Suorituskykyominaisuudet

QIAamp® DSP Circulating NA Kit, versio 1 61504

Versionhallinta

c€ A Tarkista ennen kokeen suorittamista uusien elektronisten

efikeftiversioiden  saatavuus  osoitteesta  www.qgiagen.com

tuotenumeron ja kyseisen tuotteen lisémateriaalien kohdalta.

Johdanto

QlAamp DSP Circulating NA Kit on jdrjestelmd, jossa kdaytetaén piidioksidikalvotekniikkaa
(QIAamp-tekniikkaa) verenkierrossa olevan soluttoman (circulating cellfree, ccf) DNA:n ja RNA:n

eristdmiseen ja puhdistamiseen ihmisen veriplasmanaytteista.

Tuote on tarkoitettu ammattihenkildiden, kuten molekyylibiologisen koulutuksen saaneiden

teknikoiden ja lagkareiden kayttoon.

QIAamp DSP Circulating NA Kit tarvikesarja on tarkoitettu in vitro -diagnostiikkaan.

Puhdistettujen nukleiinihappojen (Nucleic Acid, NA) tuotto

Plasmandytteista saatava puhdistettujen nukleiinihappojen tuotto voi vaihdella suuresti. Sen vuoksi
kaytdjien kannattaa optimoida omassa laboratoriossaan plasman maéré ja eluutiotilavuus

kyseessa olevan kohteen ja mydhemman sovelluksen perusteella.

Jos sarjaa kéytetdan mydhemmin yhdessé QIAGEN®-sovellusten kanssa, katso ohjeita soveltuvan

sovelluksen kasikirjasta.

Analysointi myéhemmissa sovelluksissa

QIAamp DSP Circulating NA Kit -sarjalla eristetyt nukleiinihapot ovat valmiita kéytettaviksi muissa
myShemmissd  sovelluksissa.  Sarjan  suorituskyky —arvioitiin  eristamallé  yhden ihmisen
veriplasmandytteistd nukleiinihapot kéytdmalla kolmea eri verindyteputkea (BD Vacutainer®
K2EDTA Tube, Becton Dickinson®; PAXgene® Blood ccfDNA Tube, PreAnalytiX ja Streck®
Cell-Free DNA Blood Collection Tube (BCT)®, Streck; n = 24 luovuttajaa putkityyppia kohden).
1 mlin plasmandytteen eluaatit testattin RNA:n osalta kéyttdmalla  kvantitatiivista  PCR-testia
(quantitative PCR, gPCR, kuva 1A), digitaalista pisara-PCR+estid (digital droplet PCR, ddPCR,
kuva 1B) seka kadnteisen transkription qPCR-testia (reverse transcription gPCR, RT-qPCR) (vain BD
Vacutainer K2EDTA Tube plasma, kuva 2).
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Kuva 1. Yhden luovuttajan plasmanéytteen (1 ml) vertailu gPCR- ja ddPCR (Bio-Rad®) -festeilléi

cfRNA 1 ml plasmaa - beeta-aktiinin RT-PCR
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Kuva 2. Soluttoman RNA:n tunnistaminen yhden luovuttajan plasmasta (1 ml:n néyte) ihmisen beeta-aktiinigeenin kédnteisen
transkription qPCR-mdéritykselld (fragmentin pituus 293 emésparia).
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Seuraavan sukupolven sekvensointianalyysia (Next Generation Sequencing, NGS) varten 5 ml:n
plasmandytemaarista  (BD Vacutainer K2EDTA Tube, PAXgene Blood ccfDNA Tube ja
Streck CellFree DNA BCT; n = 8 luovuttajaa putkityyppi@ kohden) luotiin eluaatit. 5 ml:n
plasmandytteen DNA-kokonaistuotto vaihteli valilla 50-150 ng DNA:ta, ja tunnistamiseen kdytettiin
Qubit® HS dsDNA -mé&dritysta. NGS-analyysi  tehtiin - kayttémalla GeneRead® QlAact
Actionable Insights Tumor Panel -paneelia ja GeneReader™:arjestelmad. Kaikki naytteet
rikastettiin, ja niistd luotiin kirjastot. Lukutuloksista saatiin yhdistettyd ihmisen genomiin > 98 %, ja

> 99,8 %:lla mielenkiintoalueen sijainneista oli peruskattavuus = 500x.

Molempien nukleiinihappotyyppien (DNA ja RNA) osalta osoitettiin myshempien sovellusten
menestyksekas kaytd (Kuva 3)

GgPCR  ddPCR  RT-qPCR  NGS

K2EDTA v v v v
PAXgene \/ \/ ei testattu \/
Streck v v ei testattu v

Kuva 3. Eristettyjen nukleiinihappojen menestyksekds kéytté myshemmissa eri sovelluksissa.

Kayttajan on optimoitava plasmaméadrd ja eluutiotilavuus kohdemolekyylin ja hanen omassa
laboratoriossaan mahdollisesti tehtévien seuraavien toimenpiteiden perusteella tai hdnen on

perehdyttava kyseessa olevan mydhemman sovelluksen tarkkoihin suorituskykytietoihin.

