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Wprowadzenie ogolne

Zestaw QlAamp DSP Circulating NA Kit to system, ktory wykorzystuje technologie membrany krzemionkowej (technologia QlAamp) do

recznej izolacji i oczyszczania wolnokrgzgcego (circulating, cell-free, ccf) DNA i RNA z probek osocza krwi ludzkiej.

Produkt jest przeznaczony do stosowania przez profesjonalnych uzytkownikéw, takich jak technicy i lekarze przeszkoleni w zakresie

technik biologii molekularne;.

Zestaw QlAamp DSP Circulating NA Kit jest przeznaczony do diagnostyki in vitro.
Uzysk oczyszczonych kwasow nukleinowych (Nucleic Acid, NA)

W przypadku probek osocza uzysk oczyszczonych kwaséw nukleinowych moze by¢ bardzo rézny. Z tego wzgledu uzytkownicy powinni
przeprowadzi¢ optymalizacje wejsciowej objetosci osocza oraz objetosci elucji dla wkasnego laboratorium, biorgc pod uwage okreslong

procedure docelowg oraz procedure wykonywang na dalszym etapie.

Jesli zestaw ten jest uzywany w potgczeniu z wykonywang na dalszym etapie procedurg opracowang przez firme QIAGEN®, nalezy

zapoznac sie z odpowiednig instrukcjg obstugi, aby uzyskaé¢ wskazowki.
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Analiza procedur wykonywanych na dalszym etapie

Kwasy nukleinowe wyizolowane za pomocg zestawu QlAamp DSP Circulating NA Kit sg gotowe do uzytku w réznych procedurach
wykonywanych na dalszym etapie. W celu oceny skutecznosci przeprowadzono serie izolacji kwaséw nukleinowych z prébek ludzkiego
osocza krwi pobranych od jednego dawcy, uzywajgc trzech réznych probowek do pobierania krwi (BD Vacutainer® K2EDTA Tube, Becton
Dickinson and Company; PAXgene® Blood ccfDNA Tube, PreAnalytiX GmbH; i Streck® Cell-Free DNA Blood Collection Tube (BCT)®,
Streck; w przypadku kazdej z probéwek n=24 dawcow). Przebadano eluaty otrzymane z osocza o wejsciowej objetosci rownej 1 ml,
wykonujgc ilosciowg reakcje PCR (quantitative PCR, qPCR, Ryc. 1A), emulsyjng reakcje PCR (digital droplet PCR, ddPCR, Ryc. 1B)
oraz reakcje gPCR z odwrotng transkrypcjg (Reverse Transcription gPCR, RT-gPCR) pod kgtem obecnosci RNA (wytgcznie osocze
przechowywane w probéwce BD Vacutainer K2EDTA Tube, Ryc. 2).

Uzysk cfDNA — 18S rDNA, qPCR,
K2EDTA
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Ryc. 1. Poréwnanie wynikéw otrzymanych dla osocza pobranego od jednego dawcy (objeto$é wejsciowa: 1 ml) miedzy testami qPCR i ddPCR (Bio-Rad®)
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cfRNA na 1 ml osocza — beta-aktyna, RT-PCR
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Ryc. 2. Wykrywanie pozakomérkowego RNA w osoczu pobranym od jednego dawcy (objetos¢ wejsciowa: 1 ml) za pomoca oznaczenia wykonywanego metoda
RT-gPCR, dla ktérego czasteczka docelowa jest ludzki gen beta-aktyny (fragment o diugosci 293 pz).

