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Generel infroduktion
QIlAsymphony DSP DNA Kits er kun beregnet til at blive anvendt i kombination med QlAsymphony SP.

QlAsymphony DSP DNA Mini Kits indeholder reagenser il automatiseret oprensning af totalt DNA fra humant helblod, buffy coat, vaev og
formalinfikserede, paraffinindstebte (FFPE) vaevspraver samt viralt DNA fra humant helblod. QIAsymphony DSP DNA Midi Kits indeholder
reagenser til automatiseret oprensning af totalt DNA fra humant helblod og buffy coat. Ydelseskarakteristika for hvert blodprevetagningsrer

eller hver vaevstype er dog ikke blevet fastlagt og skal valideres af brugeren.

Magnetpartikelteknologi muligger oprensning af nukleinsyrer af hgj kvalitet, der er fri for proteiner, nukleaser og andre urenheder. De
oprensede nukleinsyrer bruges direkte i efterfelgende anvendelser, sésom amplifikation og andre enzymreaktioner. (PCR). QlAsymphony

SP udferer alle trin i oprensningsproceduren. Der behandles op til 96 praver i batches af op til 24 i en enkelt kersel.

| det felgende vises udvalgte ydelsesdata for de forskellige anvendelser.
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Ydelseskarakteristika

Bemaerk: Ydelseskarakteristika afhaenger i haj grad af forskellige faktorer og relaterer sig til den specifikke efterfelgende anvendelse. De er
blevet fastlagt for QIAsymphony DSP DNA Mini og Midi Kits i forbindelse med typiske efterfalgende anvendelser. Metoder fil isolering af
nukleinsyrer fra biologiske prever bruges dog som frontend for flere efterfolgende anvendelser. Ydelsesparametre s&som
krydskontaminering eller kerselspraecision skal etableres for enhver sédan arbejdsgang som en del af udviklingen af den efterfelgende

anvendelse. Derfor er det brugerens ansvar at validere hele arbejdsgangen for at etablere passende ydelsesparametre.
Grundleeggende ydelse og kompatibilitet med efterfalgende anvendelser
DNA-blod og buffy coat

DNA-udbytte

Grundydelsen for QlAsymphony DSP DNA Mini Kit blev evalueret ved hjzlp af forskellige prevetagningsrer og antikoagulanser samt frisk
og frosset humant helblod. Helblod blev indsamlet fra 3 raske donorer (leukocytteelling 4,0 til 11,0 x 10¢ celler/ml ) i 3 forskellige typer
rer. EDTA, 10 ml BD™ Vacutainer® 16 x 100 mm (K2-EDTA); citrat, 2,7 ml Sarstedt® S-Monovette® 9NC Tube 13 x 75 mm (citrat); heparin,
7,5 ml Sarstedt S-Monovette 15 x 92 mm (Li-heparin). Blod blev anvendt enten frisk (opbevaret ved 2-8 °C) eller frosset (opbevaret ved -
20 °C). Genomisk DNA blev oprenset fra 200 pl-praver med 4 replikater pr. donor og rertype vha. QlAsymphony DSP DNA Mini Kit og
Blood 200 DSP-protokollen med en elueringsmaengde p& 200 pl. DNA-udbytter og -renhed blev bestemt vha. spekiroskopisk analyse
(figur 1).
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Figur 1. DNA-udbytte og -renhed vha. forskellige provetagningsrer og antikoagulanser med frisk og frosset humant helblod. A DNA-udbytte. Bjzelker viser det absolutte DNA-
udbytte med standardafvigelse. B DNA-renhed. Bjzelker viser den absolutte DNA-renhed med standardafvigelse.
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DNA:integritet

Langtraekkende PCR-produkter (5 kb) blev forsteerket med en LongRange PCR-analyse (figur 2).
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Figur 2. DNA-integritet testet med langtraekkende PCR. M, QIAGEN GelPilot 1 kb Plus Ladder. A Helblod blev indsamlet fra 4 raske donorer (D) i BD K2E-rgr. Genomisk DNA il
langtraekkende PCR blev oprenset fra 200-pl alikvoter tre gange vha. QIAsymphony DSP DNA Mini Kit og Blood 200 DSP-protokollen med en elueringsmaengde p& 200 pl. D1,
donor 1; D2, donor 2; D3, donor 3; og D4, donor 4. B Helblod blev indsamlet fra 3 raske donorer i BD K2E-rer, og buffy coat blev klargjort. Genomisk DNA blev oprenset fra

200-p! alikvoter med 6 replikater vha. QIAsymphony DSP DNA Mini Kit og buffy coat 200 DSP-protokollen med en elueringsmaengde p& 200 pl. D1, donor 1; D2, donor 2; og
D3, donor 3. C Kontroller: PC, positiv kontrol; og NC, negativ kontrol.

