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Johdanto

QIAsymphony DSP DNA Kit -sarjat on tarkoitettu kéytettavéksi vain yhdessé QlAsymphony SP -laitteen kanssa.

QlAsymphony DSP DNA Mini Kit -sarjat siscltavat reagensseja automaattiseen kokonaissDNA:n puhdistukseen ihmisen kokoverestd, buffy
coat -kerroksesta, kudoksista ja formaliinilla kiinnitetyistd, parafiiniin upotetuista kudosndaytteistd (Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded, FFPE)
sekd virusten DNA:n puhdistamiseen ihmisen kokoverestd. QIAsymphony DSP DNA Midi Kit -sarjat sisaltévét reagensseja automaattiseen
kokonais-DNA:n puhdistamiseen ihmisen kokoverestd ja buffy coat -kerroksesta. Kaikkien ndytteenottoputkien tai kudostyyppien

suorituskykyominaisuuksia ei kuitenkaan ole méaaritetty, ja kayttdjan taytyy validoida ne.

Magneettisia hivkkasia hyddyntava tekniikka mahdollistaa korkealaatuisen nukleiinihappojen puhdistamisen, kun nukleiinihapoissa ei ole
proteiineja, nukleaaseja tai muita epdpuhtauksia. Puhdistetut nukleiinihapot ovat valmiita kaytettaviksi suoraan mydhemmissa sovelluksissa,
kuten monistusreaktioissa (PCR). QIAsymphony SP suorittaa kaikki puhdistustoimenpiteen vaiheet. Enintéddn 96 néytettc 24 ndytteen erissa

kasitellaan yhdessa ajossa.

Seuraavassa on esitetty valikoituja suorituskykytietoja eri kayttdsovelluksista.

QIAsymphony DSP DNA Kit -sarjan kéyttdohije (suorituskykyominaisuudet)  06/2022 2



Suorituskykyominaisuudet

Huomautus: Suorituskykyominaisuudet riippuvat paljolti useista tekijoista ja liittyvat tiettyyn mydhempadn kayttdsovellukseen. Ne on
madritetty QlAsymphony DSP DNA Mini- ja Midi Kit -sarjoille yhdessd esimerkinomaisten mydhempien kayttésovellusten kanssa.
Nukleiinihappojen eristamisen menetelmid biologisista néytteistd kaytetdan kuitenkin alkuvaiheena useille mydhemmille kéyttdsovelluksille.
Suorituskykyparametrit, kuten ristikontaminaatio tai ajon tarkkuus, on mddritettava sellaiselle tydnkululle osana  mydhempad

kayttosovelluksen kehitystd. Siksi on kayttajén vastuulla validoida koko tyénkulku ja madarittaa sopivat suorituskykyparametrit.
Perussuorituskyky ja yhteensopivuus erilaisten mydhempien kayttdsovellusten kanssa

DNA, veri ja buffy coat

DNA:n tuotto

QIAsymphony DSP DNA Mini Kit -sarjan perussuorituskyky arvioitiin kéyttamalla eri ndytteenottoputkia ja antikoagulantteja seké tuoretta ja
pakastettua ihmisen kokoverta. Kokoverta ofettiin kolmelta terveelta luovuttajalta (valkosolumaara [WBC] 4,0-11,0 x 10¢ solua/ml)
kolmeen erityyppiseen putkeen: EDTA, 10 ml BD™ Vacutainer® 16 x 100 mm (K2-EDTA); sitraatti, 2,7 ml Sarstedt® S-Monovette® 9NC
-putki 13 x 75 mm (sitraatti); hepariini, 7,5 ml Sarstedt S-Monovette 15 x 92 mm (Li-Heparin). Veri kaytettiin joko tuoreena (silytettynd
2-8 °C:ssa) tai pakastettuna (s@ilytettynd 20 °C:ssa). Genominen DNA puhdistettiin 200 pl:n néytteistd 4 replikaatilla luovuttajaa ja putken
tyyppid kohti kayttamalla QlAsymphony DSP DNA Mini Kit -sarjaa ja 200 DSP -protokollaa seké eluutiotilavuutta 200 pl. DNA:n tuotto ja

puhtaus madritettiin spektroskooppianalyysilla (kuva 1).
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Kuva 1. DNA:n tuotto ja puhtaus kéytettdessé eri néytteenottoputkia ja antikoagulantteja sekd tuoretta ja pakastettua ihmisen kokoverta. A DNA:n tuotto, palkit esittévét
absoluuttisen DNA:n tuoton seké keskihajonnan. B DNA:n puhtaus, palkit esittévét DNA:n puhtauden seké keskihajonnan.
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DNA:n eheys

Pitkén alueen PCR-tuotteet (5 kb) monistettiin LongRange PCR -madarityksella (kuva 2).

