Veiktspéjas raksturojums

QlAamp® DSP Circulating NA Kit, 1. versija 61504

Versiju parvaldiba

ce A Pirms testa veik8anas parliecinieties, vai  vietné

www.giagen.com saistiba ar produkta numuru un resursiem

nav pieejamas jaunas elektroniska markéjuma versijas.

Visparigs ievads

QlAamp DSP Circulating NA Kit ir sisttma, kura tiek izmantota kvarca membranu tehnologija
(QlAamp technology) cirkuléjoSu, DNS un RNS nesaturoSu Sdnu (circulating, cell-free, ccf)

izdali8anai un attiriSsanai no cilvéka asins plazmas paraugiem.

So produktu ir paredzéts lietot kvalificétiem specialistiem, pieméram, tehnikiem un arstiem,

kuriem ir zinaSanas molekulari biologisko metoZu izmanto$ana.

QlAamp DSP Circulating NA Kit sistéma ir paredzéta lietoSanai in vitro diagnostika.
Attiritu nukleinskabju (Nucleic Acid, NA) iznakums

Plazmas paraugi var uzradit izteiktu variabilitati attieciba uz attiritu nukleinskabju iznakumu.
Tadeé| lietotajiem specifiskd mérka sasniegSanai konkrétaja laboratorija ir javeic plazmas ievades

un eluata tilpuma, ka arT lejupveérsta lietojuma optimizacija.

Ja komplektu izmanto kopa ar QIAGEN® lejupvérsto lietojumu, instrukcijas skatiet attiecigaja

rokasgramata.
Lejupvérsto lietojumu analize

NukleTnskabes, kas izolétas ar QlAamp DSP Circulating NA Kit, ir gatavas izmanto$anai dazados
lejupvérstajos lietojumos. Lai izvértétu veiktspé&ju, nukleinskabes no individuala donora cilvéka
asins plazmas tika izolétas, izmantojot tris dazadus asins paraugu savakSanas stobrinus (BD
Vacutainer® K2EDTA Tube, Becton Dickinson®; PAXgene® Blood ccfDNA Tube, PreAnalytiX;
Streck® Cell-Free DNA Blood Collection Tube (BCT)®, Streck; donoru skaits katra n=24). 1 ml
tilpuma plazmas ievades eluati tika testéti, izmantojot kvantitativo PCR metodi (QPCR, 1. attélsA),
pilienu digitdlo PCR metodi (ddPCR, 1. attélsB), ka arT atgriezenisko transkripciju qPCR
(RT-gPCR) RNS noteik3anai (tikai BD Vacutainer K2EDTA Tube plazma, 2. attéls).
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1. attéls. Individuala donora plazmas (1 ml ievades tilpums) salidzinajums, nosakot ar gPCR un ddPCR metodi (Bio-Rad®)

cfRNA 1 ml plazma — beta-aktins
RT-PCR K2EDTA
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2. attéls. BezSunu RNS noteikSana individuala donora plazma (1 ml ievades tilpums), izmantojot atgriezeniskas
transkripcijas qPCR analizi cilvéka beta-aktina géna (fragmenta garums 293 bp) noteikSanai.
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Jaunakas paaudzes sekvencéSanas (Next Generation Sequencing, NGS) analizei tika generéti
eluati no 5 ml plazmas ievades tilpuma (BD Vacutainer K2EDTA Tube, PAXgene Blood ccfDNA
Tube un Streck Cell-Free DNA BCT; donoru skaits katra n=8). Kopg&jais DNS iznadkums 5 ml
plazmas parauga bija 50-150 ng DNS diapazona, nosakot ar Qubit® HS dsDNA analizi. NGS
analizes tika veiktas, izmantojot GeneRead® QlAact Actionable Insights Tumor Panel un
GeneReader™ sistému. Visi paraugi tika sekmigi bagatinati, un tika generétas bibliotékas.
>98% nolasito generéto datu tika izmantoti cilvéka genoma kartéSanai, un interesi raiso$os
regionos >99,8% poziciju nodrosinajums bija =2500x.

Abiem nukleTnskabju veidiem (DNS un RNS) tika demonstréts sekmigs lejupvérsto tehnologiju
lietojums (3. attéls).

gPCR ddPCR RT-qgPCR NGS

K2EDTA v v v
PAXgene \/ \/ nav testéts ‘/
Streck \/ \/ nav testéts ‘/

3. attéls. Sekmiga izoléto nukleinskabju izmanto$ana dazados lejupvérstajos lietojumos.

