Ydelseskarakteristika

QIAamp® DSP Circulating NA Kit, version 1 61504

Versionsstyring

ce A Kontrollér, hvilke nye reviderede udgaver aof elekironisk

meerkning der er tilgeengelige, p& www.qgiagen.com under

produkinummeret og produkiressourcer, inden testen udferes.

Generel introduktion

QlAamp DSP Circulating NA Kit er et system, der bruger silicamembran-baseret teknologi
(QIAamp-teknologi) til isolering og oprensning af cirkulerende, cellefri (circulating cell-free, ccf)

DNA og RNA fra humane blodplasmaprever.

Produktet er beregnet til brug af professionelle brugere, sésom laboratorieteknikere og leeger, der

er uddannet i molekylaerbiologisk teknik.
QIAamp DSP Circulating NA Kit er beregnet til in vitro-diagnostisk brug.
Udbytter af oprensede nukleinsyrer (Nucleic Acids, NA)

Plasmapraver kan udvise en stor varians i udbyttet af oprensede nukleinsyrer. Brugerne skal derfor
optimere plasmainputtet og elueringsmaengdent for deres specifikke malanvendelse og

efterfalgende anvendelse p& deres laboratorie.

Hvis kittet bruges sammen med en efterfelgende QIAGEN®-anvendelse, skal du se den relevante

handbog for vejledning.
Analyse of efterfalgende anvendelser

Nukleinsyrer, der er isoleret med QIAamp DSP Circulating NA Kit, er klar til brug i forskellige
efterfolgende anvendelser. For at evaluere ydelsen blev nukleinsyrer fra humant blodplasma fra
enkeltdonor isoleret ved hjeelp of tre forskellige prevetagningsrer (BD Vacutainer® K2EDTA Tube,
Becton Dickinson® PAXgene® Blood ccfDNA Tube, PreAnalytiX og Streck® Cell-Free DNA
Blood Collection Tube (BCT)®, Streck; n=24 donorer hver). Eluater fra 1 mL plasmainput blev testet
ved hjeelp af kvantitativ PCR (qPCR, figur 1A), digital drébepartikel:PCR (ddPCR, figur 1B) samt
revers transskription-qPCR (RT-gPCR) for RNA (kun BD Vacutainer K2EDTA Tube-plasma, figur 2).
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Figur 1. Sammenligning af enkeltdonorplasma (1 mL input) mellem qPCR og ddPCR (Bio-Rad®)
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Figur 2. Detektion af cellefri RNA i enkeltdonorplasma (1 mL input) ved brug af revers transskription-qPCR-analyse for human
beta-actin-genet (fragmentleengde pa 293 bp).

Ydelseskarakteristika QlAamp DSP Circulating NA Kit  08/2021



| forbindelse med Next Generation Sequencing (NGS)-analyse blev der genereret eluater fra 5 mlL
plasmainputvolumen (BD Vacutainer K2EDTA Tube, PAXgene Blood ccfDNA Tube og Streck
Cell-Free DNA BCT; n=8 donorer hver). Det samlede DNA-udbytte for 5 mL plasma 1& fra 50-150
ng DNA detekteret med Qubit® HS dsDNA-analysen. NGS-analysen blev udfert med GeneRead®
QlAact Actionable Insights Tumor Panel og GeneReader™-systemet. Alle praver blev beriget, og
der blev genereret biblioteker. >98 % af de genererede mdlinger blev mappet til det humane
genom, og >99,8 % af positionerne i interesseomréderne havde en basisdaekning p& 2500x.

For begge nukleinsyrer [DNA og RNA 3) blev der pavist succesfuld anvendelse of efterfalgende
teknologier (figur 3).

gPCR  ddPCR  RT-qPCR  NGS

K2EDTA v v v v
PAXgene \/ \/ ikke testet \/
Streck v v ikke testet v

Figur 3. Succesfuld brug of isolerede nukleinsyrer med forskellige efterfolgende anvendelser.

Brugerne skal optimere plasmainputtet og elueringsmaengden for deres mélmolekyle og eventuelle
efterfelgende fremgangsmader, der anvendes pd deres laboratorie, eller henvise til den specifikke

ydelse af den relevante efterfalgende anvendelse.

