Efektyvumo charakteristikos
,QlAamp® DSP Circulating NA Kit“, 1 versija, 61504

Versijy valdymas

ce A PrieS  vykdydami testg, patikrinkite, ar svetaingje

www.giagen.com, ieSkant pagal gaminio numerj ir gaminio

iSteklius, yra naujy pataisyty elektroninio zenklinimo leidimy.

Bendras jvadas

.QlAamp DSP Circulating NA Kit* yra sistema, kuri naudodama silicio dioksido membranos
technologijg (,QlAamp* technologijg) atskiria ir iSgrynina cirkuliuojancia nelasteline (ccf) DNR ir
RNR i§ Zmogaus kraujo plazmos méginiy.

Sis gaminys skirtas naudoti tik specialistams, pavyzdZiui, technikams ir gydytojams,

susipazinusiems su molekulinés biologijos metodais.

.QlAamp DSP Circulating NA Kit" yra skirtas tik in vitro diagnostikai.
ISgryninty nukleortgsciy (NR) iSeiga

Plazmos méginiuose gali susidaryti didelés iSgryninty nukleorigsciy iSeigos variacijos. Todél
naudotojai savo laboratorijose turéty optimizuoti plazmos jvestj ir eliuavimo tdrj konkre€iam

taikiniui bei pasrovinio pritaikymo procedidroms.

Jei rinkinys naudojamas kartu su ,QIAGEN®* pasrovinio pritaikymo procediromis, vadovaukités
atitinkamame vadove pateiktomis instrukcijomis.

Pasrovinio pritaikymo procedury analizé

Nukleortgstys, atskirtos naudojant ,QlAamp DSP Circulating NA Kit*, yra paruostos naudoti jvairiose
pasrovinio pritaikymo procedirose. Siekiant jvertinti efektyvumg, nukleoriigstys buvo atskirtos nuo
vieno donoro Zmogaus kraujo plazmos naudojant tris skirtingus kraujo surinkimo mégintuvélius (,BD
Vacutainer® K2EDTA Tube*, ,Becton Dickinson®; ,PAXgene® Blood ccfDNA Tube®, ,PreAnalytiX* ir
.Streck® Cell-Free DNA Blood Collection Tube (BCT)®, ,Streck; n=24 donorai kiekvienam
meégintuvéliui). Eliuatai iS méginiy su 1 ml plazmos jvestimi buvo tiriami dél RNR (tik ,BD Vacutainer
K2EDTA Tube" mégintuvélio plazmoje, 2 pav.) naudojant kiekybinio nustatymo PGR (QPGR, 1A pav.),
laselinj skaitmeninj PGR (ddPGR, 1B pav.) bei atvirkstinés transkripcijos gPGR (RT-gPGR).
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1 pav. Vieno donoro plazmos qPGR ir ddPGR (,,Bio-Rad®“) palyginimas (1 ml jvestis)

cfRNR 1 ml plazmos — beta-aktino RT-PGR
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2 pav. Nelastelinés RNR aptikimas vieno donoro plazmoje (1 ml jvestis), naudojant atvirkstinés transkripcijos qQPGR
tyrima zmogaus beta-aktino genui (293 bp fragmento ilgis).
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Naujos kartos sekoskaitos (angl. ,Next-Generation Sequencing“, NGS) analizés atveju buvo
sugeneruoti eliuatai iS meginiy su 5 ml tdrio plazmos jvestimi (,BD Vacutainer K2EDTA Tube",
.PAXgene Blood ccfDNA Tube“ ir ,Streck Cell-Free DNA BCT", n=8 donorai kiekvienam
mégintuvéliui). Bendroji 5 ml plazmos DNR iSeiga svyravo nuo 50 iki 150 ng DNR, aptiktos
naudojant ,,Qubit® HS dsDNA" tyrimg. NGS analizé buvo atlikta naudojant ,GeneRead®" ,QIAact
Actionable Insights Tumor Panel” ir ,GeneReader™* sistema. Visi méginiai buvo sékmingai
pagausinti, taip pat buvo sugeneruotos bibliotekos. >98 % sugeneruoty rodmeny buvo susieti su
Zmogaus genomu, o >99,8 % pozicijy dominanciuose regionuose baziné apreptis buvo =500x.

Abiejy nukleortgsciy rasiy (DNR ir RNR) atveju buvo sékmingai pritaikyta pasroviné technologija
(3 pav.)

qPGR ddPGR RT-qPGR NGS

K2EDTA v v v v
,PAXgene* v v netirtas v
~Streck” \/ \/ netirtas ‘/

3 pav. Sékmingas atskirty nukleoriig$éiy naudojimas su jvairiomis pasrovinio pritaikymo procediromis.

Naudotojas turi optimizuoti plazmos jvestj ir eliuavimo tarj tikslinei molekulei ir visoms toliau
laboratorijoje atliekamoms procediroms arba vadovautis konkreciomis atitinkamo pasrovinio
pritaikymo procediromis.