¢
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Kuva 2. DNA:n eheys testattuna pitkdn alueen PCR:llé. M, QIAGEN GelPilot 1 kb Plus Ladder. A Kokoveri oli peréiisin 4 terveelté luovuttajalta (D) BD K2E -putkissa. Pitkéin alueen PCR:8&
varten genominen DNA puhdistettiin 200 pl:n alikvooteista kolmena kappaleena kayttéméllé QlAsymphony DSP DNA Mini Kit sarjaa ja veren 200 DSP -protokollaa seké eluutiotilavuutta
200 pl. D1 = lvovuttaja 1, D2 = luovutiaja 2, D3 = luovuttaja 3 ja D4 = luovutiaja 4. B Kokoveri oli perdisin 3 terveeltd luovuttajalia BD K2E -putkissa ja buffy coat valmisteltiin. Genominen
DNA puhdistettiin 200 pl:n alikvooteista kuutena kappaleena kayttémalla QlAsymphony DSP DNA Mini Kit -sarjaa ja buffy coat kerroksen 200 DSP -protokollaa seké eluutiotilavuutta

200 pl. D1 = luovuttaja 1, D2 = luovutiaja 2 ja D3 = luovutiaja 3. € Konfrollit: PC = positiivinen kontrolli ja NC, negatiivinen kontrolli.

DNA:n tuoton korrelaatio valkosolumadraan

QlAsymphony DSP DNA Blood- ja Buffy Coat -sovellusten suorituskyky arvioitiin kayttamélla veri- ja buffy coat -néytteitd, joissa oli kuusi
erilaista valkosolumaarad kullekin naytetyypille. Kokoveren osalta valkosolumaarét olivat 4 x 10 solua/ml - 11,6 x 10° solua/ml ja buffy
coat -ndytteen osalta maarat olivat 2,2 x 107 solua/ml — 5,6 x 107 solua/ml. DNA:n tuotot mddritettiin spektroskopia-analyysilla ja niita

verrattiin valkosolumaaraan (kuva 3).
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Kuva 3. DNA:n tuoton korrelaatio valkosolumadrdén. A Genominen DNA puhdistettiin 1 ml:n ihmisen kokoveringytteisté kaytémalla QlAsymphony DSP DNA Midi Kit -sarjaa ja
veren 1000 DSP -protokollaa sekd eluutiotilavuutta 500 pl. Palkit esittévat absoluuttisen DNA:n tuoton ja keskihajonnan. B Genominen DNA puhdistettiin 400 pl:n buffy coat
-naytteista kayttamalla QlAsymphony DSP DNA Midi Kit -sarjaa ja buffy coat -kerroksen 400 DSP -protokollaa seka eluutiotilavuutta 400 pl. Palkit esittévét absoluuttisen DNA:n
tuoton ja keskihajonnan.

Virusveri

Osumatarkkuustutkimukset tehtiin laimentamalla esikvantifioitt CMV. WHO -vakiomateriaali CMV-negatiivisella ihmisen kokoverelld.

Havaitsemisaste 100 % havaittiin néytteissd, joiden viruskuorma oli 90 IU CMV:ta / ml (taulukko 1).

Taulukko 1. QlAsymphony DSP Virus Blood -sovelluksen herkkyys

CMV (IU/ml) Replikaatit Osumat Osumat (%)
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
[¢) 21 5 23,81
2 21 2 9,52
0 15 0 0,00

lhmisen kokoveri keréttiin 1 terveeltd CMV-negatiiviselta luovuttajalta BD K2E -putkeen ja siihen lisattiin CMV WHO -vakiomateriaalia kéyttémalla eri tittereitd. Viruksen DNA
puhdistettiin kayttamalla QlAsymphony DSP DNA Mini Kit -sarjaa ja virusveren 200 DSP -protokollaa seka eluutiotilavuutta 60 pl. Eluaatit analysoitiin CMV:n reaaliaikaisella
PCR-méarityksella.
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Kudos ja FFPE-kudos
DNA:n tuotto

QIAsymphony DSP DNA FFPE-kudossovelluksen suorituskyky arvioitiin kéyttamalla kuutta replikaattia 1-4, 10 ym:n, FFPE-sektioista dskettdin
leikatusta ihmisen pernasta. DNA eristettiin QlAsymphony DSP DNA Mini Kit -sarjalla kudoksen vahaisen sisallén DSP-protokollan avulla.

Depardfinointi ja lyysaus tehtiin ksyleeni-/etanoliesikésittelylld. DNA eluoitiin 50 pl:aan eluutiopuskuria ja DNA:n tuotto madritettiin

spektroskopia-analyysilla (kuva 4).
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Kuva 4. DNA:n tuoton korrelaatio FFPE-kudossektioiden mééradn. Kuusi 1-4, 10 pm:n, FFPE-kudossektion (ihmisen pernasta) replikaattia deparafinoitiin ksyleeni-
/etanoliesikasittelylld. DNA eristettiin QlAsymphony SP -laitteella QIAsymphony DSP DNA Mini Kit -sarjalla kudoksen véhéisen siséllén DSP-protokollan avulla kéyttamalla

eluutiotilavuutta 50 pl.

Biomarkkereiden mutaatiotilan analyysi realtime PCR:llg

Biomarkkereiden mutaatiotilan analyysi tehtiin kayttdmalla ihmisen koolonista tehdyisté FFPE-sektioista eristettyd DNA:ta ja ihmisen

keuhkokudosnaytteista eristettyd DNA:ta.