Eluaatin vakaus

Eluaatin - vakaus on riippuvainen eristettyjen  nukleiinihappojen  siscllésta  ja  tyypistd,
eluutiotilavuudesta sekd sdilytysolosuhteista. Suosittelemme, ettd  kayttdja madrittad omien

tarpeidensa edellyttdmén eluaatin vakauden.

Eluaatin vakaus testattiin DNA:n ja eluaattien osalta ihmisen plasmasta, jota oli sdilytetty
BD Vacutainer K2EDTA Tube -putkessa (Becton Dickinson) tai stabiloivassa verindyteputkessa
(PAXgene Blood ccfDNA Tube ja Streck Cell-Free DNA BCT). Eluaatteja sdilytettiin lampétiloissa,
jotka olivat =30...-15 °C ja =90...-65°C. Minkaanlaista heikkenemistd ei huomattu 12 kuukauden
ajanjakson aikana. 2-8 °C:n lampétilassa sekd huoneenldmmdssa (15-25 °C) sdilytetyt eluaatit
olivat vakaita 48 tuntiin asti. Kaikki olosuhteet arvioitiin kéyttamalla gPCR-testia, joka kohdistettiin
ihmisen 18S rDNA -geeniin.

Eluaatin vakaus testattiin RNA:n osalta, ja eluaatit johdettiin ihmisen plasmasta, joka oli ollut
BD Vacutainer K2EDTA Tubes -putkissa (Becton Dickinson). Eluaatteja sdilytettiin lampétiloissa,
jotka olivat =30...-15°C ja -90...-65°C. Minkadnlaista heikkenemistd ei huomattu 6 kuukauden
ajanjakson aikana. 2-8 °C:n lampédtilassa sailytetyt eluaatit olivat vakaita 48 tuntiin asti. Kaikki

olosuhteet arvioitiin kayttamalla RT-qPCR-testid, joka kohdistettiin ihmisen beeta-aktiinigeeniin.
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Jos pakkauksia kaytetdan mydhemmin yhdessé QIAGEN-sovellusten kanssa, katso ohijeita

soveltuvan pakkauksen kasikirjasta.
Nukleiinihappojen eristamisen tarkkuus

Tarkkuus arvioitiin kayttamalla ihmisen plasmaa, ja olosuhteet arvioitiin kayttamalla ihmisen
18S rDNA -geeniin kohdistettua gPCR-festid.

Koeasetelma kasitti 12 puhdistusajoa, joista kukin piti siséllaan 12 toistoa  (yhteensd
144 puhdistusta). Puhdistusajot suoritti kolme eri kayttajad kolmena eri pdivana kolmella eri
laitteella ja kéyttden kolmea eri erdd@ QlAamp DSP Circulating NA Kit -sarjasta. QlAamp DSP
Circulating NA Kit -sarjan kullekin yksittgiselle parametrille seka kokonaisvaihtelulle (yhteensd)
m&adritettiin keskihajonta (Standard Deviation, SD) ja variaatiokerroin (Coefficient of Variation, CV)
(taulukko T1).

Taulukko 1. Tarkkuustulokset

Tarkkuus
Parametri Keskimédrin kopiota/ml SD CV (%)
Ajojen vaililla 461 1,78
Kayttgijien valilla 1392 5,38
Laitteiden valilla 228 0,88
25894
Paivien valilla 2096 8,09
Erien valilla 969 3,74
Yhteensd 3120 12,05

Lineaarisuus

Tiedot on tuotettu 1-5 ml:n plasmamadrasta verestd, jota on sdilytetty BD Vacutainer K2EDTA
Tube-, PAXgene Blood ccfDNA Tube- tai Streck CellFree DNA BCT -putkessa. Kaikkien
verindyteputkien osalta havaittin DNA:n tuoton lineaarinen kasvu (katso kuva 4). Lisgksi BD

Vacutainer K2EDTA Tube -putkien osalta sama havaittiin myds RNA:n suhteen.
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Plasma PAXgene Blood ccf DNA Tube -putkesta
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Kuva 4. DNA-kokonaistuoton lineaarinen kasvu (DNA:n kopiota / ml plasmanéytetté) eri plasmandytemadrilld. Esitetyt
PAXgene Blood ccfDNA Tube -putkesta ofettua plasmaa koskevat tiedot vastaavat BD Vacutainer K2EDTA Tube- (DNA/RNA)
ja Streck Cell-Free DNA BCT -putkissa sdilytettyjen plasmandytteiden tuloksia.

DNA-kopiota / ml plasmaa

o

Protokollien vastaavuus (Breeze- ja Classic-protokollat)

Suorituskyvyn vastaavuus Breeze- ja Classic-protokollissa madritettiin osoittamalla, ettd syklin
kynnysarvojen (Ct) keskiarvojen (RNA) tai kopioiden keskiarvoisten madrien millilitrassa (DNA)
erotusten 95 %:n luottamusraja asettui kummassakin vaihtelualueelle + 2 x keskihajonta (SD), kun
SD oli Classic-protokollan havaittu tarkkuus (viiteolosuhde). Tahan kaytettiin sarjasta kolmea eri

erdd, ja kokeet suoritti kolme eri kayttgjaa.