Eliuato stabilumas

Eliuato stabilumas priklausys nuo atskirtos nukleortgsties turinio ir tipo, eliuavimo tirio bei laikymo
salygy. Naudotojams rekomenduojame nustatyti eliuato stabilumg pagal jy konkrecius poreikius.

Buvo atlikti eliuato stabilumo tyrimai dél DNR ir eliuaty, gauty i§ Zmogaus plazmos, sugeneruotos
naudojant ,BD Vacutainer K2EDTA Tube® mégintuvélj (,Becton Dickinson®) ir stabilizuojancius
kraujo surinkimo mégintuvélius (,PAXgene Blood ccfDNA Tube® ir ,Streck Cell-Free DNA BCT").
Eliuatai buvo laikomi temperatiroje nuo —30 iki =15 °C ir nuo —90 iki —65 °C. Nebuvo pastebéta
jokio jy biklés pablogéjimo iki 12 ménesiy. Eliuatai, laikyti temperatiroje nuo 2 iki 8 °C ir kambario
temperatdroje (nuo 15 iki 25 °C), buvo stabilGs iki 48 val. Visos sglygos buvo jvertintos naudojant
qPGR, nukreiptg j Zmogaus 18S rDNR gena.

Buvo atlikti eliuato stabilumo tyrimai dél RNR ir eliuaty, gauty i§ Zmogaus plazmos, sugeneruotos
naudojant ,BD Vacutainer K2ZEDTA Tubes® mégintuvélius (,Becton Dickinson®). Eliuatai buvo
laikomi temperattroje nuo —30 iki —15 °C ir nuo —90 iki —65 °C. Nebuvo pastebéta jokio jy biklés
pablogéjimo iki 6 ménesiy. Eliuatai, laikyti temperatiroje nuo 2 iki 8 °C, buvo stabills iki 48 val.
Visos sglygos buvo jvertintos naudojant RT-gPGR, nukreiptg j Zmogaus beta-aktino gena.

Jei rinkinys naudojamas kartu su ,QIAGEN® pasrovinio pritaikymo procedidromis, vadovaukités
atitinkamo rinkinio vadovo instrukcijomis.
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NR atskyrimo tikslumas

Tikslumas buvo jvertintas naudojant zmogaus plazma, o sglygos buvo jvertintos naudojant gPGR,

nukreiptg j Zzmogaus 18S rDNR gena.

Eksperimentinj tyrima sudaré 12 gryninimo procediry su 12 pakartojimy (viso 144 gryninimai).
Gryninimo procediras atliko trys skirtingi operatoriai per tris skirtingas dienas, naudojant tris
skirtingus instrumentus ir tris skirtingas ,,QlAamp DSP Circulating NA Kit* partijas. Standartinis
nuokrypis (SN) ir variacijos koeficientas (VK) buvo nustatyti kiekvienam atskiram parametrui ir
bendram ,QlAamp DSP Circulating NA Kit* rinkinio kintamumui (i8 viso) (1 lentelé).

1 lentelé. Tikslumo rezultatai

Tikslumas
Parametras Vidurkiy kopijos / ml SN VK (%)
Kiekvienas tyrimas 461 1,78
Kiekvienas operatorius 1392 5,38
Kiekvienas instrumentas 228 0,88
25894
Kiekviena diena 2096 8,09
Kiekviena partija 969 3,74
15 viso 3120 12,05

TiesiSkumas

Duomenys buvo sugeneruoti i§ méginiy su 1-5 ml tario plazmos jvestimis, naudojant kraujg laikomag
,BD Vacutainer K2EDTA Tubes", ,PAXgene Blood ccfDNA Tubes" ir ,Streck Cell-Free DNA BCT".
Visuose kraujo surinkimo mégintuvéliuose buvo nustatytas tiesinis DNR iSeigos padidéjimas
(zr. 4 pav.); taip pat buvo ir RNR atveju ,BD Vacutainer K2EDTA Tubes" mégintuvéliuose.

Plazma i$ ,PAXgene” kraujo nelgstelinés
DNR mégintuvélio
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4 pav. Tiesinis bendros DNR iSeigos padidéjimas (DNR kopijos / ml plazmos jvestis) pagal skirtingus plazmos
ivesties tarius. Pavaizduoti plazmos, sugeneruotos i$ ,,PAXgene Blood ccfDNA Tube“ mégintuvélio, duomenys ir
atitinkami plazmos, gautos i$ ,BD Vacutainer K2EDTA Tube“ (DNR/RNR)ir , Streck Cell-Free DNA BCT“ nelastelinés
DNR kraujo surinkimo mégintuvéliy, rezultatai.
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Protokolo lygiavertiSkumas (supaprastintasis / klasikinis protokolai)

Buvo nustatytas supaprastintojo ir klasikinio protokoly efektyvumo lygiavertiSkumas parodant,
kad atitinkama skirtumy tarp Ct reik§més vidurkio (RNR) arba vidurkio kopijy / ml (DNR) 95 %
patikimumo riba buvo = 2 x SD intervale, kai SD yra nustatytas klasikinio protokolo tikslumas

(etaloniné salyga). Buvo panaudotos trys rinkiniy partijos, o eksperimentus atliko trys operatoriai.