DNA:n eristamisessd FFPE-kudosnaytteista naytteiden valmisteluun kaytettiin 3 x 10 pm:n sektiota ihmisen koolonista. DNA:n eristys tehtiin
kayttémalla Deparaffinization Solution -livosta esikasittelyyn ja kudoksen pienen sisalldn DSP-protokollaa yhdessa 100 pl:n eluutiotilavuuden
kanssa. KRAS-biomarkkerin mutaatioanalyysi tehtiin kayttamalla reaaliaikaista PCR-maaritysta KRAS:n tunnistamiseen madrityksen kasikirjan
mukaisesti. Kontrollim&arityksen Cr-arvot olivat mé&dritetylld alueella ja mutaation havaitsemisanalyysi paljasti aminohapon substituution

kodonissa 12, minkd osoitti ACr-arvo 4,17, joka on alle madritetyn raja-arvon 8 12SER-mutaation havaitsemisessa (taulukko 2).
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Taulukko 2. FFPE-kudoksen KRAS-biomarkkerin mutaatioanalyysin tulokset

Néyte Reaktio Cr-tavoite Sisdisen kontrollin Cr ACH
Malliton kontrolli Kontrolli 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 -
Standardi Kontrolli 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-kudos (ihmisen koolon) Kontrolli 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 -

* ACr = M Ci - C Cy, missd M = mutaatio ja C = kontrolli; n.d. = ei havaittu.

DNA:n eristdmisessa pakastetuista kudosndytteista kaytettiin 25 mg ihmisen keuhkokudosta néytteen valmisteluun seké kudoksen runsaan
sisallén DSP-protokollaa ja eluutiofilavuutta 200 pl. EGFR-biomarkkerin mutaatioanalyysi tehtiin kayttamalla reaaliaikaista PCR-maaritysta
EGFR:lle. Kontrollin ja mutaation havaitsemisen analyysi tehtiin maarityksen késikirjan kuvauksen mukaisesti. Tulokset paljastivat deleetion

EGFR-geenissd, minkd osoitti ACr-arvo 2,47, joka on alle madritetyn mutaationtunnistusrajan 12 (taulukko 3).
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Taulukko 3. Pakastetun kudoksen EGFR-biomarkkerin mutaatioanalyysin tulokset

Néyte Reaktio Cr-tavoite Sisdisen kontrollin Cr ACH
Malliton kontrolli Kontrolli 0,00 31,71 -
T790M 0,00 32,36 -
Deleetiot 0,00 31,75 -
L858R 0,00 32,05 -
1861Q 0,00 31,77 -
G719X 0,00 31,68 -
S768l 0,00 32,25 -
Ins 0,00 31,84 -
Standardi Kontrolli 28,78 31,05 -
T790M 30,08 31,13 1,30
Deleetiot 28,23 31,19 0,55
L858R 27,58 30,83 -1,20
1861Q 27,80 30,86 0,98
G719X 27,80 30,90 0,98
S768l 29,28 31,41 0,50
Ins 28,00 31,64 0,78
Kudos (ihmisen keuhko) Kontrolli 25,76 31,23 -
T790M n.d. 31,99 -
Deleetiot 28,23 30,99 2,47
L858R n.d. 31,33 -
L861Q n.d. 31,98 -
G719X n.d. 32,06 -
S768l n.d. 31,88 -
Ins n.d. 31,62 -

* ACr =M Cr - C Cy, missd M = mutaatio ja C = kontrolli; n.d. = ei havaittu.

Toistettavuus ja uusittavuus
DNA-veri

DNA:n eristys tehtiin kayttamalla veren 200 DSP -protokollaa ja eluutiotilavuutta 200 pl. Toistettavuus arvioitiin niin, eftd yksi kayttaja teki

kolme erillista ajoa (96 naytetta kussakin) kolmena eri paivang, ja jokainen ajo koostui 4 erdsta ja 24 naytteestda (faulukot 4 ja 5).

Uusittavuus arvioitiin niin, ettd kolme kayttajaa teki kolme erillisté ajoa (96 ndytettd kussakin) kolmena eri péivandg eri QIAsymphony SP

aitteilla, ja jokainen ajo koostui 4 erdstd ja 24 néytteestd (taulukot 6 ja 7).
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Taulukko 4. Toistettavuusarvion tulokset

Keskimaardinen DNA:n

Ajo Erd n tuotto (pg) SD cv
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 24 517 0,30 5,84
2 24 4,90 0,15 3,14
8 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
Yhteensd = 288 4,96 = -
n = replikaattien maard; SD = keskihajonta; CV = variaatiokerroin.
Taulukko 5. Toistettavuusarvion tarkkuustiedot
SD cv
Erdstd erddn saman ajon sisélla 0,25 4,95
Toisteftavuustarkkuus yhteensa 0,26 518
SD, keskihajonta; CV, variaatiokerroin.
Taulukko 6. Uusittavuusarvion tulokset
. .. Keskimadrdinen DNA:n
Ajo Eré n uotto (g) SD cv
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 24 541 0,18 3,34
4 24 5,49 0,17 3,16
Yhteensd = 288 5,38 = =
n = replikaattien maard; SD = keskihajonta; CV = variaatiokerroin.
Taulukko 7. Uusittavuusarvion tarkkuustiedot
SD cv
Erdsta eradn saman ajon sisalla 0,25 4,73
Toistettavuustarkkuus yhteensd 0,38 7,03
SD, keskihajonta; CV, variaatiokerroin.
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Vertailtava suorituskyky
DNA-veri