Eluat-stabilitet

Eluat-stabiliteten afhaenger af indholdet og typen af de isolerede nukleinsyrer, elueringsmaengden
og opbevaringsbetingelserne. Vi anbefaler, at brugerne etablerer den eluatstabilitet, der er

pdkraevet til deres situation.

Eluatstabiliteten blev testet for DNA og eluater udledt af human plasma genereret fra BD Vacutainer
K2EDTA Tube (Becton Dickinson) og stabiliserende pravetagningsrer (PAXgene Blood ccfDNA Tube
og Streck Cell-Free DNA BCT). Eluater blev opbevaret ved -30 til -15°C og =90 til -65°C. Der
blev ikke observeret nogen nedbrydning i op til 12 méneder. Eluater opbevaret ved 2-8°C og ved
stuetemperatur (15-25°C) var stabile i op til 48 timer. Alle betingelser blev vurderet ved hjzelp
gPCR mélrettet mod det humane 18S rDNA-gen.

Eluat-stabiliteten blev testet for RNA, og eluater udledt af human plasma blev genereret fra
BD Vacutainer K2EDTA Tubes (Becton Dickinson). Eluater blev opbevaret ved -30 til -15°C
og =90 1il -65°C. Der blev ikke observeret nogen nedbrydning i op til 6 méneder. Eluater opbevaret
ved 2-8°C var stabile i op til 48 timer. Alle betingelser blev vurderet ved hjzelp RT-qgPCR mdlrettet

mod det humane beta-actin-gen.
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Hvis kittet bruges sammen med en efterfalgende QIAGEN-anvendelse, skal du se den relevante

handbog for vejledning.
Praecision af NA-isolering

Praecision blev evalueret ved hjzelp af human plasma, og betingelserne blev vurderet ved hjzelp of

gPCR mélrettet mod det humane 18S rDNA-gen.

Preveopsaetningen bestod af 12 oprensningskersler med 12 gentagelser hver (i alt
144 oprensninger). Der blev arrangeret oprensningskersler med tre forskellige operaterer pé tre
forskellige dage med tre forskellige instrumenter, som brugte tre forskellige lots af QlAamp DSP
Circulating NA Kit. Standardafvigelsen (Standard Deviation, SD) og variationskoefficienten
(Coefficient of Variation, CV) blev fastsl&et for hver enkelt parameter og for den samlede variabilitet
for QlAamp DSP Circulating NA Kit (tabel 1).

Tabel 1. Pracisionsresultater

Praecision
Parameter Gns. antal kopier/ml SD CV (%)
Kersel til kersel 461 1,78
Operater til operater 1392 5,38
Instrument til instrument 228 0,88
25894
Dag til dag 2096 8,09
Lot il lot 969 3,74
| alt 3120 12,05
Linearitet
Data er blevet genereret for 1-5 mlL plasmainputvolumen fra blod opbevaret i BD

Vacutainer K2EDTA Tubes, PAXgene Blood ccfDNA Tubes og Streck Cell-Free DNA BCT'er. Der
blev for alle BCT'er observeret en linezer stigning i DNA-udbyttet (se figur 4), og for BD Vacutainer
K2EDTA Tubes var dette ogsé tilfseldet for RNA.
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Figur 4. Linezr stigning i det samlede DNA udbytte (DNA-kopier/ml plasmainput) for forskellige plasmainputvolumener. Data
for plasma genereret fra PAXgene Blood ccfDNA Tube er vist, men der er ekvivalente resultater for plasma udledt of BD
Vacutainer K2EDTA Tube (DNA/RNA) og Streck Cell-Free DNA BCT.

DNA-kopier/mL plasma

o

Protokolaekvivalens (breeze-protokol/klassisk protokol)

Der blev fastslaet sekvivalens i ydelsen mellem breeze-protokollen og den klassiske protokol ved at
pavise, at konfidensgraensen p& 95 % med hensyn til forskellen p& den gennemsnitlige Ct-vaerdi
(RNA) eller det gennemsnitlige antal kopier/ml (DNA) I& inden for + 2 x SD hvor SD er den
registrerede praecision for den klassiske protokol (referencebetingelse). Der blev brugt tre kits, og

tre operaterer udferte eksperimenterne.