Korrelation mellem DNA-udbytte og leukocytteelling

Ydelsen for QIAsymphony DSP DNA Blood- og buffy coat-anvendelserne blev evalueret vha. blod- og buffy coat-praver med 6 forskellige
leukocytteellinger for hver pravetype. For helblod gik leukocyttezellingerne fra 4 x 10 celler/ml til 11,6 x 10¢ celler/ml, og for buffy coat gik
teellingerne fra 2,2 x 107 celler/ml til 5,6 x 107 celler/ml. DNA-udbytter blev bestemt vha. spekiroskopisk analyse og plottet i forhold fil
leukocytteellingen (figur 3).
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Figur 3. Korrelation mellem DNA-udbytte og leukocyttzlling. A Genomisk DNA blev oprenset fra 1 ml humant helblod vha. QlAsymphony DSP DNA Midi Kit og blood 1000
DSP-protokollen med en elueringsmeengde pd 500 pl. Bjeelker viser det absolutte DNA-udbytte med standardafvigelse. B Genomisk DNA blev oprenset fra 400 pl buffy coat vha.
QIAsymphony DSP DNA Midi Kit og buffy coat 400 DSP-protokollen med en elueringsmaengde p& 400 pl. Bjzelker viser det absolutte DNA-udbytte med standardafvigelse.

Virusblod

Studier af traefprocenter blev udfert ved at fortynde praekvantificeret CMV WHO-standardmateriale i CMV-negativ humant helblod. En
detektionsrate p& 100 % blev iagttaget for prever med virale belastninger p& 90 IE CMV pr. milliliter (tabel 1).

Tabel 1. Sensitivitet af QlAsymphony DSP Virus Blood-anvendelse

CMV (IlU/ml) Replikater Treef Treef (%)
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

Humant helblod blev indsamlet fra 1 rask CMV-negativ donor i BD K2E-rer og tilsat CMV WHO-standardmateriale vha. forskellige titre. Viralt DNA blev oprenset vha.
QIAsymphony DSP DNA Mini Kit og Virus Blood 200 DSP-protokollen med en elueringsmaengde pé& 60 pl. Eluaterne blev analyseret med en CMV realtime PCR-analyse.
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Vaev og FFPE-vaev
DNA-udbytte

Ydelsen for QIAsymphony DSP DNA FFPE-vaevsapplikationen blev evalueret vha. seks replikates af 1-4, 10 pm FFPE-sektioner af frisk skéret
human milt. DNA-ekstraktion blev udfert vha. QIAsymphony DSP DNA Mini Kit i kombination med Tissue Low Content DSP-protokollen.
Deparaffinering og lysis blev udfert vha. xylen/ethanol-forbehandlingsmetoden. DNA blev elueret i 50 pl elueringsbuffer, og udbyttet af
DNA blev bestemt vha. spekiroskopisk analyse (figur 4).
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Figur 4. Korrelation af DNA-udbytte med antallet af FFPE-vaevssnit. Seks replikater af 1-4, 10 pm FFPE-veevssektioner af human milt blev deparaffineret vha. xylen/ethanol-
forbehandling. DNA-ekstraktion blev udfert p& QlAsymphony SP vha. QIAsymphony DSP DNA Mini Kit i kombination med Tissue Low Content DSP-protokollen og en
elueringsmaengde pa 50 pl.

0

Analyse af mutationsstatus af biomarkerer efter realtime PCR

Analyse af mutationsstatus af biomarkerer blev udfert vha. DNA ekstraheret fra FFPE-sektioner af human colon og DNA-ekstraheret fra

prever af humant lungevaev.

