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Systém QIAsymphony DSP Circulating DNA pfedstavuje in vitro systém pfipraveny k pouZiti

pro kvalitativni purifikaci lidské cirkulujici bezbuné&né DNA (ccfDNA) z lidské plazmy a mogi.

Sada QIAsymphony DSP Circulating DNA je uréena pouze pro pouziti v kombinaci s
pfistrojem QlAsymphony SP.

Sada QlAsymphony DSP Circulating DNA zajiStuje reagencie pro plné automatizovanou
simultanni purifikaci lidské ccfDNA z Sirokého spektra typu lidské plazmy (antikoagulanty
EDTA nebo citrat, stejné tak plazma ze zkumavek na odbér stabilizované krve s ccfDNA) a
lidské moci (stabilizované a nestabilizované). Charakteristika chovani pro kazdou zkumavku

na odbér krve nebyla stanovena a uZivatel ji musi validovat sam.

Purifikovana ccfDNA je kompatibilni s celou fadou navazujicich aplikaci. QIAsymphony SP
provadi v§echny kroky postupu purifikace. V jednom chodu se zpracovava az 96 vzorku v
Sarzich po 24. Vzorky moc&i mohou vyZadovat ruéni pfedzpracovani vzorku.
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Charakteristiky chovani

Z&kladni chovani

Zakladni chovani sady QIAsymphony DSP Circulating DNA bylo hodnoceno pomoci 48
zdravych darct ccfDNA extrahované ze 4 ml stabilizované plazmy a také ze 4 ml EDTA
plazmy a 4 ml stabilizované moci. VytéZzek ccfDNA byl stanoven domécim real-time PCR
testem pro kodujici sekvecil8S ribozomalni RNA.

Rozdily ve vytézcich (log10 kopii/ml) na obrazku 1 (4 ml stabilizované plazmy), na obrazku
2 (4 ml EDTA plazmy) a na obrazku 3 (4 ml stabilizované moci) odrazeji silné, na darci
zavislé koncentrace ccfDNA, které se obvykle nachazeji ve stejném objemu pfislusného
materialu vzorku. Vytézek ccfDNA mezi stabilizovanou a EDTA plazmou ukazuje vysokou
korelaci u pouzité plazmy od 48 zdravych darcd ze dvou odliSnych typt BCT (obrazek 1 a
obrazek 2).
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Obrazek 1. Vytézek ccfDNA z plazmy od 48 zdravych darci: zkumavky na odbér stabilizované
krve s ccfDNA. Darovani krve od 48 zdravych darcu: zkumavky na odbér stabilizované krve s ccfDNA.
ccfDNA byla extrahovana ze 4 ml plazmy pomoci sady QIAsymphony DSP Circulating DNA a vytézek
ccfDNA byl kvantifikovan pouzitim doméciho real-time PCR testu pro kédujici sekvenci 18S rRNA.
Vysledky byly vypocitany jako cilové kopie na ml viozené plazmy.
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Obrazek 2. Vytézek ccfDNA z plazmy od 48 zdravych darci: EDTA zkumavky na odbér krve.
Darovani krve od 48 zdravych darcu bylo provedeno v EDTA zkumavkach na odbér krve. ccfDNA byla
extrahovéna ze 4 ml plazmy pomoci sady QIAsymphony DSP Circulating DNA a vytéZek ccfDNA byl
kvantifikovan pouzitim domaciho real-time PCR testu pro kodujici sekvenci 18S. Vysledky byly
vypocitany jako cilové kopie na ml viozené plazmy.

6,5

6,0

o
[

o
[=}

»
&)

log10 kopii/ml

| I |
II l |I|I| Lulill .
9

>
o

w
[63]
]

W
o
-

11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47
Dérce

Obrazek 3. Vytézek ccfDNA ze stabilizované moci od 48 zdravych darci. Mo¢ od 48
zdravych darcl byla stabilizovana ihned po odbéru. ccfDNA byla extrahovana ze 4 ml plazmy pomoci
sady QlIAsymphony DSP Circulating DNA a vytéZek ccfDNA byl kvantifikovan pouzitim doméciho real-

time PCR testu pro kodujici sekvenci 18S. Vysledky byly vypocitany jako cilové kopie na ml viozené
moci.
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Pfesnost chodu