W celu wykonania analizy metodg sekwencjonowania nowej generacji (Next Generation Sequencing, NGS) uzyskano eluaty z osocza
o objetosci wejsciowej 5 ml (probéwka BD Vacutainer K2EDTA Tube, probéwka PAXgene Blood ccfDNA Tube i probéwka Streck Cell-
Free DNA BCT; w przypadku kazdej z probowek n=8 dawcéw). Catkowity uzysk DNA dla probek osocza o objetosci 5 ml okreslony za
pomoca oznaczenia Qubit® HS dsDNA miescit sie w zakresie miedzy 50 a 150 ng DNA. Analize NGS przeprowadzono za pomoca panelu
GeneRead® QlAact Actionable Insights Tumor Panel isystemu GeneReader®. Wszystkie probki zostaty pomysinie wzbogacone,
a biblioteki zostaty wygenerowane. Ponad 98% wygenerowanych odczytéw zostato zmapowanych do ludzkiego genomu, a >99,8%

sposréd pozycji w regionach zainteresowania miato pokrycie zasad =2500x.

Dla obu rodzajow kwaséw nukleinowych (DNA i RNA) wykazano pomysiny przebieg procedur wykonywanych na dalszym etapie (Ryc. 3).

qPCR ddPCR RT-qPCR NGS

K2EDTA v v v v
PAXgene v v nie v

badano

Streck 4 4 bag‘aeno 4

Ryc. 3. Pomysine uzycie wyizolowanych kwasow nukleinowych w réznych procedurach wykonywanych na dalszym etapie.

Uzytkownik powinien zoptymalizowa¢ wejsciowg objetos¢ osocza i objetosc¢ elucji, biorgc pod uwage czgsteczke docelowg oraz wszelkie
procedury wykonywane w laboratorium na dalszym etapie lub odnoszgc sie do parametrow skutecznosci swoistych dla okreslonej dalszej

procedury.
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Stabilnos¢ eluatu

Stabilno$¢ eluatu bedzie zaleze¢ od zawartosci oraz typu wyizolowanych kwaséw nukleinowych, objetosci elucji oraz warunkéw

przechowywania. Zalecamy okreslenie stabilnosci eluatéw odpowiednio do szczegélnych wymogow uzytkownika.

Stabilnos¢ eluatu przetestowano dla DNA oraz eluatéw otrzymanych z probek ludzkiego osocza pobranych do probéwek BD Vacutainer
K2EDTA Tube (Becton Dickinson and Company) oraz stabilizujgcych probowek do pobierania krwi (PAXgene Blood ccfDNA Tube
i Streck Cell-Free DNA BCT). Eluaty przechowywano w temperaturach od —30°C do -15°C oraz od -90°C do —-65°C. Nie zaobserwowano
degradacji materiatu przez okres przechowywania trwajgcy do 12 miesiecy. Eluaty przechowywane w temperaturze 2-8°C oraz
w temperaturze pokojowej (15-25°C) zachowywaty stabilno$¢ przez maksymalnie 48 godzin. Wszystkie warunki oceniono za pomocg

testu gPCR, dla ktérego czasteczkg docelowg byt ludzki gen 18S rDNA.

Stabilnos¢ eluatu przetestowano dla RNA oraz eluatéw otrzymanych z prébek ludzkiego osocza pobranych do probéwek BD Vacutainer
K2EDTA Tube (Becton Dickinson and Company). Eluaty przechowywano w temperaturach od -30°C do -15°C oraz od —90°C do —-65°C.
Nie zaobserwowano degradacji materiatu przez okres przechowywania trwajgcy do 6 miesiecy. Eluaty przechowywane w temperaturze
2-8°C zachowywaty stabilno$¢ przez maksymalnie 48 godzin. Wszystkie warunki oceniono za pomocg testu RT-gPCR, dla ktérego

czgsteczkg docelowg byt ludzki gen beta aktyny.

Jesli zestaw ten jest uzywany w potgczeniu z wykonywanymi na dalszym etapie procedurami opracowanymi przez firme QIAGEN, nalezy
zapoznac sie z instrukcjg obstugi odpowiedniego zestawu, aby uzyska¢ wskazowki.

Precyzja izolacji kwaséw nukleinowych

Precyzje oceniono przy uzyciu ludzkiego osocza, a warunki oceniono za pomoca testu qPCR, dla ktérego czgsteczkg docelowg byt ludzki
gen 18S rDNA.