Til DNA-ekstraktion fra FFPE-vaevspraver blev 3 x 10 pm sektioner af human colon anvendt til preveforberedelse. DNA-ekstraktion blev udfert
vha. Deparaffinization Solution til forbehandling og Tissue Low Content DSP-protokollen i kombination med 100 pl elueringsmaengde.
Mutationsanalyse af biomarker KRAS blev udfert vha. en realtime PCR-analyse for KRAS-detektion i henhold til analysens h&ndbog.
Crveerdier af kontrolanalysen 1& inden for det definerede omréde, og mutationsdetektionsanalysen afslerede en aminosyresubstitution i
codon 12 demonstreret ved en ACrvaerdi pa 4,17, som er under den definerede cutoff-veerdi pa 8 for detektion af en 12SER-mutation

(tabel 2).
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Tabel 2. Resultaterne af mutationsanalyse for FFPE-vaevs KRAS-biomarker

Prove Reaktion Mal-Cr Intern kontrol-C; ACH
Kontrol uden skabelon Kontrol 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 Kontrol 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-vaev (human colon) Kontrol 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 Cr = C Cy, hvor M betyder mutation, og C betyder kontrol; n.d., ikke detekteret.

Til DNA-ekstraktion fra frosne vaevspraver blev 25 mg human lunge anvendt til preveforberedelse vha. Tissue High Content DSP-protokollen
og en elueringsmaengde p& 200 pl. Mutationsanalyse af EGFR-biomarkeren blev udfert under anvendelse af en realtime PCR-analyse for
EGFR. Analyse af kontrol og mutationsdetektion blev udfart som beskrevet i analysens héindbog. Resultaterne afslerede en deletion i EGFR-

genet, som pdvist vha. en ACrveerdi pd 2,47, som er under den definerede cutoff-vaerdi p& 12 for defektion af en mutation (tabel 3).
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Tabel 3. Resultaterne af mutationsanalyse for frossent vaevs EGFR-biomarker

Prove Reaktion Mal-Cr Intern kontrol-C; ACH
Kontrol uden skabelon Kontrol 0,00 31,71 -
T790M 0,00 32,36 -
Deletioner 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 -
Standard Kontrol 28,78 31,05 -
T790M 30,08 31,13 1,30
Deletioner 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
Vaev (human lunge) Kontrol 25,76 31,23 -
T790M n.d. 31,99 -
Deletioner 28,23 30,99 2,47
L858R nd. 31,33 -
L861Q n.d. 31,98 -
G719X n.d. 32,06 -
S768l nd. 31,88 -
Ins n.d. 31,62 -

* ACr = M Cr = C Cy, hvor M betyder mutation, og C betyder kontrol; n.d., ikke detekteret.

Repeterbarhed og reproducerbarhed

DNA-blod
DNA-ekstraktion blev udfert vha. Blood 200 DSP-protokollen med en elueringsmeaengde p& 200 pl. Repeterbarhed blev evalueret af en
enkelt bruger, der udferte 3 uathaengige kersler (96 praver hver) p& 3 forskellige dage, hvor hver karsel bestod af 4 batches med 24 praver

(tabel 4 og tabel 5).

Reproducerbarhed blev evalueret ved at udfere 3 uathaengige kersler (96 praver hver) p& 3 forskellige dage af 3 forskellige brugere med

forskellige QlAsymphony SP-instrumenter, hvor hver kersel bestod af 4 batches med 24 prever (tabel 6 og tabel 7).
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Tabel 4. Resultater af repeterbarhedsevaluering

Korsel Batch n Middelt DNA-udbytte (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 5,17 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 8,52
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
| alt - 288 4,96 - -
n, Antal replikater; SD, standardafvigelse; CV, variationskoefficient.
Tabel 5. Praecisionsdata for repeterbarhedsevaluering
SD cv
Batch til batch i samme kersel 0,25 4,95
Generel repetitionsngjagtighed 0,26 5,18
SD, standardafvigelse; CV, variationskoefficient.
Tabel 6. Resultater of reproducerbarhedsevaluering
Korsel Batch n Middelt DNA-udbytte (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 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
| alt - 288 5,38 - -
n, Antal replikater; SD, standardafvigelse; CV, variationskoefficient.
Tabel 7. Praecisionsdata for reproducerbarhedsevaluering
SD cv
Batch til batch i samme kersel 0,25 4,73
Generel repetitionsngjagtighed 0,38 7,03
SD, standardafvigelse; CV, variationskoefficient.
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Sammenlignelig ydelse
DNA-blod

