajdujg sie w odpowiedniej
instrukcji obstugi lub podreczniku uzytkownika zestawu firmy QIAGEN. Instrukcje obstugi i podreczniki uzytkownika zestawéw QIAGEN
sg dostepne pod adresem www.qgiagen.com. Mozna je takze zaméwi¢ w serwisie technicznym lub u lokalnego dystrybutora firmy
QIAGEN.

Znaki towarowe: 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 lub podmioty zalezne). Zastrzezonych nazw, znakéw towarowych itd. wykorzystywanych w niniejszym dokumencie, nawet jezeli nie zostaly wyraznie oznaczone jako zastrzezone, nie nalezy
uznawag za niechronione przepisami prawa.

HB-3034-D01-001 © 2022 QIAGEN. Wszelkie prawa zastrzezone.
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Strona celowo pozostawiona pusta
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