QIAsymphony DSP DNA verestd -jdrjestelmén suorituskyky analysoitiin vertaamalla EZ1® DSP DNA verestd -jdrjestelmdd ja QlAamp® DNA
Blood Mini Kit -oppaan valmistelutoimenpidettd. DNA puhdistettiin eri verindytteistd ja DNA:n tuotto analysoitiin (kuva 5).
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Kuva 5. DNA:n tuottojen vertailu veren DNA:n eri puhdistusjdrjestelmien valilla. Kokoveri oli perdisin 5 terveeltd luovuttajalta BD K2E -putkissa. Kaikissa menetelmissé kéytettiin
200 pl:n naytteen aloitustilavuuksia ja 200 pl:n eluutiotilavuuksia. QS = QlAsymphony DSP DNA Mini Kit ja veren 200 DSP -protokolla; EZ1 = EZ1 Advanced XL kayttamalla
EZ1 DSP DNA Blood Kit -sarjaa; QA = QlAamp DNA Blood Mini Kit. Palkit esittavat absoluuttisen DNA:n tuoton per néyte.

Kudos ja FFPE-kudos

QIAsymphony DSP DNA Mini Kit -sarjan suorituskyky@ verrattiin manuaalisen QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit -sarjan ja QlAamp DSP
DNA Mini Kit -sarjan suorituskykyyn kéyttémallé FFPE-kudosta ja tuoretta ja pakastettua kudosta néytemateriaalina. Manuaaliset ja
automaattiset ndytteen valmistelut sekd DNA:n tuoton kvantifiointi tehtiin  samanaikaisesti. DNA:n tuotto eristyksen jdlkeen
tuoreista/pakastetuista ja FFPEkésitellyista kudosnéytteistd QIAsymphony DSP DNA Mini Kit -sarjalla, QlAamp DSP DNA Mini Kit (kudos)
-sarjalla ja QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (FFPE-kudos) -sarjalla on esitetty kuvassa 6.
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Kuva 6. DNA:n eristiminen kudosndytteisté ja FFPE-kudosndytteistd. Tuoreen/pakastetun kudoksen osalta ihmisen keuhko- ja koolonkudoksen néytieet leikattiin 6 x 25 mg:n palaksi.
Néytteen valmistelussa kéytettiin kolme palaa kutakin kudostyyppia kaytiimalla QlAsymphony SP Haitefta ja kudoksen runsaan siséllén DSP-protokollaa. Jalielle jGéneiden naytieiden DNA:n
eristdminen tehtiin kdyttimélld QlAamp DSP DNA Mini Kit -sarjaa. DNA eluoifiin 200 pl:aan ja DNA:n tuotto mdéritettiin spekiroskopia-analyysillé. FFPE-kudoksen DNA:n eristéimiseen
valmisteltiin 12 replikaattia, joissa oli 3 x 10 pm:n FFPEkudossekfiota ihmisen eri elimistd. Kuutta ndytettd kdytettiin ndytieen valmistelussa kéyttamélla QIAsymphony SP -aitetta ja
Deparaffinization Solution -esikdsittelyd ja kudoksen vahdisen siséllon DSP-protokollaa. Jéljelle jécneiden néytteiden DNA:n eristéiminen tehtiin kéyttéméills QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit
-sarjaa. DNA eluoitiin 50 pl:aan ja DNA:n tuotto mdadritettiin spekiroskopia-analyysilld. Palkit esittévat absoluuttisen DNA:n tuoton ja keskihajonnan.
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Naytteiden syéttéalue / eluaatin tuottoalue

DNA-veri

DNA:n verisovelluksen eri ndytteen syéttdaluetta ja eluaatin tuottoaluetta verrattiin kéyttdamalla néytteitd luovuttaijilta, joiden valkosoluméaéra
vaihteli valilla 5,0-8,0 x 10¢ solua/ml.

Kokoveri oli perdisin 8 terveeltd luovuttajalta BD K2E -putkissa. DNA puhdistettiin kuudesta replikaatista, jokaisessa kaytetiin QlAsymphony
DSP DNA Mini/Midi Kit -sarjaa ja DNA blood 200 DSP -protokollaa seké 200 pl:n eluutiotilavuutta, DNA blood 400 DSP -protokollaa ja
400 pl:n eluutiotilavuutta sekd DNA blood 1000 DSP -protokollaa ja 500 pl:n eluutiotilavuutta (kuva 7).

45  DNA Blood 200 - 200ul:n eluutio

I
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DNA Blood 1000 - 500ul:n eluutio

<
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Kuva 7. Veren DNA-puhdistusjérjestelmien néytteen eri léhtémédrén ja eluutiotilavuuden vertailu. Kokoveri oli perdisin 8 terveeltd luovuttajalta BD K2E -putkissa. DNA:n eristys
tehtiin kayttamélld DNA blood 200 -protokollaa ja 200 pl:n eluutiotilavuutta, DNA blood 400 -protokollaa ja 400 pl:n eluutiotilavuutta seké DNA blood 1000 -protokollaa ja
500 pl:n eluutiotilavuutta. DNA:n tuotto médritettiin spektroskopia-analyysillé. Palkit esittévét absoluuttisen DNA:n tuoton (keskiarvon ja keskihajonnan) luovuttajakohtaisesti.