Ydelsen blev analyseret for QlAsymphony DSP DNA-blodsystemet og sammenlignet med den manuelle forberedelsesprocedure for
EZ1® DSP DNA-blodsystemet og QIAamp® DNA Blood Mini Kit. DNA blev oprenset fra forskellige blodpraver, analyseret for DNA-udbytte
(figur 5).
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Figur 5. Sammenligning af DNA-udbytter mellem forskellige blod-DNA-oprensningssystemer. Helblod blev indsamlet fra 5 raske donorer i BD K2E-rer. 200 pl prevemaengder og
200 pl elueringsmaengder blev anvendt til alle metoder. QS, QIAsymphony DSP DNA Mini Kit og Blood 200 DSP-protokol, EZ1, EZ1 Advanced XL vha. EZ1 DSP DNA Blood
Kit; QA, QlAamp DNA Blood Mini Kit. Bjeelkerne viser det absolutte DNA-udbytte for hver prove.

Vaev og FFPE-vaev

Ydelsen af QlAsymphony DSP DNA Mini Kit blev sammenlignet med ydelsen af det manuelle QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit og QlAamp
DSP DNA Mini Kit vha. henholdsvis FFPE-vaev og friske og frosne vaev som prevemateriale. Manuelle og automatiserede preveforberedelser
samt kvantificering af DNA-udbytte blev udfert samtidigt. DNA-udbyttet efter ekstraktion fra frisk/frosne og FFPE-veevsprever vha.
QIAsymphony DSP DNA Mini Kit, QlAamp DSP DNA Mini Kit (vaev) og QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (FFPE-vaev) er vist i figur 6.
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Figur 6. DNA-ekstraktion fra vaev og FFPE-vaevspraver. For frisk/frossent vaev blev praver af human lunge og colon skéret i 6 x 25 mg stykker. Tre stykker af hver vaevstype blev
anvendt til klargering af preve vha. QIAsymphony SP i kombination med Tissue High Content DSP-protokollen. DNA-ekstraktion fra tilbageblevne praver blev udfert vha. QlAamp
DSP DNA Mini Kit. DNA blev elueret i 200 pl, og DNA-udbyttet blev bestemt vha. spekiroskopisk analyse. For DNA-ekstraktion fra FFPE-vaev blev 12 replikater med 3 x 10 pm
FFPE-vaevssektioner fra forskellige humane organer klargjort. Seks prever blev anvendt til preveforberedelse vha. QIAsymphony SP i kombination med forbehandlingen med
Deparaffinization Solution og Tissue High Content DSP-protokollen. DNA-ekstraktion fra tilbageblevne praver blev udfert vha. QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit. DNA blev
elueret i 50 pl, og DNA-udbyttet blev bestemt vha. spekiroskopisk analyse. Bjselker viser det absolutte DNA-udbytte med standardafvigelse.
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Omréde for preveinput/eluat-output

DNA-blod

Forskellige omrader for preveinput og eluat-output for DNA-blodanvendelsen blev sammenlignet under anvendelse af praver fra bloddonorer
med et leukocyttalomrade fra 5,0 til 8,0 x 10¢ celler/ml.

Helblod blev indsamlet fra 8 raske donorer i BD K2E-rgr. DNA blev oprenset fra 6 replikater, hvert vha. QIAsymphony DSP DNA Mini/Midi
Kit og DNA Blood 200 DSP-protokollen med 200 pl elueringsmaengde, DNA Blood 400 DSP-protokollen med 400 pl elueringsmaengde og
DNA Blood 1000 DSP-protokollen med 500 pl elueringsmaengde (figur 7).
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Figur 7. Sammenligning af forskellige preveinput og elueringsmzengder for blod-DNA-oprensningssystemerne. Helblod blev indsamlet fra 8 raske donorer i BD K2E-rar. DNA-
ekstraktion blev udfert under anvendelse af DNA Blood 200-protokollen med 200 pl elueringsmaengde, DNA Blood 400-protokollen med 400 pl elueringsmaengde og DNA
Blood 1000-protokollen med 500 pl elueringsmaengde. DNA-udbyttet blev bestemt vha. spekiroskopisk analyse. Bjaelkerne viser det absolutte DNA-udbytte (middelvaerdi med

standardafvigelse) for hver donor.

