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QlAsymphony DSP Circulating DNA -jdrjestelmd koostuu  kaytdvalmiista in  vitro -
jariestelmastd, joka on tarkoitettu ihmisen verenkierrossa olevan soluttoman DNA:n

kvalitatiiviseen puhdistukseen ihmisen plasmasta ja virtsasta.

QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit on tarkoitettu kaytettévaksi ainoastaan yhdessa
QlAsymphony SP -laitteen kanssa.

QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit -tarvikesarjaan kuuluu reagensseja, jotka on tarkoitettu
hyvin monentyyppisen ihmisen plasman (EDTA:lla tai sitraatilla antikoaguloidun plasman seka
stabiloitujen ccfDNA-veringyteputkien sisdltémén plasman) seké ihmisen virtsan (stabiloidun ja
stabiloimattoman) sisaltéman ihmisen ccfDNA:n tdysin automaattiseen ja samanaikaiseen
puhdistukseen. Jokaisen verindyteputken suorituskykyominaisuuksia ei ole mddritetty, vaan

kayttajan pitad varmistaa ne.

Puhdistettua ccfDNA:ta voidaan kéyttdd monenlaisissa jatkosovelluksissa. QIAsymphony SP
suorittaa kaikki naytteen puhdistusmenetelman vaiheet. Yhdessd ajossa voidaan késitella
enintddn 96 naytettd 24 naytteen erissd. Virtsandytteille on mahdollisesti tehtévé manuaalinen

ndytteen esikasittely.
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Suorituskykyominaisuudet

Perussuorituskyky

QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit -tarvikesarjan perussuorituskyky arvioitiin kéyttamailla
48 yksittgistd luovuttajaa. Suorituskyvyn arviointi tehtiin ccfDNA:sta, joka saatiin 4 ml:sta
stabiloitua plasmaa sekd 4 ml:sta EDTA-plasmaa ja 4 ml:sta stabiloitua virtsaa. ccfDNA:n
saanto  mddriteftiin - kayttamalla  18S-ribosomin  RNA-koodaussekvenssin  paikallista

reaaliaikaista PCR-madritysta.

Kuvan 1 (4 ml stabiloitua plasmaa), kuvan 2 (4 ml EDTA-plasmaa) ja kuvan 3 (4 ml stabiloitua
virtsaa) saantojen ero (log10 kopiota/ml) johtuu pitkélti luovuttajan mukaan vaihtelevista
ccfDNA-pitoisuuksista,  joita  havaitaan  yleensd  samasta  madrastd  vastaavaa
ndytemateriaalia. Stabiloidun ja EDTA-plasman vélinen ccfDNA:n saannot korreloivat vahvasti
48 yksittaisella luovuttajalla kéytettdessd plasmaa kahdesta erityyppisestd BCT:sta (kuvat 1 ja
2).
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Luovuttaja

Kuva 1. ccfDNA:n saanto 48 yksittdisen luovuttajan plasmasta: stabiloidut ccfDNA-veringyteputket. 48
yksittgistd luovuttajaa luovutti vertaan stabiloituihin ccfDNA-veringyteputkiin. ccfDNA saatiin 4 ml:sta
plasmaa kéyttden QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit 4tarvikesarjaa, ja ccfDNA:n saanto mddritettiin
kayttamalla 18S-koodaussekvenssin reaaliaikaista PCR-madritysté paikan péalla. Tulokset laskettiin
kopioiden tavoitem&drand laitteeseen asetettua plasmamillilitraa kohti.
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Luovuttaja

Kuva 2. ccfDNA:n saanto 48 yksittdisen luovuttajan plasmasta: EDTA-verindyteputket. 48 yksittdistd
luovuttajaa  luovutti  vertaan EDTA-verindyteputkiin. ccfDNA saatiin 4 ml:sta  plasmaa  kéyttden
QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit -tarvikesarjaa, ja ccfDNA:n saanto méadritettiin kayttamalla 18S-
koodaussekvenssin  reaaliaikaista PCR-mé&dritystd  paikan paalld.  Tulokset laskettiin - kopioiden
tavoitemdadrand laitteeseen asetettua plasmamillilitraa kohti.
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Luovuttaja

Kuva 3. ccfDNA:n saanto 48 yksittdisen luovuttajan stabiloidusta virtsasta. 48 luovuttajan virtsa stabiloitiin
valittdmdsti virtsandytteen ottamisen jélkeen. ccfDNA saatiin 4 ml:sta virtsaa kéyttden QlAsymphony DSP
Circulating DNA Kit -tarvikesarjaa, ja ccfDNA:n saanto médritettiin kéyttamalla 18S-koodaussekvenssin
reaaliaikaista PCR-mé&dritystd paikan paalla. Tulokset laskettiin kopioiden tavoitem&drand kaytettya
virtsamillilitraa kohti.