Lietotajam ir javeic plazmas ievades un eluata tilpuma optimizacija saistiba ar konkréto mérka
molekulu un visam turpmakajam procediram, ko izmanto konkrétaja laboratorija vai kas attiecas

uz lejupvérsta lietojuma specifisko veiktspéju.

Eluata stabilitate

Eluata stabilitdte ir atkariga no izoléto nukleinskabju sastava un veida, eluata tilpuma un
glabasanas apstakliem. Lietotajiem ieteicams noskaidrot eluata stabilitati atbilstoSi vinu Tpasajam
vajadzibam.

Tika parbaudrtta DNS un to eluatu stabilitate, kas iegdti no cilvéka asins plazmas, kura generéta
no BD Vacutainer K2EDTA Tube (Becton Dickinson) un stabilizéta asins paraugu savak$anas
stobrinos (PAXgene Blood ccfDNA Tube un Streck Cell-Free DNA BCT). Eluati tika glabati
temperatira no —-30 ldz —15 °C un no -90 lidz —65 °C. Glabajot Iidz 12 méneSiem, netika
novérota bojasanas. Glabajot 2—8 °C temperatira un istabas temperatira (15-25 °C), eluati bija
stabili ITdz pat 48 stundam. Visi nosacijumi tika novértéti, kd gqPCR mérka génu izmantojot cilvéka
18S rDNS génu.

Tika parbaudita RNS un to eluatu stabilitate, kas ieglti no cilvéka plazmas, kura generéta
BD Vacutainer K2EDTA Tube sistémas (Becton Dickinson). Eluati tika glabati temperatdra
no —-30 Iidz —15 °C un no —90 Iidz —65 °C. Glabajot Ildz 6 méneSiem, netika novérota bojasanas.
Glabajot 2—8 °C temperatira, eluati bija stabili ITdz pat 48 stundam. Visi nosacijumi tika novértéti,
ka RT-qPCR mérka génu izmantojot cilvéka beta-aktina génu.
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Ja komplektu izmantojat kopa ar QIAGEN lejupvérstajiem lietojumiem, instrukcijas skatiet

attiecigaja komplekta rokasgramata.
NukleTnskabju izoléSanas precizitate

Precizitate tika izvértéta, izmantojot cilvéka plazmu, un nosacijumi tika novértéti, k qPCR mérka

génu izmantojot cilvéka 18S rDNS génu.

Eksperimentala iestatiSana ietvéra 12 izdaliSanas ciklus ar 12 replikacijas variantiem katra (kopa
144 izdali$anas ciklus). Izdali§anas ciklus sagatavoja tris dazadi operatori tris dazadas dienas ar
trim dazadiem instrumentiem, izmantojot tris dazadas QlAamp DSP Circulating NA Kit partijas.
Tika noteikta katra atseviskd QlAamp DSP Circulating NA Kit parametra un visparigas (kop&jas)
variabilitdtes standartnovirze (Standard Deviation, SD) un variacijas koeficients (Coefficient of
Variation, CV) (1. tabula).

1. tabula. Precizitates rezultati

Precizitate

Parametrs Vidgjais kopiju skaits/ml SD CV (%)
No apstrades cikla vz 461 1,78
apstrades ciklu

No operatora uz operatoru 1392 5,38
No ierices uz ierici 25894 228 0,88
No dienas lidz dienai 2096 8,09
No partijas lidz partijai 969 3,74
Kopa 3120 12,05
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Linearitate

Dati tika generéti 1-5ml plazmas ievades tilpumam no asinim, kas uzglabatas BD
Vacutainer K2ZEDTA Tube, PAXgene Blood ccfDNA Tube un Streck Cell-Free DNA BCT
sisttmas. Visam BCT sisttmam tika novérots linears DNS izndkuma pieaugums (skatiet
4. attélu); BD Vacutainer K2EDTA Tube sistémam tas bija arTt RNS gadijuma.

Plazma no PAXgene Blood ccf DNA Tube
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4. attéls. Linearais kopéja DNS pieauguma iznakums (DNS kopijas/ml plazmas ievades tilpums) dazadiem plazmas
ievades tilpumiem. Tas plazmas dati, kas generéta no PAXgene Blood ccfDNA Tube, uzradijusi ekvivalentus
rezultatus plazmas datiem, kas iegiita no BD Vacutainer K2EDTA Tube (DNS/RNS) un Streck Cell-Free DNA BCT
sistémas.

Protokoléta ekvivalence (Breeze/klasiskie protokoli)

Veiktspéjas ekvivalence, kas noradita Breeze protokola un klasiskaja protokol3, tika noteikta,
paradot, ka atbilsto8a vidéjas Ct véertibas (RNS) vai vidéja kopiju/ml (DNS) raditaja atSkiribas 95%
ticamibas robeza bija +2x SD, ja SD atbilst klasiskaja protokola novérotajai precizitatei
(atsauces nosacijums). Tika izmantotas tris komplekta partijas, un eksperimentus veica tris

operatori.