W projekcie eksperymentu uwzgledniono 12 serii oczyszczania po 12 powtodrzen (facznie 144 oczyszczone probki). Serie oczyszczania
byly przeprowadzane przez trzech réznych operatoréw, w trzech réznych dniach, przy uzyciu trzech réznych aparatéw oraz trzech
réznych serii zestawu QlAamp DSP Circulating NA Kit. Dla kazdego pojedynczego parametru oraz dla zmiennosci ogolnej (fgcznej)
zestawu QlAamp DSP Circulating NA Kit okreslono odchylenie standardowe (Standard Deviation, SD) i wspoétczynnik zmiennosSci
(Coefficient of Variation, CV) (Tabela 1).

Tabela 1. Wyniki badania precyzji

Precyzja
Parametr Srednia liczba kopii/ml SD CV (%)
Miedzy seriami testu 461 1,78
Miedzy operatorami 1392 5,38
Miedzy aparatami 228 0,88
25 894
Miedzy dniami 2096 8,09
Miedzy seriami zestawu 969 3,74
tacznie 3120 12,05
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Liniowos¢

Otrzymano dane dla objetosci wejsciowej 1-5 ml osocza z krwi przechowywanej w probéwkach BD Vacutainer K2EDTA Tube, PAXgene
Blood ccfDNA Tube oraz Streck Cell-Free DNA BCT. Dla wszystkich probowek BCT zaobserwowano liniowy wzrost uzysku DNA (patrz
Ryc. 4); w przypadku probéwek BD Vacutainer K2EDTA Tube zaobserwowano to rowniez dla RNA.

Osocze z probowki PAXgene Blood ccfDNA
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Ryc. 4. Liniowy wzrost catkowitego uzysku DNA (kopie DNA/m| wej$Sciowej objetosci osocza) w przypadku réznych objetosci wejsciowych osocza. Przedstawiono
dane dla osocza przechowywanego w probéwkach PAXgene Blood ccfDNA Tube; réwnowazne wyniki otrzymano dla osocza przechowywanego w probéwkach BD
Vacutainer K2EDTA Tube (DNA/RNA) i Streck Cell-Free DNA BCT.

Rownowaznosc¢ protokotow (protokot Breeze/klasyczny)

Okreslono réwnowaznos¢ skutecznosci protokotu Breeze i protokotu klasycznego, wykazujac, ze odpowiedni 95-procentowy limit ufnosci
obliczony dla réznicy w $redniej wartosci Ct (RNA) lub $redniej liczbie kopii/ml (DNA) wynosit £2 x STD, przy czym STD to obserwowana
precyzja protokotu klasycznego (warunki odniesienia). Uzywano trzech serii zestawu, a eksperymenty przeprowadzato trzech

operatorow.
Precyzja catkowita (STD) wartosci Ct otrzymana dla protokotu Breeze byta nizsza niz goérny limit dwustronnego 95-procentowego

przedziatu predykcji dla precyzji catkowitej (STD) protokotu klasycznego, przy czym przedziat predykcji byt obliczony w obrebie badania
przy uzyciu danych z protokotu klasycznego (n=143) oraz przy uzyciu liczby punktéw danych dla protokotu Breeze (n=144) w badaniu.
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Substancje zaktocajgce

Substancje potencjalnie zaktdcajgce mogg pochodzi¢ z réznych zrédet, np. moga to by¢ naturalne metabolity, substancje wprowadzone
do ciata pacjenta podczas leczenia lub substancje spozyte przez pacjenta. Dla zestawu QlAamp DSP Circulating NA Kit przetestowano
nastepujace endogenne substancje: hemoglobina, tréjglicerydy, EDTA, kofeina, albumina, zwigzana bilirubina i niezwigzana bilirubina.
Nie zaobserwowano zadnych zaktécen testu qPCR, ktéry podczas tego badania reprezentowat procedure wykonywang na dalszym
etapie. Ponadto podczas przetwarzania prébek i izolacji kwaséw nukleinowych nie zaobserwowano zadnych zakiécen spowodowanych
przez sktadniki zestawu QlAamp DSP Circulating NA Kit (odczynniki Proteinase K, Buffer ACL, Buffer ACB, Buffer ACW1, Buffer ACW2

i etanol).