Variaéni koeficienty (VK) byly stanoveny pro extrakci lidské ccfDNA z EDTA plazmy. Pro
prfesnou analyzu byla ccfDNA kvantifikovana pomoci domaciho real-time PCR testu pro
kédujici sekvenci18S ribozomalni RNA. Celkové bylo provedeno 10 chodl pfistroje
QlAsymphony, kazdy ve 4 Sarzich (8 opakovani na kazdou S$arzi). Pfesné Udaje jsou
uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1. Analyza presného odhadu

Presnost CV (%)
V rdmci Sarze 11,67
Opakovatelnost 13,14
PFesnost meziproduktu 13,14
Celkova presnost 14,12

Ekvivalentni chovani 2 ml a 4 ml protokol(

Ekvivalentni chovani protokoll pro vstupni zkumavky byly pro sadu QIAsymphony DSP
Circulating DNA hodnoceny pomoci endogenni ccfDNA extrahované ze zasoby lidské
plazmy. Celkové bylo provedeno 8 nezavislych chodu pfistroje QIAsymphony, kazdy chod
ve 4 Sarzich s 8 opakovanimi na kazdou Sarzi. Linearni oblast procedury sady QIAsymphony
DSP Circulating DNA byla stanovena pro kédujici sekvencil8S pomoci doméciho real-time
PCR testu (obrazek 4). Pomér rozdilu pro 2 ml a 4 ml protokoly je uveden v tabulce 2.
(Referen&ni protokol &ini 4 ml vstupniho vzorku).
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Obrazek 4. Ekvivalentni chovani pfi pouziti vstupniho protokolu se 2 ml a 4 ml zkumavkami.
Linearni rozsah protokolu ccfDNA byl stanoven pouzitim 2 ml a 4 ml protokolu. Vytézek ccfDNA byl
kvantifikovan doméacim real-time PCR testem pro kodujici sekvenci 18S ribozomalni RNA. Vysledky
byly vypocitany jako celkové kopie na protokol.

Tabulka 2. Rozdil mezi 2 ml a 4 ml protokoly (N=256)

Parametr Hodnota
Odhadovany pomér geometrického priméru ve vypocitanych 1,01
kopiich/ml

Dolni 95 % interval spolehlivosti 0,92
Horni 95 % interval spolehlivosti 1,11

Chovani protokol( pro 2 ml a 4 ml vstupni zkumavky je ekvivalentni, méfené ve vypocitanych
kopiich/ml.

Distribuce velikosti

Pro vyhodnoceni distribuce velikosti vystupniho vzorku byla extrahovana ccfDNA z 4 ml
vstupniho vzorku pomoci sady QIAsymphony DSP Circulating DNA, eluované v 75 pl. Potom
bylo 1 pl eluatu podrobeno analyze velikosti na bioanalyzéru Agilent 2100 za pouziti ¢ipu
Agilent High Sensitivity DNA. Bylo provedeno celkem 5 nezavislych opakovani. Jeden
reprezentativni profii DNA je ukazan na obrazku 5 pro plazmu a na obrazku 6 pro
stabilizovanou mo¢.
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Elektroforeogram plazmy na obrazku 5 ukazuje €asto pozorovany vrchol na ~160 bp, v
rozmezi od 145 bp do 196 bp, coz je v rozmezi délky DNA s navazanymi histony v
nukleozomu. Elektroforeogram moci na obrazku 6 ukazuje, Ze pfevazujici vrchol na ~160 bp
je Sirsi, ato vrozmezi od ~145 bp do 250 bp. Kromé toho se pro mo¢ vyskytuje i druhy vrchol
v rozsahu od ~20 bp do 100 bp (na urovni spodniho vrcholu znacky), coz indikuje frakci
ccfDNA s vys$Sim stupném fragmentace. Obrazek 6 navic ukazuje vysoky pocet dlouhych
fragment( DNA od ~ 2 kb. Velké mnozZstvi takovych fragment( genomické DNA se s nejvétsi
pravdépodobnosti ¢asto nachazi ve vzorku moci kvali genomické DNA uvolnéné z bunék