Ajon tarkkuus

lhmisen ccfDNA:n talteenotolle EDTA-plasmasta madritettiin - variaatiokertoimet  (CV).
Tarkkuuden  analysoimiseksi  ccfDNA  mdadritettiin =~ kayttamalla  18S-ribosomin
koodaussekvenssin reaaliaikaista PCR-madritystd paikan padlla. Kullekin neljasta erdsta
(8 replikaattia  eréa kohti) suoritettiin - yhteenséd 10 QlAsymphony-ajoa. Tarkkuustiedot

esitetddn taulukossa 1.

Taulukko 1. Tarkkuusarvioiden analysointi

Tarkkuus CV (%)
Erdn sisalla 11,67
Toistettavuus 13,14
Valitarkkuus 13,14
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Tarkkuus CV (%)

Kokonaistarkkuus 14,12

2 ml:n ja 4 ml:n protokollien vastaavat suorituskyvyt

2 ml:n ja 4 ml:n ndytemdadrien vastaavat protokollan suorituskyvyt arvioitiin QlAsymphony
DSP Circulating DNA Kit -tarvikesarjalle kayttamalla ihmisen EDTA-plasmapoolista saatua
endogeenistd ccfDNA:ta. QlAsymphony-ajoja tehtiin yhteensd 8 kappaletta; jokainen ajo
tehtiin neljassé erassa kayttamalla 8 replikaattia erdd kohti. 18S-koodaussekvenssille
mddritettiin QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit -tarvikesarjan toimenpiteen lineaarinen
alue kayttamalla reaaliaikaista PCR-madritystd paikan padlla (kuva 4). 2 ml:in ja 4 mln
protokollien erojen suhde esitetddn taulukossa 2. (Vertailuprotokollana toimi 4 ml:n

n&ytemddra.)
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Kuva 4. 2mln ja 4 mkn ndytemadrien protokollien vastaavat suorituskyvyt. ccfDNA-protokollan
lineaarinen alue mddritettiin kéyttdmalld 2 ml:n ja 4 ml:n protokollia. ccfDNA:n saanto mddritettiin
kayttamalla 18S-koodaussekvenssin reaaliaikaista PCR-madritystéd paikan pédlla. Tulokset laskettiin
kopioiden kokonaismaaréné protokollaa kohti.
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Taulukko 2. 2 ml:n ja 4 ml:n protokollien valinen ero (N = 256)

Parametri Arvo
Geometrisen keskiarvon arvioitu suhde laskettuina kopioina / ml. 1,01
95 %:n luottamusvdlin alaraja 0,92
95 %:n luottamusvdlin ylaraja 1,11

2 ml:n ja 4 ml:n ndytemaarien protokollien suorituskyvyt olivat yhtdlaiset kopioina millilitraa

kohti.
Kokojakauma

Jotta voitiin arvioida ndytemd&ardn kokojakauma, 4 ml:n ndytemdaarasta ofettiin ccfDNA:ta
kayttamalla QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit +tarvikesarjaa, ja tdmé ccfDNA eluoitiin
75 pl:aan ja sitten 1 pl:aan eluaattia, ja sille tehtiin kokoanalyysi kayttamélla Agilent 2100
Bioanalyzer -analysaattoria ja Agilent High Sensitivity DNA Chip -DNAssirua. Arvioinnissa
suoritettiin  yhteensa viisi itsendistd replikaattia. Kuvassa 5 esitetdén yksi edustavana

esimerkkind toimiva DNA-profiiliplasmalle ja kuvassa 6 vastaavasti stabiloidulle virtsalle.

Kuvassa 5 esitetyssd plasman elekiroferogrammissa nékyy usein havaittu huippu noin 160
emasparin kohdalla; t&mén huipun koko on noin 145-196 emdsparia, mikd vastaa histoniin
sidotun  DNA:n  pituusjockaumaa  nukleosomissa.  Kuvassa & esitetystd  virtsan
elektroferogrammista ndhdaan, ettd noin 160 emdsparin kohdalla oleva p&dhuippu on
leveampi, silla sen koko on noin 145-250 emasparia. Lisaksi virtsan tapauksessa nahdéan
toinen huippu, jonka koko on 20-100 emésparia (alemman markkerin tasolla), mika viittaa
enemmdn pirstaloituneeseen ccfDNA-jakeeseen. Liscéksi kuvassa 6 ndhdédn olevan suuri
maard pitkic DNA-fragmentteja, joiden pituus alkaa noin 2 kiloemdksestd. Téllaisten genomin
DNA-fragmenttien suuria madrid on usein virtsandytteissd, mikd johtuu todenndkdisesti