Ze wzgledu na ztozonos¢ substancji potencjalnie zaktdcajgcych i rézng czutosé konkretnych procedur wykonywanych na dalszym etapie,
zalecamy uzytkownikom ocene wptywu substancji zaktdcajgcych swoistych dla danego przeptywu pracy izwalidowanie metody

kontrolowania zaktéceh w konkretnej procedurze diagnostycznej wykonywanej na dalszym etapie.

Dalsze informacje na temat substancji zaktécajgcych dziatanie konkretnych procedur firmy QIAGEN wykonywanych na dalszym etapie
przedstawiono w odpowiednich instrukcjach obstugi zestawow.

Zanieczyszczenie krzyzowe

W celu oceny poziomu zanieczyszczenia krzyzowego do prébek ludzkiego osocza krwi o objetosci réwnej 5 lub 2 ml dodano wirusa HBV
w ilosci 105 kopii (probki pozytywne) i przeprowadzano izolacje réwnolegle z probkami niezawierajgcymi wirusa (probki negatywne)
w konfiguracji szachownicy, naprzemiennie z seriami izolacji, w ktérych znajdowaly sie tylko prébki negatywne (w celu oceny
zanieczyszczenia krzyzowego miedzy seriami izolacji oraz wewnatrz serii izolacji). Celem badania byto odwzorowanie sytuacji, w ktorej
podczas procedury izolacji probki zawierajgce wysokie stezenie docelowych czgsteczek kwasow nukleinowych mogg zanieczyscic
krzyzowo inne probki. Oczyszczanie kwasow nukleinowych (NA) przeprowadzono za pomocg jednej serii odczynnikdw.
Zanieczyszczenie krzyzowe oceniono za pomocg zestawu artus® HBV RG CE PCR Kit. Wyniki wykazaty, ze w catym systemie nie doszto

do zanieczyszczenia krzyzowego.
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Symbole

c € Ten produkt spetnia wymogi rozporzgdzenia europejskiego 2017/746 w sprawie
wyrobéw medycznych do diagnostyki in vitro.

IVD Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro

Numer katalogowy

u Producent

R R oznacza wydanie dokumentu Instrukcja uzycia (Parametry skutecznosci), an to
n

numer wydania
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Historia zmian dokumentu

Wydanie Opis

R1, czerwiec 2022 r. Aktualizacja dla wersji 2 zestawu QlAamp DSP Circulating Kit w celu zapewnienia
zgodnosci z rozporzgdzeniem IVDR

Dodano informacje o ,recznej” izolacji w czesci dotyczacej przeznaczenia. Nie
wprowadzono zmian danych dotyczgcych skutecznosci w poréwnaniu do wersji
1 zestawu.

Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczgce wytgczenia odpowiedzialnosci dla poszczegdlnych produktéw znajdujg sie w odpowiedniej
instrukcji obstugi lub podreczniku uzytkownika zestawu firmy QIAGEN. Instrukcje obstugi i podreczniki uzytkownika zestawéw QIAGEN

sg dostepne pod adresem www.qgiagen.com. Mozna je takze zamdwi¢ w serwisie technicznym lub u lokalnego dystrybutora firmy
QIAGEN.

Znaki towarowe: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, artus®, GeneRead®, GeneReader® (QIAGEN Group); Vacutainer® (Becton Dickinson and Company); Bio-Rad® (Bio-Rad Laboratories, Inc.); PAXgene® (PreAnalytiX GmbH); Streck®, Cell-

Free DNA BCT® (Streck Inc.); Qubit® (Thermo Fisher Scientific lub podmioty zalezne). Zastrzezonych nazw, znakéw towarowych itd. wykorzystywanych w niniejszym dokumencie, nawet jezeli nie zostaly wyraznie oznaczone jako zastrzezone,
nie mozna uwazaé za niechronione przepisami prawa.

06/2022 HB-3049-D01-001 © 2022 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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