Supaprastintojo protokolo atveju sugeneruoty Ct reik8miy bendrasis tikslumas (SD) buvo
mazesnis nei bendrojo tikslumo (SD) dvipusio 95 % prognozuojamo intervalo virSutiné riba
klasikinio protokolo atveju, kai prognozuojamas intervalas tyrimo metu buvo apskaiCiuotas
naudojant duomenis i§ klasikinio protokolo (n=143) ir naudojant kelis duomeny taskus

supaprastintajam protokolui (n=144).
Trukdancios medziagos

Trukdancios medziagos gali atsirasti i$ jvairiy Saltiniy, pvz., natdraliy metabolity, pacienty gydymo
metu patekusiy medziagy arba paciento nuryty medziagy. ,QlAamp DSP Circulating NA Kit"
rinkinio atveju hemoglobinas, trigliceridai, EDTA, kofeinas, albuminas, konjuguotas bilirubinas ir
nekonjuguotas bilirubinas buvo i8tirti kaip endogeniniai komponentai. Taikant gPGR kaip
pasrovinio pritaikymo proceddrg trukdziy nebuvo aptikta. Be to, méginiy apdorojimo ir
nukleorigsties ekstrahavimo metu nebuvo nustatyta jokiy trukdziy, kuriuos galéty sukelti
»,QlAamp DSP Circulating NA Kit“ rinkinio komponentai (proteinazé K, ,Buffer ACL", ,Buffer ACB*,
.Buffer ACW1", ,Buffer ACW2" ir etanolis).

Dél potencialiy trukdanciy medziagy kompleksiSkumo ir jvairaus konkreciy pasrovinio pritaikymo
procediry jautrumo naudotojams rekomenduojame jvertinti trukdanciy medziagy poveikj pagal
konkrecig jy darbo eiga ir pasitvirtinti trukdziy valdymo metodg atliekant konkrecias diagnostines
pasrovinio pritaikymo proceddras.

Daugiau informacijos apie trukdanéias medziagas atliekant konkrecias ,QIAGEN® pasrovinio

pritaikymo procediras pateikta atitinkamy rinkiniy vadovuose.
KryZzminé tarSa

Siekiant jvertinti kryZminés tarSos lygj, j méginius su 5 ml arba 2 ml tdrio plazma (teigiamus
méginius) buvo jmaiSyta 10° HBV viruso kopijy ir jie buvo izoliuoti greta méginiy be viruso
(neigiamy méginiy) bei iSdéstyti Sachmaty tvarka, pakaitomis atliekant ekstrahavimo procediras
tik su neigiamais meéginiais (siekiant jvertinti kryzmine tar$a partijy viduje ir tarp partijy). Tyrimu
buvo siekiama imituoti situacija, kai méginiai, kuriuose yra daug nukleoragsties tiksliniy molekuliy,
gali kryZminiu badu uztersti kitus méginius atliekant ekstrahavimo procedira. NR gryninimas buvo
atliktas naudojant vieng reagenty partijg. KryZminé tar$a buvo jvertinta naudojant ,artus® HBV

RG CE PCR Kit" rinkinj. Rezultatai neparodé jokios kryZminés tarSos visoje sistemoje.
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Pastabos
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Perzilros istorija

Data Keitimai

R1 Pradinis leidimas

09/2019

R2 Perziarétos méginiy, skirty eliuato stabilumo tyrimams dél DNR, laikymo saglygos:
08/2021 galima laikyti nuo —30 iki —15 °C ir nuo —90 iki —65 °C temperataroje iki 12 mén.

Perzidrétos meéginiy, skirty eliuato stabilumo tyrimams dél RNR, laikymo salygos:
galima laikyti nuo —30 iki —15 °C ir nuo —90 iki —65 °C temperataroje iki 6 mén.
IStaisyta klaida efektyvumo lape: RNR laikymas nebuvo iSbandytas kambario
temperataroje (15-25 °C).

IStaisyti tyrimo tikslumo duomenys SN ir VK stulpeliuose, 1 lenteléje.

Naujausia informacija apie licencijavima ir tam tikry gaminiy garantiniy jsipareigojimy ribojima
pateikta atitinkamame QIAGEN rinkinio vadove arba naudotojo vadove. QIAGEN rinkiniy vadovai
ir naudotojo vadovai pateikiami svetainéje www.giagen.com arba galite jy paprasyti QIAGEN

techninés priezitros skyriaus ar vietinio platintojo.

Prekiy Zenklai: ,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* arba jos
dukterinés jmonés).

HB-0466-D01-002 © 2021 QIAGEN. Visos teisés saugomos.
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