Virusveri

Kokoverindytteet kerdttiin kolmelta terveeltd luovuttajalta, joiden valkosolumédrd vaihteli vélilla 4,0-11,0 x 10¢ solua/ml, BD K2E -putkiin
ja niihin lisattin CMV-vakiomateriaalia (titteri 3,7 log kopiota/ml). Viruksen DNA puhdistettiin 7 replikaatista, kaikki kayttamalla
QIAsymphony DSP DNA Mini Kit -sarjaa ja virusveren 200 DSP -protokollaa seka nelj@a eri eluutiotilavuutta (kuva 8).
Keskimédrin log kopiota/ml
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Kuva 8. Viruksen DNA:n kvantifioinnin vertailu eri eluutiofilavuuksissa. Kunkin néytteen eluaatit ja eluutiotilavuudet (60 pl, 85 pl, 110 pl ja 165 pl) analysoitiin CMV:n
reaaliaikaisella PCR-mddritykselld. Punainen viiva esittéd tavoitetitterid ja palkit esittévét keskiméédréisen log-kopiomdaran millilitraa kohti seké keskihajonnan.
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Eluaatin vakaus

Huomautus: Eluaatin vakaus riippuu paljolti erilaisista tekijoista ja liittyy kyseiseen mydhempadn kayttotarkoitukseen. Ne on maaritetty
QIAsymphony DSP Mini- ja Midi Kit -sarjoille yhdessa esimerkinomaisten mydhempien kayttdsovellusten kanssa. On kayttajan vastuulla
katsoa kayttoohjeista tietoa laboratoriossa kaytettavasta kyseisestd mychemmasta kayttotarkoituksesta ja/tai validoida koko tydnkulku

sopivien sdilytysolosuhteiden mé&drittamiseksi.

DNA, veri ja buffy coat

DNA-verisovelluksen eluaatin vakaus testattiin kayttamalla eluaatteja QS-ajoista, jotka tehtiin DNA Blood 200 -protokollalla ja 200 pl:n
eluutiotilavuudella ja DNA Blood 1000 -protokollalla ja 500 pl:n eluutiotilavuudella. Eluaatteja sailytettiin 2 ml:n Sarstedt Tube -putkissa
huoneenldmmassd, 2-8 °C:ssa, =20 °C:ssa ja =80 °C:ssa. DNA:n tuotto ja puhtaus mé&aritettiin spekiroskopia-analyysilld. DNA:n eheys

analysoitiin geelielektroforeesilla ja LongRange PCR -madrityksella (kuva 9).

TTP: 10years at -80°C
blood 200pl blood 1000p!

endpoint | freeze/thaw endpaint | freezelthaw [ controls |
I - M

Kuva 9. DNA-veren eluaatin vakaus. DNA puhdistettiin kéyttamallé DNA Blood 200 pl- ja 1000 pl -protokollia. Eluaatteja on sdilytetty =80 °C:ssa 2 ml:n Sarstedt Tube -putkissa.
Nelja replikaattia analysoitiin. DNA:n eheys testattiin pitkdn alueen PCR:lla. Kuvat esittavat tulokset 10 vuoden sdilytyksen jalkeen. M, QIAGEN GelPilot 1 kb Plus Ladder.

Eluaatin vakautta buffy coat -sovelluksessa testattiin kéyttamalla eluaatteja QS-ajoista, jotka tehtiin BC 400 pl -protokollalla ja 200 pl:n
eluutiotilavuudella. Eluaatteja sailytettiin 2 ml:n Sarstedt Tube -putkissa ja eluution mikroputkitelineissé huoneenlamméssa, 2-8 °C:ssa,
-20 °C:ssa ja -80 °C:ssa. Lisdksi eluaatit altistettiin pakastus-/sulatustestaukselle enintadn kolmessa jaksossa (kuva 10). DNA:n tuotto ja
puhtaus mddritettiin spekiroskooppianalyysillé. DNA:n eheys analysoitiin geelielektroforeesilla ja LongRange PCR -méadrityksellé (50 pl:n

reaktio).

