Charakteristiky funkCnich vlastnosti
QlAamp® DSP Circulating NA Kit, verze 1 61504
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Obecny uvod

Souprava QlAamp DSP Circulating NA Kit je systém, ktery kizolaci a purifikaci cirkulujici
nebunécné (circulating cell-free, ccf) DNA a RNA ze vzorkd lidské krevni plazmy pouziva
technologii silikatové membrany (technologii QlAamp).

Tento produkt je uréen pro pouziti profesionalnimi uzivateli, napf. techniky a lékafi, vyskolenymi

v technikach molekularni biologie.

Souprava QlAamp DSP Circulating NA Kit je uréena pro diagnostické ucely in vitro.

Vytézek purifikovanych nukleovych kyselin (Nucleic Acids, NA)

Vzorky plazmy mohou, pokud jde o vytézek purifikovanych nukleovych kyselin, vykazovat vysoké
odchylky. Proto je nutné, aby uZivatelé vstupni plasmu a elu¢ni objem pro svdj konkrétni cil a

nasledné pouZiti v laboratofi optimalné upravili.

Pokud se tato souprava pouzivd spolu s naslednou aplikaci QIAGEN®, pokyny najdete

v pfislusné pfirucce.
Analyza naslednych aplikaci

Nukleové kyseliny izolované pomoci soupravy QlAamp DSP Circulating NA Kit jsou pfipraveny
k pouziti v riznych naslednych aplikacich. Pro vyhodnoceni vlastnosti byly izolovany nukleové
kyseliny z lidské plazmy jednoho darce pomoci tfi rGznych odbérovych zkumavek (BD
Vacutainer® K2EDTA Tube, Becton Dickinson®, PAXgene® Blood ccfDNA Tube, PreAnalytiX;
a Streck® Cell-Free DNA Blood Collection Tube (BCT)®, Streck; vzdy n=24 darcu). Eluaty ze
vstupni plazmy o objemu 1 ml byly testovany pomoci kvantitativni PCR (quantitative PCR, qPCR,
obrazek 1A), kapkové digitalni PCR (digital droplet PCR, ddPCR, obrazek 1B) a gPCR s reverzni
transkripci (reverse transcription qPCR, RT-gPCR) pro RNA (jen zkumavka na plazmu BD
Vacutainer K2EDTA Tube, obrazek 2).
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VytéZzek cfDNA — 18S rDNA gPCR
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Obréazek 1. Srovnani plazmy jednoho déarce (vstup 1 ml) mezi gPCR a ddPCR (Bio-Rad®)

1 ml plazmy cfRNA — B-aktin RT-PCR
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Obrazek 2. Detekce bezbunécéné RNA v plazmé jednoho darce (vstup 1 ml) pomoci analyzy qPCR s reverzni
transkripci pro lidsky B-aktinovy gen (délka fragmentu 293 bp).
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Pro analyzu sekvenovani nové generace (Next Generation Sequencing, NGS) byly vytvofeny
eluaty ze vstupniho objemu plazmy 5 ml (zkumavka BD Vacutainer K2EDTA Tube, zkumavka
PAXgene Blood ccfDNA Tube a Streck Cell-Free DNA BCT; vZdy n = 8 darcu). Celkovy vytéZzek
DNA z 5 ml plazmy se pohyboval v rozsahu 50-150 ng DNA zjisténé pomoci analyzy Qubit®
HS dsDNA. Analyza NGS byla provedena pomoci panelu GeneRead® QlAact Actionable Insights
Tumor Panel a systému GeneReader™. VSechny vzorky byly UspéSné obohaceny a byly
vytvofeny knihovny. Klidskému genomu bylo zmapovano >98 % vygenerovanych odectl a
>99,8 % pozic v oblastech zajmu mélo pokryti zakladny =500x.

U obou druhl nukleovych kyselin (DNA a RNA) se prokazalo Uspé$né pouziti naslednych
technologii (Obrazek 3)

gqPCR ddPCR RT-qPCR NGS
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Obréazek 3. Uspésné pouziti izolovanych nukleovych kyselin s rtiznymi naslednymi aplikacemi.

Uzivatel by mél vstup plazmy a elu€ni objem optimalizovat pro vlastni cilovou molekulu a jakékoli
nasledné postupy pouzivané v laboratofi nebo si vyhledat specifické funkéni vlastnosti pFislusné
nasledné aplikace.

Stabilita eluatt

Stabilita eluatt bude zaviset na obsahu a typu izolovanych nukleovych kyselin, eluénim objemu
a podminkach skladovani. Doporucujeme, aby uzivatelé stanovili elu¢ni stabilitu dle potfeby pro

jejich konkrétni pozadavky.