Breeze-protokollan osalta tuotettujen Ctarvojen kokonaistarkkuus (SD) oli pienempi kuin Classic-
protokollan kokonaistarkkuuden (SD) kaksipuolisen 95 %:n ennustevdlin ylaraja, kun ennustevali
laskettiin tutkimuksessa kayttamalla Classic-protokollasta saatuja tietoja (n=143) seka kayttamalla

tutkimuksen Breeze-protokollan tietopisteiden maaraa (n=144).
Hairitsevat aineet

Naytteeseen voi tulla hdiritsevid aineita erilaisista |&hteistdé — ne voivat olla luonnollisia
metaboliitteja, padtyd ndytteeseen potilaan hoidon aikana tai olla perdisin aineista, joita potilas
on nauttinut. QlAamp DSP Circulating NA Kit -sarjan osalta testattiin - endogeenisina
komponentteina hemoglobiini, triglyseridit, EDTA, kofeiini, albumiini, konjugoitunut bilirubiini ja
konjugoitumaton bilirubiini. Mitaan hairidita ei havaittu kaytettdessd qPCR-estia mydhempand
sovelluksena. Liscksi ndytteen kasittelyn ja nukleiinihappojen uuttamisen aikana ei havaittu
mydskadan hairisita, jotka olisivat johtuneet QlAamp DSP Circulating NA Kit -sarjan omista
komponenteista (proteinaasi K, puskuriaineet Buffer ACL, Buffer ACB, Buffer ACWI ja
Buffer ACW?2 seka etanoli).
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Mahdollisten héiritsevien aineiden moninaisuuden ja tfieftyjen mydhempien sovellusten erilaisten
herkkyyksien takia suosittelemme, ettd kayttdja arvioi hdiritsevien aineiden vaikutuksen oman
tydnkulkunsa perusteella ja validoi omat tarkkailumenetelmdnsd mydhemmdn diagnostisen

sovelluksen hairididen varalta.
Lisatietoja hairitsevistd aineista eri QIAGEN®-sovelluksissa saat vastaavien sarjojen kasikirjoista.
Ristikontaminaatio

Ristikontaminaatiotason arvioimiseksi 5 ml:n ja 2 ml:n ihmisen veriplasmanéytteisiin lisattiin 10°
kopiota HB-virusta (positiiviset ndytteet), ja niille tehtiin eristamistoimenpide virusta sisaltémattdmien
ndytteiden (negatiiviset ndytteet] vieressd ruudukkomaisessa asetelmassa, jossa ajettiin vuorotellen
eristdmisajoja pelkille negadtiivisille néytteille (eristyksen siscisten sek& eristysten vélisten ajojen
ristikontaminaation arvioimiseksi). Tutkimuksessa pyrittiin jdljittelemadn tilannetta, jossa suuren
mé&dran nukleiinihappokohdemolekyylejé sisdltévat ndytteet voivat ristikontaminoida muut ndytteet
uuttamistoimenpiteen  aikana.  Nukleiinihappojen  puhdistus  suoritettiin ~ kayttamalla  yhta
reagenssierdd. Ristikontaminaatio arvioitiin kayttamalla arfus® HBV RG CE PCR Kit -sarjaa.

Tuloksissa ei nakynyt ristikontaminaatiota koko jarjestelmassa.
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Huomautukset
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Muutoshistoria

Paivays Muutokset

R1 Ensimmdinen versio

09/2019

R2 DNA:n osalta testatun eluaatin vakauden edellyttamat sailytysolosuhteet korjattu:
08/2021

Sailytys =30...—15 °C:n ja =90...-65 °C:n l&émpétiloissa on mahdollista 12 kuukauden
ajan.

RNA:n osalta testatun eluaatin vakauden edellyttémét sailytysolosuhteet korjattu:

Séilytys =30...=15 °C:n ja =90...-65 °C:n lampétiloissa on mahdollista 6 kuukauden
ajan.

Korjattu virhe suorituskykytiedoissa: RNA:n séilytystd huoneenlémpétilassa (15-25 °C) ei
ole testattu.

Tarkkuustutkimuksen tiedot taulukon 1 SD- ja CV-sarakkeissa korjattu.

Voimassa olevat

lisenssitiedot  ja  tuotekohtaiset vastuuvapauslausekkeet ovat saatavilla

tuotekohtaisista QIAGEN-sarjojen kéyttdoppaista tai kasikirjoista. QIAGEN-sarjojen kasikirjat ja

kéyttdoppaat ovat saatavilla osoitteesta www.qgiagen.com, tai niitd voi tiedustella QIAGENin

teknisesta palvelusta tai paikalliselta jalleenmyyijalta.

Tavaramerkit: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, artus®, GeneRead®, GeneReader™ (QIAGEN-konserni); 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 tai sen tytdryhtist).

HB-0466-D01-002 © 2021 QIAGEN, kaikki oikeudet pidétetddn.
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