Buffy coat

m-80°C

DNA:n tuotto (ug)
(42
o

1.cycle 2.cycle 3.cycle
Pakastus-sulatusjakso
Kuva 10. Eluaatin pakastus-sulatusjaksot buffy coat -kerroksen osalta. DNA puhdistettiin kéyttémdllé DNA BC 400 pl -protokollaa. Buffy coat generoitiin EDTA-verestd.
Eluaatteja on sdilytetty 2 ml:n Sarstedt Tube -putkissa. DNA:n tuotto mé&dritettiin testausajankohdissa kéyttdmallé samaa eluaattia kolmessa pakastus-sulatusjaksossa. DNA:n
tuotto madritettiin spektroskopia-analyysilla. Palkit esittévat absoluuttisen DNA:n tuoton (keskiarvon ja keskihajonnan).
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Virusveri

Eluaatin vakautta virusverisovelluksessa testattiin kéyttémalla eluaatteja QS-ajoista, jotka tehtiin Virus Blood 200 -protokollalla ja 60 pl:n
eluutiotilavuudella. K2 EDTA -verta, johon oli lisatty kaupallista CMV-standardia (titteri 2,7 log kopiota/ml), kaytettiin ndytemateriaalina.
Eluaatteja sailytettiin 2 ml:n Sarstedt Tube -putkissa 2-8 °C:ssa, -20 °C:ssa ja —-80 °C:ssa. Eluaatit analysoitiin kayttamalla CMV:n

reaaliaikaista madritysta (kuva 11). Seuraavassa on esitetty useiden testausajankohtien tulokset.

Virusveri
22-8°C m-20°C m-80°C
T 35
=
2 30
=< 55 | I
"
—o 2,0 4
f‘s 1,0 #
< 05
3 oo | : ‘ ‘
7 vrk 4 kuukautta 8 kuukautta 12 kuukautta
Testausajankohta

Kuva 11. Eluaatin vakaus virusverisovelluksessa. EDTA-verindytteet, joihin oli lisétty kaupallista CMV-standardia, puhdistettiin Virus Blood 200 -protokollalla. Eluaatteja on
sdilytetty useissa lampétiloissa eluutiomikroputkitelineissé ja 2 ml:n Sarstedt Tube -putkissa. Testausajankohtaa kohden analysoitiin neljé replikaattia. Palkit esittévat CMV-titterin
(keskimaardisen log-arvon ja keskihajonnan).

Kudos

Eluaatin vakautta kudossovelluksessa testattiin kayttamalla Tissue HC 200 pl -protokollaa ja 200 pl:n eluutiotilavuutta. Tuoretta naudan
maksaa kaytettiin ndytemateriaalina. Eluaatteja sdilytettiin 2 ml:n Sarstedt Tube -putkissa ja eluution mikroputkitelineissa huoneenlammadssa,
2-8 °C:ssa, =20 °C:ssa ja 80 °C:ssa. DNA:n tuotto ja puhtaus méadritettiin spektroskopia-analyysilla (Kuva 12). DNA:n eheys analysoitiin

geelielektroforeesilla.

Kudos
40

W W
o o
]
—

n tuotto (ug)
8 9

DNA:
o o

(4]

0 vrk 14 vrk 3 vuotta 5 vuotta 10 vuotta
huoneenlémméssé  huoneenlamméssa 2-8 °C:ssa -20 °C:ssa -80 °C:ssa
Testausajankohta/lémpétila
Kuva 12. Eluaatin vakaus kudoksen osalta. DNA puhdistettiin kéyttamdalld DNA Tissue HC -protokollaa ja 200 pl:n eluutiotilavuutta. Tuoretta naudan maksaa kéytettiin
ndytemateriaalina. Eluaatteja on sdilytetty useissa lampétiloissa eluutiomikroputkitelineissd ja 2 ml:n Sarstedt Tube -putkissa. Testausajankohtaa kohden analysoitiin neljé
replikaattia. DNA:n tuotto mddritettiin spekiroskopia-analyysilla. Palkit esittavat absoluuttisen DNA:n tuoton (keskiarvon ja keskihajonnan).
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FFPE-kudos

Eluaatin vakautta FFPE-kudossovelluksessa testattiin kayttamalla Tissue LC 200 pl -protokollaa ja 100 pl:n eluutiotilavuutta. Kaupallista
ihmisen FFPE-kudosta kaytettiin ndytemateriaalina. Eluaatteja sdilytettiin 2 ml:n Sarstedt Tube -putkissa ja eluution mikroputkitelineissa
huoneenlammassa, 2-8 °C:ssa, =20 °C:ssa ja =80 °C:ssa. Eluaatit analysoitiin talon sisaisella ihmisen 8-plex PCR -madarityksella (kuva 13).

Seuraavassa on esitetty kahden testausajankohdan tulokset.

Ao
Y
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

[ s

s
e
e e — — — — g—

i — — —— — i S S D S —
——— — — — G S—

TTP 10 gears at 0°C
I 40 pluater

zontrolr

Kuva 13. FFPE-kudoksen eluaatin vakaus. DNA puhdistettiin kayttémélla DNA Tissue LC -protokollaa. Kaupallista FFPE-kudosta kdytettiin néytemateriaalina. Eluaatteja on séilytetty
useissa lampétiloissa eluutiomikroputkitelineissé ja 2 ml:n Sarstedt Tube -putkissa. Testausajankohtaa kohden analysoitiin neljé replikaattia. Eluaatit analysoitiin talon sisdiselld
ihmisen 8-plex PCR -médritykselld.
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Hairitsevat aineet

Kokoveressd mahdollisesti esiintyvien inhiboivien aineiden vaikutus DNA-verisovelluksen, virusverisovelluksen ja kudossovelluksen

suorituskyyn testattiin liséamalla seuraavia aineita:

Taulukko 8. Mahdollisesti héiritsevét aineet, jotka testattiin eri sovelluksissa

Hdiritsevét aineet Pitoisuus Veri Virusveri Kudos
Bilirubiini 200 mg/| N v v
Hemoglobiini 200 g/I \V vV

Triglyseridit 30 g/l N Vv V
Proteiini 120 g/I \V v v

Huomautus: "/ osoittaa, mitkd ndytemateriaalit testattiin asianomaisen mahdollisesti hairitsevéin aineen osalta.