Elu¢ni stabilita byla testovana pro DNA a eluaty ziskané z lidské plazmy ziskané ze zkumavky
BD Vacutainer K2ZEDTA Tube (Becton Dickinson) a stabilizacnich zkumavek pro odbér krve
(PAXgene Blood ccfDNA Tube a Streck Cell-Free DNA BCT). Eluaty byly skladovany pfi teploté
od -30 do -15°C aod -90 do -65°C. Po dobu az 12 mésicl nebylo pozorovano zadné
poskozeni. Eluaty skladované pfi teploté 2—-8 °C a pfi pokojové teploté (15-25 °C) byly stabilni
po dobu az 48 hodin. VSechny podminky byly posouzeny pomoci gPCR cilené na lidsky
gen 18S rDNA.

Stabilita eluatt byla testovana na RNA a eluaty ziskané z lidské plazmy byly ziskany ze zkumavek
BD Vacutainer K2EDTA Tube (Becton Dickinson). Eluaty byly skladovany pfi teploté
od -30 do -15°C aod -90 do -65°C. Po dobu aZ 6 mésicid nebylo pozorovano zadné
poskozeni. Eluaty skladované pfi teploté 2—-8 °C byly stabilni po dobu az 48 hodin. VSechny
podminky byly posouzeny pomoci RT-gPCR cilené na lidsky B-aktinovy gen.
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Pokud se tato souprava pouziva spolu s naslednymi aplikacemi QIAGEN, pokyny naleznete

v pfislusné pfiru€ce soupravy.
Pfesnost izolace nukleovych kyselin (Nucleic Acids, NA)

PFfesnost byla vyhodnocena pomoci lidské plazmy a podminky byly posouzeny pomoci gPCR

cilené na lidsky gen 18S rDNA.

Nastaveni experimentu zahrnovalo 12 cykld purifikace s 12 opakovanimi na kazdy z nich (celkem
144 purifikaci). Cykly purifikace byly provedeny tfemi rdznymi pracovniky obsluhy ve tfech
rliznych dnech se tfemi rliznymi pfistroji a pomoci tfi riznych $arzi soupravy QlAamp DSP
Circulating NA Kit. Pro kazdy jednotlivy parametr a pro celkovou variabilitu (celkem) soupravy
QlAamp DSP Circulating NA Kit byly stanoveny smérodatna odchylka (Standard Deviation, SD)
a variacni koeficient (Coefficient of Variation, CV) (tabulka 1).

Tabulka 1. Pfesnost vysledku

Pfesnost
Parametr Stredni kopie /ml SD CV (%)
Mezi zpracovanimi 461 1,78
Mezi pracovniky obsluhy 1392 5,38
Mezi pristroji 228 0,88
25894
Mezi dny 2096 8,09
Mezi Sarzemi 969 3,74
Celkem 3120 12,05

Linearita

Udaje byly ziskany pro vstupni objem plazmy 1-5 ml z krve skladované ve zkumavkach BD
Vacutainer K2EDTA Tube, PAXgene Blood ccfDNA Tube a zkumavkach pro odbér krve Streck
Cell-Free DNA BCT. U vS8ech zkumavek pro odbér krve byl pozorovan linearni narlst vytézku
DNA (viz obrazek 4); u zkumavek BD Vacutainer K2EDTA Tube doSlo i k narlistu vytézku RNA.
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Plazma ze zkumavky PAXgene Blood ccf DNA Tube
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Obrazek 4. Linearni narust celkového vytézku DNA (kopie DNA/mI vstupni plazmy) pro rizné vstupni objemy
plazmy. Zobrazeny jsou Udaje pro plazmu ziskané ze zkumavky PAXgene Blood ccfDNA Tube, ekvivalentn{
vysledky ziskané ze zkumavky BD Vacutainer K2EDTA Tube (DNA/RNA) a zkumavky pro odbér krve Streck Cell-
Free DNA BCT.

kopii DNA/mI plazmy

o

Protokol ekvivalence (Breeze/klasické protokoly)

Ekvivalence vlastnosti mezi protokolem Breeze a klasickym protokolem byla stanovena
prokdzanim, Ze pfisludna 95% limit spolehlivosti rozdilu stfedni hodnoty Ct (RNA) nebo stfednich
kopii/ml (DNA) byla v rozmezi +2 x SD, pfi¢emz standardni odchylka (Standard Deviation, SD)
byla pozorovana presnost klasického protokolu (referenéni podminka). Pouzity byly tfi Sarze

souprav a experimenty provedli tfi pracovnici obsluhy.