Virusblod

Helblod blev indsamlet fra 3 raske donorer, med en leukocyttzlling fra 4,0 til 11,0 x 10° celler/ml, i BD K2E-rer og tilsat CMV-
standardmateriale (titer 3,7 log-kopier/ml). Viralt DNA blev oprenset fra 7 replikater, hvert vha. QIAsymphony DSP DNA Mini Kit og Virus
Blood 200 DSP-protokollen med 4 forskellige elueringsmaengder (figur 8).
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Figur 8. Sammenligning af kvantificering of viralt DNA til forskellige elueringsmaengder. Eluater fra hver donorpreve og elueringsmaengde (60, 85, 110 og 165 pl) blev
analyseret med en CMV realtime PCR-analyse. Den rede streg repraesenterer mdltiteren, og bjaelker viser gns. logkopier pr. milliliter med standardafvigelse.
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Eluatstabilitet

Bemaerk: Eluatets stabilitet afhaenger i hej grad aof forskellige faktorer og relaterer sig til den specifikke efterfalgende anvendelse. Den er
blevet fastlagt for QIAsymphony DSP Mini og Midi Kit i forbindelse med typiske efterfalgende anvendelser. Det er brugerens ansvar at
konsultere brugsanvisningen til den specifikke efterfelgende anvendelse, der anvendes i laboratoriet, og/eller validere hele arbejdsgangen

for at etablere passende opbevaringsbetingelser.
DNA-blod og buffy coat

Eluatstabilitet for DNA-blodanvendelsen blev testet vha. eluater fra QS-kersler, der blev foretaget med DNA Blood 200-protokollen med
200 pl elueringsmaengde og DNA Blood 1000-protokollen med 500 pl elueringsmaengde. Eluaterne blev opbevaret i 2 ml Sarstedt-rer ved
stuetemperatur, 2-8 °C, -20 °C og -80 °C. DNA-udbytte og -renhed blev bestemt vha. spekiroskopisk analyse. DNA-integritet blev analyseret
ved gel-elekiroforese og en LongRange PCR-analyse (figur 9).

TTP: 10years at -80°C
blood 200pl blood 1000p!
endpoint | freeze/thaw endpaint | freezelthaw [ controls |

Figur 9. Eluatstabilitet for DNA-blod. DNA'et blev oprenset ved hjeelp af DNA Blood 200 pl- og 1000 pl-protokollerne. Eluaterne har vaeret opbevaret ved -80 °C i 2 ml Sarstedt-
ror. Der blev analyseret fire replikater. DNA-integritet blev testet med langtraekkende PCR. | figurerne vises resultaterne efter opbevaring i 10 ér. M, QIAGEN GelPilot 1 kb Plus
Ladder.

Eluatstabilitet for buffy coat-anvendelsen blev testet vha. QS-kersler, der blev foretaget med BC 400 pl-protokollen og 200 pl
elueringsmaengde. Eluaterne blev opbevaret i 2 ml Sarstedtrar og Elution Micro Tube Racks ved stuetemperatur, 2-8 °C, -20 °C og -80 °C.
Desuden gennemgik eluaterne fryse-/opteningstestning i op til 3 cyklusser (figur 10). DNA-udbytte og -renhed blev bestemt vha.
spektroskopisk analyse. DNA-integritet blev analyseret ved gel-elektroforese og en LongRange PCR-analyse (50 pl reaktion).