Hemoglobiinin (200 g/|) ja proteiinin (120 g/I) osalta verindytteen olemassa olevat tasot madritettiin ja hemoglobiinia tai proteiinia lisattiin
indikoidun pitoisuuden saavuttamiseksi (200 tai 120 g/l). Bilirubiinin (200 mg/l) ja triglyseridien (30 g/I) osalta kunkin aineen

kokonaismaara lisattiin néytteisiin indikoidun pitoisuuden saavuttamiseksi.

Kudoksen osalta kunkin aineen kokonaismaaéra lisattiin suoraan lysaatteihin eiké bilirubiinin, triglyseridin tai proteiinipitoisuuden mé&aritysta
tehty kaytetylle kudosnaytteelle.

Kaikki mahdollisesti hairitsevat aineet (esim. ladkkeet) ja vastaava pitoisuus on erittdin riippuvainen mydhemmasta kayttdsovelluksesta ja
potilaan mahdollisista aiemmista lagkehoidoista, ja ne on tutkittava sellaisen mychemman kayttdsovelluksen varmistuksen yhteydessa
kéayttdmalla QlAsymphony DSP DNA Mini- ja Midi Kit -sarjoja.

Huomautus: Testaus tehtiin kayttamalla esimerkinomaisia mydhempia kayttosovelluksia eristettyjen nukleiinihappojen laadun arvioimiseen.
Erilaisilla myshemmilla kayttdsovelluksilla voi kuitenkin olla erilaiset vaatimukset puhtauden suhteen (ts. mahdollisesti hdiritsevien aineiden
puuttuminen tai pitoisuus) niin, eftd asianomaisten aineiden tunnistus ja tfestaus ja liittyvat pitoisuudet on myds mddritettdva osana

mydhemman kayttdsovelluksen kehitystd kaikissa tydnkuluissa, joissa kaytetadn QIAsymphony DSP Mini- ja Midi Kit -sarjoja.

Huomautus: Huomaa, ettd QlAsymphony DSP DNA Midi Kit -sarjan kehityksen aikana ei havaittu indikaatioita, eftd hepariinilla olisi
negatiivinen vaikutus suorituskykyyn. ISO 20186-2:2019(E) kuitenkin totetaa, ettd ndytteenottoputkien hepariini saattaa vaikuttaa
eristettyjen nukleiinihappojen puhtauteen ja mahdollinen siirtyminen eluaatteihin voi aiheuttaa inhibitioita joissakin mydhemmissa

kayttosovelluksissa. Siten on kayttdjan vastuulla validoida, onko hepariinilla negatiivinen vaikutus tydnkulkuun.
DNA, veri ja buffy coat

DNA-verisovelluksissa testaus tehtiin kayttdmalla DSP DNA 1000 -protokollaa, joka kattaa suurimman néytteiden |ahtétilavuuden,

kayttamalla 200 ja 500 pl:n eluutiotilavuuksia.

Eluaattien DNA:n tuotto ja puhtaus analysoitiin spekiroskopia-analyysilla. PCR-yhteensopivuus testattiin kéyttémalla realtime PCR:6& sekd

pddtepisteen PCR-madritysta.
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Mikaan taulukossa 9 luetelluista aineista ei ole hairitsevé; suuren pitoisuuden triglyseridejé (> 30 g/|) sisaltévat verindytteet voivat kuitenkin

aiheuttaa gDNA-tuoton pienenemisen.
Virus blood

Virusverikayttosovelluksessa testaus tehtiin kayttamalla DSP Virus Blood 200 -protokollaa ja 60 plin eluutiotilavuutta. CMV-negatiivisiin

verindytteisiin lisattiin 500 kopiota/ml (pieni pitoisuus) ja 1x10 E+04 kopiota/ml (suuri pitoisuus, kuva 14) kaupallista CMV-standardia.
Eluaatit analysoitiin CMV:n realtime PCR -madrityksella.

Mikaan taulukossa 9 luetelluista aineista ei ole hairitsevé; suuren pitoisuuden triglyserideja (> 30 g/|) sisaltévat verindytteet voivat kuitenkin

aiheuttaa viruksen DNA:n puhdistuksen heikkenemisen.

Keskimddrin log kopiota/ml

4,0

’

3,8 I

—
—i

3,6
3,4
3,2

3,0 T T T T T 1

Kuva 14. Inhiboivan aineen festi. Kokoverindytteet keréttiin yhdeltd terveeltd luovuttajalta BD K2E -putkiin ja niihin liséttiin CMV-vakiomateriaalia (titteri 4,0 log kopiota/ml). Viisi
ndytettd testattiin lisaémalléd mahdollisia inhibiittoreita ja viruksen DNA puhdistettiin kunkin néytteen neljéstd replikaatista kéyttamalla QIAsymphony DSP DNA Mini Kit sarjaa ja
virusveren 200 DSP -protokollaa seka eluutiotilavuutta 165 pl. Eluaatit analysoitin CMV:n reaaliaikaisella PCR-mé&aritykselld. Punainen viiva esittdd viitendytteiden madritettya
titteria. Viitendytteisiin ei lisatty inhiboivia aineita. Palkit esittavat keskimaaraista log-kopiomaarad/ml seké keskihajontaa.