Den samlede preecision (SD) for Ct-vaerdierne genereret for breeze-protokollen var mindre end den
gverste graense for det tosidede 95 % prognoseinterval for den samlede praecision (SD) for den
klassiske protokol. Prognoseintervallet i undersegelsen blev beregnet ud fra dataene fra den
klassiske protokol (n=143) og ud fra antallet af datapunkter for breeze-protokollen (n=144) i

undersggelsen.
Interfererende stoffer

Potentielt interfererende stoffer kan stamme fra forskellige kilder, f.eks. naturlige metabolitter, stoffer,
der er blevet indfert i forbindelse med patientbehandling, eller stoffer, patienten har indtaget. For
QIAamp DSP Circulating NA Kit blev heemoglobin, triglycerider, EDTA, koffein, albumin, konjugeret
bilirubin og ukonjugeret bilirubin testet som endogene komponenter. Der blev ikke konstateret
interferens ved efterfelgende anvendelse af gPCR. Der blev heller ikke konstateret interferens fra
komponenter af QlAamp DSP Circulating NA Kit (Proteinase K, Buffer ACL, Buffer ACB, Buffer ACW1,
Buffer ACW?2 og etanol) under prevebehandling og nukleinsyreekstraktion.

P& grund af kompleksiteten af potentielt interfererende stoffer og forskelle med hensyn til sensitivitet
for specifikke efterfalgende anvendelser anbefaler vi, at brugerne vurderer virkningen aof
interfererende stoffer, der er specifikke for deres egen arbejdsgang, og validerer en metode til

kontrol af interferens i deres specifikke efterfalgende diagnostiske anvendelser.
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Du kan f& flere oplysninger om interfererende stoffer i specifikke efterfalgende QIAGEN®-

anvendelser i de relevante kithédndbeger.
Krydskontaminering

For at vurdere krydskontamineringsniveauet blev 10° kopier af HBV-virus filsat i 5 mL eller 2 mL
humant blodplasma (positive prever) og isoleret ved siden af virusfri prever (negative prever) i et
ternet manster med henholdsvis positive prever og ekstraktionskersler, som kun indeholdt negative
praver (for at vurdere krydskontaminering inden for og pé& tvaers af ekstraktionskersler). Mé&let med
studiet var at efterligne en situation, hvor prever, som indeholder et hgjt niveau of
nukleinsyremé&lmolekyler, kan krydskontaminere andre prever under ekstraktionsproceduren.
NA-oprensning blev udfert ved brug af ét lot reagenser. Krydskontaminering blev vurderet ved brug

af artus® HBV RG CE PCR Kit. Resultaterne viste ingen krydskontaminering noget sted i systemet.
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Bemaerkninger
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Revisionshistorik

Dato Andringer

R1 Forste udgivelse

09/2019

R2 Revideret opbevaringsbetingelse for eluatstabilitet testet for DNA:
08/2021

Opbevaring ved en temperatur fra =30 il =15 °C og -90 il =65 °C er mulig i op il
12 méneder.

Revideret opbevaringsbetingelse for eluatstabilitet testet for RNA:

Opbevaring ved en temperatur fra =30 til =15 °C og -90 til =65 °C er mulig i op il
6 méneder.

Feijl i ydeevneark rettet: RNA-opbevaring er ikke blevet testet ved stuetemperatur
(15-25 °C).

Praecisionsstudiedata under kolonnerne SD og CV i tabel 1 er blevet rettet.

For opdateret licensinformation og produkispecifikke ansvarsfraskrivelser henvises til den aktuelle
QIAGEN kit-handbog eller -brugervejledning. QIAGEN kit-héndbager og brugervejledninger kan
fas via www.qgiagen.com eller kan rekvireres hos QIAGENs tekniske service eller den lokale
distributer.

Varemazerker: 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 eller dets datterselskaber)

HB-0466-D01-002 © 2021 QIAGEN, alle rettigheder forbeholdes.
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