genomin DNA:n vapautumisesta virtsassa olevista soluista.
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Kuva 5. Plasmasta saadun ccfDNA:n kokojakauma (Bioanalyzer-profiili). ccfDNA saatiin 4 ml:sta EDTA-
plasmaa kéyttden QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit tarvikesarjaa; 1 pl:lle eluaattia suoritettiin
Agilent High Sensitivity DNA Chip -analyysi. X-akseli: eméasparin koko (bp); Y-akseli: fluoresenssiyksikot
(FU).
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Kuva 6. Virtsasta saadun ccfDNA:n kokojakauma (Bioanalyzer-profiili). ccfDNA saatiin 4 ml:sta
stabiloitua virtsaa kdyttden QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit -tarvikesarjaa; 1 pl:lle eluaattia
suoritettiin Agilent High Sensitivity DNA Chip -analyysi. X-akseli: emdsparin koko (bp); Y-akseli:
fluoresenssiyksikst (FU).
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Eluaatin stabiilius

QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit -tarvikesarjan eluaatin stabiilius arvioitiin kayttamalla
ihmisen EDTA-plasmapoolista saatua ccfDNA:ta. Eluaatteja sdilytettiin kahdessa erilaisessa
eluointitelineessa: QIAGEN EMTR (Elution Microtubes CL 96; tuotenro 19588)

eluointimikroputkissa ja 1,5 ml:n Eppendorf® LoBind Snap Cap Safe-lock -putkissa. Eluaatit
analysoitiin 8 replikaattina. Eluaattien DNA:n stabiilius mé&aritettiin kayttamalla 18S-ribosomin

RNA-koodaussekvenssille reaaliaikaista PCR-madritystd paikan paalla.

Enintaan kuukauden kestava sdilytys tai sailytystapa eivat vaikuttaneet eluaatin stabiilivteen
2-8 °C:ssa  (kuvat 7). =15 °C:ssa...-30 °C:ssa sdilytys, johon kuului kolme ja&dytys-
sulatuskiertoa, ei heikentanyt LoBind-putkissa olevan DNA:n stabiiliutta 7 paivan, yhden ja

kahden kuukauden sailytyksen jalkeen (kuva 8).
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Testin ajankohta

Kuva 7. 2-8 °C:ssa kahdenlaisessa putkessa sdilytettyjen eluaattien ccfDNA:n stabiilius. ccfDNA saatiin
EDTA-plasmasta kayttdgen QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit -tarvikesarjaa, ja sita sdilytettiin 2—
8 °Cissa  kaikkiin  testiajankohtiin  saakka. ccfDNA:n  saanto  mdéritettiin~ kayttamalla 18-
koodaussekvenssin  reaaliaikaista PCR-madritystd  paikan p&alla.  Tulokset laskettiin - kopioiden
tavoitemadrénd laitteeseen asetettua plasmamillilitraa kohti.
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Kuva 8. =15 °C:ssa...-30 °C:ssa sdilytettyjen ja kolmelle jéédytys-sulatuskierrolle altistettujen eluaattien
ccfDNA:n stabiilius. ccfDNA saatiin EDTA-plasmasta kéyttéen QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit -
tarvikesarjaa, ja sitd sdilytettiin =15 °C:ssa...—30 °C:ssa 1,5 ml:n Eppendorf LoBind -putkissa. ccfDNA:n
saanto mddritettiin kolmena testiajankohtana kayttéen samaa eluaattia, jolle tehtiin kolme jaadytys-
sulatuskiertoa. ccfDNA:n saanto mdéritettiin kéyttamalla 18S-koodaussekvenssin reaaliaikaista PCR-
ma&dritystd  paikan  p&alla.  Tulokset laskettiin - kopioiden tavoitem&ardna laitteeseen  asetettua
plasmamillilitraa kohti.
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Katso pdivitetyt lisenssitiedot ja tuotekohtaiset vastuuvapauslausekkeet vastaavan QIAGEN-
tarvikesarjan  kasikirjasta  tai  kdytdoppaasta. QIAGEN-tarvikesarjojen  kasikirjat  ja
kéayttdoppaat ovat saatavissa verkko-osoitteesta www.qiagen.com, ja ne voi myds tilata

QIAGEN:n tekniselta asiakaspalvelulta tai paikalliselta jalleenmyyjalta.

Tavaramerkit: QIAGEN®, Sample fo Insight®, QlAsymphony® (QIAGEN Group); Eppendorf® (Eppendorf AG).
Tassa asiakirjassa mainittuja rekisterdityjd nimid, tavaramerkkeijé jne. on pidettavé lain suojaamina, vaikkei niité olisi erityisesti sellaisiksi merkitty.

02/2017 HB-2309-D01-001
© 2017 QIAGEN, kaikki oikeudet pidétet&an.
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