Breeze protokolam generéta Ct vértibu kopéja precizitate (SD) bija mazaka, salidzinot ar 95%
divpuséja ticamibas intervala augs$éjo robezveértibu attieciba uz klasiskaja protokola esoso kopé€jo
precizitati (SD), kur ticamibas intervals tika aprékinats pétijuma gaitd, izmantojot klasiska
protokola datus (n=143) un izmantojot noteiktu skaitu datu punktu pétijuma Breeze protokola
(n=144).
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Interferéjosas vielas

Potenciali interferéjoSas vielas var rasties no dazadiem avotiem, pieméram, no dabigiem
metabolitiem, vielam, kas ievaditas pacienta arstéSanas laika, vai vielam, ko pacients ir lietojis
iekSkigi. QlAamp DSP Circulating NA Kit sisttma hemoglobins, trigliceridi, EDTA, kofelns,
albumins, konjugétais bilirubins un nekonjugétais bilirubins tika testéti kd endogénie komponenti.
Izmantojot qPCR ka lejupvérsto lietojumu, interference netika konstatéta. Turklat interference no
QlAamp DSP Circulating NA Kit komponentiem (Proteinase K, Buffer ACL, Buffer ACB, Buffer
ACW1, Buffer ACW2 un etanola) paraugu apstrades un nukleinskabju ekstrakcijas laika netika
konstatéta.

Potenciali interferéjoSu vielu komplicétibas un atSkirigas specifiskas lejupvérsto lietojumu jutibas
dél lietotajiem ir ieteicams novertét to interfergjoso vielu iedarbibu, kas specifiskas darbplasmai,
un validét interferences kontroles metodi So vielu specifiskaja diagnostiskaja lejupvérstaja

lietojuma.

Lai iegltu papildinformaciju par interferéjosam vielam specifiskajos QIAGEN® lejupvérstajos

lietojumos, skatiet attiecigas komplekta rokasgramatas.

Krusteniska kontaminacija

Lai novértétu krusteniskas kontaminacijas pakapi, 5 ml vai 2 ml cilvéka asins plazmas tika
pievienots 10° HBV virusa kopiju (pozitivi paraugi) un tika izoléts blakus virusus nesaturo$iem
paraugiem (negativi paraugi) kontrolplates iestatijuma parmainus ar ekstrakcijas cikliem, kuros ir
tikai negativi paraugi (lai novértétu intraekstrakcijas un interekstrakcijas ciklu krustenisko
kontaminaciju). P&tijuma meérkis bija imitét situaciju, kur paraugi, kas satur augstas pakapes
nukleTnskabes mérka molekulas, ekstrakcijas procediras laika var krusteniski kontaminét citus
paraugus. NukleTinskabju izdali$ana tika veikta, izmantojot vienu reagentu partiju. Krusteniska
kontaminacija tika novértéta, izmantojot artus® HBV RG CE PCR Kit. Rezultati uzradija
krusteniskas kontaminacijas neesamibu visa sistéma.
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Piezimes
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Parskatijumu vésture

Datums Izmainas

R1 Sakotnéjais izdevums

09/2019

R2 Parskatiti uzglabasanas nosacijumi, lai nodrosinatu eluata stabilitati, parbauditi
08/2021 attieciba uz DNS:

Temperattra no —30 Ilidz =15 °C un no -90 lidz -65 °C var uzglabat lldz 12 ménesiem.

Parskatiti uzglabasanas nosacijumi, lai nodrosinatu eluata stabilitati, parbauditi
attieciba uz RNS:

Temperattra no —30 I1dz =15 °C un no -90 Iidz —65 °C var uzglabat [T[dz 6 ménesiem.

Labota kluda veiktspéjas lapa: RNS uzglabaSana nav testéta istabas temperatira
(15-25 °C).
Korigéti precizitates dati kolonnas SD un CV 1. tabula.

Jaunako informaciju par licencéSanu un produktu juridiskas atrunas skatiet attiecigda QIAGEN

komplekta rokasgramata vai lietotaja instrukcija. QIAGEN komplektu lietotaja rokasgramatas un

lietotaja instrukcijas ir pieejamas www.qiagen.com, ka art tas var pieprasit QIAGEN tehniska

atbalsta centros vai pie vietéjiem precu izplatitajiem.

Pre¢u zimes: 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 vai ta filiales).

HB-0466-D01-002 © 2021 QIAGEN, visas tiesibas aizsargatas.
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