Buffy coat

m-80°C

1.cycle 2.cycle 3.cycle
Fryse-/opteningscyklus
Figur 10. Eluat-fryse-/opteningscyklusser for buffy coat. DNA'et blev oprenset ved hijzelp af -DNA BC 400 pl-protokollen. Buffy coat blev genereret fra EDTA-blod. Eluaterne har
vaeret opbevaret i 2 ml Sarstedt-rar. DNA-udbyttet blev bestemt ved testtidspunkterne ved hjaelp af samme eluat ved tre fryse-/opteningscyklusser. DNA-udbyttet blev bestemt vha.
spekiroskopisk analyse. Bjselkerne viser det absolutte DNA-udbytte (middelvaerdi med standardafvigelse).
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Virusblod

Eluatstabilitet for virusblod-anvendelsen blev testet vha. QSkersler, der blev foretaget med Virus Blood 200-protokollen med 60 pl
elueringsmaengde. K2 EDTAblod tilsat kommerciel CMV-standard (titer 2,7 log kopier/ml) blev anvendt som prevemateriale. Eluaterne blev
opbevaret i 2 ml Sarstedt-rer ved 2-8 °C, -20 °C og -80 °C. Eluaterne blev analyseret med en CMV realtime-analyse (figur 11). | det

felgende vises resultaterne af flere testtidspunkter.

Virusblod
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Figur 11. Eluatstabilitet for virusblodanvendelse. EDTA-blodpraver tilsat kommerciel CMV-standard blev oprenset med Virus Blood 200-protokollen. Eluaterne har vaeret opbevaret
ved flere temperaturer i Elution Micro-rerstativer og 2 ml Sarstedt-rer. Pr. testtidspunkt blev 4 replikater analyseret. Bjaelkerne viser CMV-fiteren (gennemsnitlig logvaerdi med

standardafvigelse).
Vaev

Eluatstabilitet for vaevsanvendelsen blev testet vha. Tissue HC 200 pl-protokollen og 200 pl elueringsmaengde. Nye praver af bovin lever
blev brugt som prevemateriale. Eluaterne blev opbevaret i 2 ml Sarstedt-rer og Elution Micro Tube Racks ved stuetemperatur, 2-8 °C, -20 °C
og -80 °C. DNA-udbytte og -renhed blev bestemt vha. spektroskopisk analyse (figur 12). DNA-integritet blev analyseret ved gel-elektroforese.
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Figur 12. Eluatstabilitet for vaev. DNA'et blev oprenset ved hijzelp af DNA Tissue HC-protokollen med 200 pl elueringsmaengde. Nye praver af bovin lever blev brugt som
prevemateriale. Eluaterne har veeret opbevaret ved flere temperaturer i Elution Micro-rerstativer og 2 ml Sarstedt-rer. Pr. testtidspunkt blev 4 replikater analyseret. DNA-udbyttet
blev bestemt vha. spekiroskopisk analyse. Bjaelkerne viser det absolutte DNA-udbytte (middelveerdi med standardafvigelse).

FFPE-veev

Eluatstabilitet for FFPE-vaevsanvendelsen blev testet vha. Tissue LC 200 pl-protokollen og 100 pl elueringsmaengde. Kommercielt humant
FFPE-vaev blev brugt som prevemateriale. Eluaterne blev opbevaret i 2 ml Sarstedt-rer og Elution Micro Tube Racks ved stuetemperatur,
2-8 °C, -20 °C og -80 °C. Eluaterne blev analyseret med en intern human 8-plex PCR-analyse (figur 13). | det felgende vises resultaterne aof
to testtidspunkter.
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Figur 13. Eluatstabilitet for FFPE-vaev. DNA'et blev oprenset ved hjzelp af DNA Tissue LC-protokollen. Kommercielt FFPE-vaev blev brugt som prevemateriale. Eluaterne har veeret
opbevaret ved flere temperaturer i Elution Micro-rerstativer og 2 ml Sarstedtrer. Pr. testtidspunkt blev 4 replikater analyseret. Eluaterne blev analyseret med intern human 8-plex
PCR-analyse.
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Interfererende stoffer

Pavirkningen af haemmende stoffer, der kan findes i helblod, p& ydelsen af DNA blodanvendelsen, virusblodanvendelsen og

vaevsanvendelsen blev testet ved tilseetning af felgende stoffer:

Tabel 8. Potentielle interfererende stoffer testet for de forskellige anvendelser

Interfererende stoffer Koncentration Blod Virusblod Vaev
Bilirubin 200 mg/! v vV Vv
Haemoglobin 200 g/I v vV

Triglycerider 30 g/ v Vv vV
Protein 120 g/I \ vV Vv

Bemazerk: "v/"angiver, hvilke prevematerialer der blev testet for det respektive potentielt interfererende stof).