Celkova presnost (SD) hodnot Ct ziskanych pro protokol Breeze byla niz§i nez horni limit
dvoustranného 95% intervalu predikce pro celkovou presnost (SD) klasického protokolu, pfi¢emz
interval predikce byl vypocitan v ramci studie, kter4 pouZzivala Udaje z klasického protokolu
(n=143) a s poctem datovych bod( pro protokol Breeze (n=144) ve studii.

Interferujici latky

PFipadné interferujici latky mohou pochazet z riznych zdroju, napf. pfirozenych metabolitd, latek
zavle€enych béhem oSetfeni pacienta nebo latek, které pacient pozil. U soupravy QIAamp DSP
Circulating NA Kit byly jako endogenni sloZky testovany hemoglobin, triglyceridy, EDTA, kofein,
albumin, konjugovany bilirubin a nekonjugovany bilirubin. PFi pouziti gq°PCR jako nasledné
aplikace nebyla zjisténa Zadna interference. Béhem zpracovani vzorkd a extrakce nukleovych
kyselin rovnéz nebyla pozorovana zadna interference vlivem komponentt soupravy QlAamp DSP
Circulating NA Kit (proteinaza K, pufry Buffer ACL, Buffer ACB, Buffer ACW1, Buffer ACW2

a etanol).

Vzhledem ke slozitosti potencialné interferujicich latek a rizné citlivosti konkrétnich naslednych
aplikaci doporu€ujeme, aby uzivatelé posoudili vliv interferujicich latek specificky pro jejich vlastni
pracovni postup a metodu validovali na fizeni interference ve své konkrétni diagnostické
néasledné aplikaci.
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Dalsi informace o interferujicich latkach v konkrétnich naslednych aplikacich QIAGEN® najdete

v pfirukach pfislusnych souprav.

KfiZzova kontaminace

Pro posouzeni urovné kfizové kontaminace bylo do 5 ml nebo 2 ml lidské krevni plazmy doplnéno
105 kopii viru HBV (pozitivni vzorky) a v $achovnicovém usporadani byly izolovany vedle vzork
bez viru (negativni vzorky), pficemz se stfidaly s extrakénimi cykly obsahujicimi pouze negativni
vzorky (pro posouzeni kfizové kontaminace vramci extrakéniho cyklu a mezi jednotlivymi
extrakénimi cykly). Cilem studie bylo simulovat situaci, pfi které mohou vzorky obsahujici vysokou
hladinu cilovych molekul nukleové kyseliny béhem postupu extrakce kfizové kontaminovat jiné
vzorky. Purifikace NA byla provedena pomoci jedné $arze ¢inidel. Kfizova kontaminace byla
posouzena pomoci soupravy artus® HBV RG CE PCR Kit. Vysledky prokazaly, Ze v celém

systému nedoSlo k Zadné kfizové kontaminaci.
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Poznamky
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Historie revizi

Datum Zmény

R1 Prvni vydani

09/2019

R2 Revidovany podminky skladovani pro stabilitu eluatt testovanych na DNA:

08/2021 Skladovani pfi teplotach —30 az —15 °C a —90 az —65 °C je mozné po dobu az
12 mésicu.

Revidovany podminky skladovani pro stabilitu eluatt testovanych na RNA:
Skladovani pfi teplotach —30 az —15 °C a —90 az —65 °C je mozné po dobu az 6 mésicu.

Opravena chyba v listu s charakteristikami: Skladovani RNA pfi pokojové teploté (15—
25 °C) nebylo testovano.

Opraveny Udaje ze studie presnosti ve sloupcich SD a CV v tabulce 1.

Aktualni licenni informace a odmitnuti odpovédnosti specificka pro vyrobek jsou uvedeny
v pfiru€ce pro soupravu QIAGEN nebo uzivatelské pfiru¢ce. Pfirucky k soupravdm QIAGEN a
uzivatelské pfirucky jsou k dispozici na strankach www.giagen.com nebo si je Ize vyzadat od

technickych sluzeb spole¢nosti QIAGEN nebo mistniho distributora.

Ochranné zndmky: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, artus®, GeneRead®, GeneReader™ (QIAGEN Group); BD Vacutainer®, Becton Dickinson® (Becton Dickinson and
Co.); Bio-Rad® (Bio-Rad Laboratories, Inc.); PAXgene® (PreAnalytiX GmbH); Streck®, Cell-Free DNA BCT® (Streck Inc.); Qubit® (Thermo Fisher Scientific nebo jeji pfidruzené
spole¢nosti).

HB-0466-D01-002 © 2021 QIAGEN, v3echna prava vyhrazena.
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