obsazenych v mogci.
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Obrazek 5. Distribuce velikosti ccfDNA z plazmy (profil bioanalyzéru). ccfDNA byla extrahovana
ze 4 ml EDTA plazmy pomoci sady QIAsymphony DSP Circulating DNA; 1 pl eluatu bylo podrobeno
analyze pomoci ¢ipu Agilent High Sensitivity DNA. X-osa: velikost bazovych pard (bp); Y-osa:
fluorescencéni jednotka (FU).
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Obrazek 6. Distribuce velikosti ccfDNA z moci (profil bioanalyzéru). ccfDNA byla extrahovana ze 4
ml stabilizované moci pomoci sady QlAsymphony DSP Circulating DNA; 1 pl eluatu bylo podrobeno
analyze pomoci ¢ipu Agilent High Sensitivity DNA. X-osa: velikost bazovych pard (bp); Y-osa:
fluorescencéni jednotka (FU).

Stabilita eluatu

Eluacni stabilita pro sadu QlAsymphony DSP Circulating DNA byla hodnocena pomoci
extrahované ccfDNA z lidské ADTA plazmy. Eluaty byly uskladnény ve 2 odliSnych
formatech stojankt: QIAGEN EMTR (eluéni mikrozkumavky CL 96; katalog. ¢. 19588) a 1,5
ml zkumavky Eppendorf® LoBind Snap Cap - s bezpeénostnim zacvakavacim uzavérem.
Eluaty byly analyzovany v 8 opakovanich. Stabilita ccfDNA v eluatech byla stanovena
domacim real-time PCR testem pro kédovaci sekvencil8S ribozomalni RNA.

Eluacni stabilita nebyla ovlivnéna ani dobou trvani uskladnéni pfi 2—8 °C aZ do jednoho
mésice, ani formatem pro skladovani (obrazek 7). Stabilita DNA v LoBind zkumavkach
nebyla ovlivnéna skladovanim pfi —15 do —30 °C, které zahrnovalo 3 cykly zmrazeni a

rozmrazovani po 7 dnech, po jednom mésici a po dvou mésicich (obrazek 8).
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Obrazek 7. Stabilita ccfDNA v eluatech skladovana pfi 2-8 °C ve dvou formatech zkumavek.
ccfDNA byla extrahovana z EDTA plazmy pomoci sady QIAsymphony DSP Circulating DNA a
skladovana pfi 2—8 °C pro rdzné ¢asové body testu. Vytézek ccfDNA byl kvantifikovan domacim real-
time PCR testem pro koédujici sekvenci 18S ribozomalni RNA. Vysledky byly vypocitany jako cilové
kopie na ml vioZzené plazmy.
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Obrazek 8. Stabilita ccfDNA v eluatech skladovana pfi -15-30 °C véetné 3 cyklt zmrazeni-
rozmrazeni. ccfDNA byla extrahovana z EDTA plazmy pomoci sady QIAsymphony DSP Circulating
DNA a skladovana pfi -15 az -30 °C v 1,5 ml zkumavkach Eppendorf LoBind. Vytézek ccfDNA byl
stanoven pfi 3 testovacich €asovych bodech pfi pouziti stejného eluatu ve 3 cyklech zmrazeni-
rozmrazeni. Vytézek ccfDNA byl kvantifikovan pomoci domaciho real-time PCR testu pro kédovaci
sekvenci 18S rRNA. Vysledky byly vypocitany jako cilové kopie na ml vlozené plazmy.
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Aktualni licenéni informace a odmitnuti odpovédnosti specificka pro vyrobek jsou uvedeny v
priru¢ce pro sadu QIAGEN nebo pfiru¢ce uzivatele. Pfiru¢ky k sadam a uzivatelské pfirucky
k produktdim QIAGEN jsou dostupné na www.giagen.com nebo na pozadani u technickych
sluzeb QIAGEN nebo mistniho distributora.

Ochranné znamky: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAsymphony® (QIAGEN Group); Eppendorf® (Eppendorf AG).
Registrované nazvy, ochranné znamky atd. pouZité v tomto dokumentu, a to i v pfipadé, Ze takto nejsou vyslovné oznageny, nejsou povazovany za zakonem
nechranéné.
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