For haemoglobin (200 g/I) og protein (120 g/l) blev blodpravens eksisterende niveauer bestemt, og yderligere haemoglobin eller protein
blev tilsat for at opné de angivne koncentrationer, hhv. 200 eller 120 g/I. For bilirubin (200 mg/I) og triglycerider (30 g/I) blev den

samlede maengde af hvert stof tilsat praven for at opnd de angivne koncentrationer.

For vaev blev den samlede maengde af hvert stof tilsat direkte i lysaterne, og der blev ikke foretaget nogen bestemmelse af bilirubin-,

triglycerid- eller proteinkoncentrationen i den anvendte vaevsprave.

Eventuelle potentielt interfererende stoffer (f.eks. laegemidler) og tilsvarende koncentration er meget specifik for den efterfelgende anvendelse
og mulige tidligere medicinske behandlinger af en patient og skal underseges under verifikation af sddan efterfelgende anvendelse ved

hjzelp af QIAsymphony DSP DNA Mini og Midi Kits.

Bemaerk: Testning blev udfert under anvendelse aof typiske efterfalgende anvendelser med henblik p& en vurdering af kvaliteten af de
ekstraherede nukleinsyrer. Forskellige efterfelgende anvendelser kan dog have forskellige krav med hensyn til renhed (dvs. fraveer eller
koncentration af potentielle interfererende stoffer), sa identifikation og testning af relevante stoffer og deres respektive koncentrationer skal
ogsé etableres som en del af udviklingen af den efterfalgende anvendelse for enhver arbejdsgang, der involverer QIAsymphony DSP Mini
og Midi Kits.

Bemaerk: Bemaerk, at der under udviklingen af QlAsymphony DSP DNA Midi Kit ikke blev observeret nogen indikationer p&, at heparin har
en negativ indvirkning p& ydelsen. ISO 20186-2:2019(E) angiver dog, at heparin fra blodpravetagningsrer kan pavirke renheden af de

isolerede nukleinsyrer, og eventuel overfarsel til eluater kan for&rsage haemninger i nogle efterfalgende anvendelser. Derfor er det brugerens

ansvar at validere, om heparin har en negativ indflydelse p& deres arbejdsgang.
DNA-blod og buffy coat

Til DNA-blodanvendelsen blev testning udfert ved hjaelp af DSP DNA 1000-protokollen, som daekker det hgjeste preveinputvolumen, ved
brug af elueringsmaengder pé& 200 og 500 pl.

Eluaterne blev analyseret ved spekiroskopisk analyse for DNA-udbytte og -renhed. PCR-kompatibilitet blev testet ved at bruge en realtime
PCR- samt en endepunkis-PCR-analyse.

Ingen af de stoffer, der er anfert i tabel 9 interfererer, dog kan blodprever med haje koncentrationer af triglycerider (>30 g/I) fere il
reduceret gDNA-udbytte.
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Virusblod

For virusblodanvendelsen blev testning udfert ved hjzelp af DSP Virus Blood 200-protokollen med 60 pl elueringsmaengde. CMV-negative
blodpraver fik tilsat 500 kopier/ml (lav koncentration) og 1x10 E+04 kopier/ml (hgj koncentration, figur 14) af en kommerciel CMV-

standard.
Eluaterne blev analyseret med en CMV realtime PCR-analyse.

Ingen af de stoffer, der er anfert i tabel 9 interfererer, dog kan blodprever med haje koncentrationer af triglycerider (>30 g/I) fere il

reduceret oprensning af viralt DNA.
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Figur 14. Test af heammende stoffer. Helblod blev indsamlet fra 1 rask donor i BD K2E-rer og tilsat CMV-standardmateriale (titer 4,0 log-kopier/ml). Fem prover blev testet ved
tilsaetning af potentielle haemmere, og viralt DNA blev oprenset fra 4 replikater af hver prave vha. QlAsymphony DSP DNA Mini Kit og Virus Blood 200 DSP-protokollen med en
elveringsmaengde pé 165 pl. Eluaterne blev analyseret med en CMV realtime PCR-analyse. Den rede streg repraesenterer den bestemte titer for referenceprever, der ikke var
tilsat heemmende stoffer, og bjzelker viser gns. logkopier pr. millimeter med standardafvigelse.