Kudos
DNA-kudoksen (tuoreen ja pakastetun) osalta testaus tehtiin kayttamalla DSP DNA HC -protokollaa ja 200 pl:n eluutiotilavuutta.

Eluaattien DNA:n tuotto ja puhtaus analysoitiin spekiroskopia-analyysilla. PCR-yhteensopivuutta testattiin kéyttémalla realtime PCR

-madritysta.

Millgén taulukossa 9 luetelluista aineista ei ollut negatiivista vaikutusta ndytteen valmisteluun.
FFPE-kudos

FFPE-kudoksen osalta testaus tehtiin kayttémalla DSP DNA LC -protokollaa ja 50 pl:n eluutiotilavuutta.

Aineet (katso taulukko 9) lisattiin suoraan lysaattiin.
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Taulukko 9. Mahdollisesti héiritsevét aineet, jotka testattiin eri sovelluksissa

Hdiritsevat aineet Pitoisuus lysaatissa
Ksyleeni Enintdén 11 %
Etanoli Enintaan 11 %
Deparafinisaatiolivos Enintaén 11 %
Parafiini 0,1 pM:n pala

Eluaattien DNA:n tuotto ja puhtaus analysoitiin spekiroskopia-analyysilla. PCR-yhteensopivuus testattiin kayttamalla realtime PCR:Ga seka

talon sisdista ihmisen 8-plex PCR -madritystd.

Millgén taulukossa 9 luetelluista aineista ei ollut negatiivista vaikutusta néytteen valmisteluun.

Ristikontaminaatio

DNA-veri

QlAsymphony DNA-verikéyttosovelluksen ristikontaminaation riski analysoitiin suorittamalla nelié 96 néytteen ajoa QlAsymphony SP
laitteella vuorottaisilla shakkiruutuerilla (positiivisten ja negatiivisten naytteiden vuorottelu), minka keskeyttivat taysin negatiiviset erdt.
Miehen verta (jonka valkosoluméérd oli > 1,0 x 107 solua/ml) ja naisen verta (jonka valkosolumé&ara oli valilla 4,0 x 106 — 9 x 10°
solua/ml) kaytettiin mallijériestelmand. Naytteet valmisteltiin kayttamalla veren 1000 pl:n protokollaa, joka kattaa suurimman néytemé&aran.
Naisten negatiivisten naytteiden mahdollinen kontaminaatio eristysajojen aikana arvioitiin analysoimalla eluaateista mydhemmin

Y-kromosomin esiintyminen realtime PCR -madrityksella.

Ristikontaminaatiota ei havaittu naytteiden, erien tai ajojen valisend siirtymana.
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Symbolit

Tassa asiakirjassa kaytetddn seuraavia symboleja. Tdydellinen luettelo kayttdohjeissa tai pakkauksessa ja merkinndissa kaytetyista

symboleista on kasikirjassa.

Symboli Selitys
c € Tama tuote tayttdd in vitro -diagnostisia lagkinnallisia laitteita koskevan eurooppalaisen sGanndksen
2017/7 46 vaatimukset.
IVD Diagnostinen in vitro -ladkintdlaite
Tuotenumero
Rn R tarkoittaa kdyttdohjeiden versiota, ja n on versionumero
Valmistaja
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Muutoshistoria

Versio Kuvaus

R1, heindkuu 2022 Versio 2, versio 1
e Paivitys versioon 2 IVDR-noudatusta varten

e  Osiot Hairitsevat aineet, Ristikontaminaatio, Eluaatin vakaus ja
Yhteensopivuus mydhempien kayttosovellusten kanssa lisattiin

Voimassa olevat lisenssitiedot ja tuotekohtaiset vastuuvapauslausekkeet ovat saatavilla tuotekohtaisista QIAGEN-sarjojen kayttdoppaista tai

kasikirjoista. QIAGEN-sarjojen kasikirjat ja kayttéoppaat ovat saatavilla osoitteesta www.qgiagen.com tai niitd voi tiedustella QIAGENin

teknisestd palvelusta tai paikalliselta jalleenmyyijalta.

Tavaramerkit: QIAGEN®, Sample o Insight®, QlAsymphony®, QlAamp®, EZ19, UltraRun® (QIAGEN Group); BD™, Vacutainer® (Becton Dickinson and Company); Sarstedt®, S-Monovette® (Sarstedt AG and Co.). Téssa asiakirjassa mainittuja
rekisterdityjé nimid, tavaramerkkejd jne. on pideftévd lain suojaamina, vaikkei niité olisi erityisesti sellaisiksi merkitty.

06/2022 HB-3029-D01-001 © 2022 QIAGEN, kaikki oikeudet pidétetéan.
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