Vaev

For DNAwaev (frisk og frosset) blev testning udfert under anvendelse af DSP DNA HC-protokollen ved anvendelse af 200 pl

elueringsmaengde.

Eluaterne blev analyseret ved spekiroskopisk analyse for DNA-udbytte og -renhed. PCR-kompatibilitet blev testet ved at bruge en realtime
PCR-analyse.

Ingen af de stoffer, der er anfert i tabel 9, blev identificeret som havende en negativ indvirkning pé klargering af prove.
FFPE-vaev
For FFPE-vaev blev testning udfert under anvendelse af DSP DNA LC-protokollen ved anvendelse af 50 pl elueringsmaengde.

Stofferne (se tabel 9) blev tilsat direte i lysatet.
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Tabel 9. Potentielle inferfererende stoffer testet for de forskellige anvendelser

Interfererende stoffer Koncentration i lysat
Xylen Optil 11 %

Ethanol Optil 11 %
Deparaffinineringsoplesning Optil 11 %
Paraffin 0,1 pM sektion

Eluaterne blev analyseret ved spekiroskopisk analyse for DNA-udbytte og -renhed. PCR-kompatibilitet blev testet ved at bruge en realtime

PCR- samt en intern human 8-plex PCR-analyse.
Ingen af de stoffer, der er anfert i tabel 9, blev identificeret som havende en negativ indvirkning pé klargering af preve.
Krydskontaminering

DNA-blod

Risikoen for krydskontaminering af QlAsymphony DNA Blood-anvendelsen blev analyseret ved at udfere fire 96-proves kersler pé
QlAsymphony SP-instrumentet med skiftende batches i skakbraetmenster (skiftevis positive og negative praver), afbrudt af helt negative
batches. Blod fra maend (med en leukocyttzlling p& >1,0 x 107 celler/ml og blod fra kvinder med en leukocyttzelling pé mellem 4,0 x 10°
og 9 x 10¢ celler/ml) blev anvendt som et modelsystem. Klargering af preve blev udfert ved hjzelp af blod 1000 pl-protokollen, som daekker
det hgjeste pravevolumen. En potentiel kontaminering af de negative prover fra kvinder under ekstraktionskerslerne blev evalueret ved

efterfelgende analyse af eluaterne ved anvendelse af en realtime PCR for Y-kromosomet.

Der blev ikke defekteret nogen krydskontaminering for overfersel fra preve fil prave, batch til batch eller karsel il kersel.
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Symboler

De felgende symboler forekommer i dette dokument. For en komplet liste over symboler, der bruges i brugsanvisningen eller p& emballagen

og maerkningen, henvises til handbogen.

Symbol Symboldefinition
c € Dette produkt opfylder kravene i EU-direktivet 2017 /746 for medicinsk udstyr til in vitro-diagnostik.
IVvD Medicinsk udstyr til in vitro-diagnostik
Katalognummer
Rn R star for revision af brugsanvisningen, og n stér for revisionsnummeret
Producent
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Revisionshistorik

Revision Beskrivelse

RT, juni 2022 Version 2, Revision 1

e Opdatering til version 2 for overholdelse af VDR

o Tilfzjet afsnit om interfererende stoffer, krydskontaminering eluatstabilitet og
kompatibilitet med efterfalgende anvendelser

Opdaterede licensoplysninger og produktspecifikke ansvarsfraskrivelser findes i handbogen eller brugsvejledningen til det p&gaeldende
QIAGENkit. QIAGEN kithandbeger og -brugermanualer kan fds via www.qiagen.com eller rekvireres hos QIAGEN Teknisk Service eller

den lokale distributer.

Varemaerker: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAsymphony®, QIAamp®, EZ1®, UltraRun® (QIAGEN Group); BD™, Vacutainer® (Becton Dickinson and Company); Sarstedt®, S-Monovette® (Sarstedt AG and Co.). Registrerede navne, varemaerker
osv., der bruges i dette dokument, er beskyttet af den relevante lovgivning, ogsé nar de ikke er specifikt markeret som sadan.

06/2022 HB-3029-D01-001 © 2022 QIAGEN, alle rettigheder forbeholdes.
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