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1 EinfUhrung

1 Einflihrung

Tumorzellen, bei denen es zu Apoptose, Nekrose oder metabolischer
Sekretion kommt, geben kleine Mengen ihrer DNA in den Blutkreislauf ab.
Die tumorspezifische Fraktion der zirkulierenden freien DNA (cfDNA) wird
als zirkulierende Tumor-DNA (ctDNA) bezeichnet und enthdlt die
genetischen Informationen des Primartumors und sogar der Metastasen.
Zahlreiche Forschungsstudien und Versuche haben die klinische
Anwendung des ctDNA-Profilings in unterschiedlichen Stadien der
Krebsbehandlung demonstriert, darunter Therapieauswahl, Prognose und
Uberwachung (1).

Far den ctDNA-Nachweis sind verschiedene Technologien auf Basis von
NGS verfiugbar. Jedoch ist der GroRteil aufgrund von Verzerrungen und
Fehlern bei Sequenzierung und PCR fir den Nachweis seltener Varianten
nicht geeignet. Plasma-SeqSensei™ ist eine neuartige NGS-basierte
Technologie, die eindeutige molekulare Kennungen (Unique Molecular
Identifiers, UID) im Sequenzierungs-Workflow verwendet. Dadurch kommt
es zu signifikant weniger Fehlern, was zu einer extrem hohen Sensitivitat der
PSS-Technologie fiihrt (2).

Far eine hohe Sensitivitat und beste Ergebnisse muss die Vorbereitung von
cfDNA aus Blutproben gemal® dem gepriften Arbeitsablauf durchgefiihrt
werden, der beschrieben wird in » Kapitel 4 Arbeitsablauf, Seite 13/30.

1.1 Beabsichtigter Verwendungszweck

Der Zweck dieses Leitfadens zur Probenvorbereitung besteht darin, die
Benutzer von PSS Assay-Specific Kits bei der Vorbereitung von cfDNA aus
Blutproben zu unterstitzen. Diese Anleitung enthalt die Verfahren zur
Plasmaaufreinigung, cfDNA-Aufreinigung sowie zur cfDNA-Quantifizierung
mit Qubit™. Der Workflow beginnt mit Blutproben, die in Streck Blood
Collection Tubes® zur Verwendung in Liquid Biopsy-Anwendungen, wie
Plasma-SeqSensei™  Assay-Specific  Kits und  Next-Generation-
Sequenzierungs (NGS)-Technologien entnommen wurden.
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1 Einflihrung

1.2 Workflow

Der Plasma-SeqSensei™ Workflow ist in mehrere Schritte unterteilt, die zu
befolgen sind. Abbildung 1 beschreibt dieses Verfahren und beinhaltet
Schritte fir die Probenvorbereitung und dient auch als Leitfaden fir
bestimmte Gebrauchsanweisungen (IFU), die von der Blutenthahme bis zum
Erhalt der Sequenzierungsergebnisse zu befolgen sind.

Abbildung 1: Plasma-SeqSensei™ Verfahren, einschlieBlich Workflowschritte,
die im Leitfaden zur Probenvorbereitung und anderen erforderlichen
Dokumenten beschrieben werden.
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2 Reagenzien, Verbrauchsmaterialien und Gerate

2 Reagenzien, Verbrauchsmaterialien und Gerate

Far den in diesem Leitfaden beschriebenen Workflow bendétigt man nur nicht
im Lieferumfang enthaltenes Material, um Blutproben fur die Verwendung
von Plasma-SeqSensei™ Assay-Specific Kits vorzubereiten. Eine
Beschreibung und Informationen zur Verwendung der Plasma-SeqSensei™
Assay-Specific Kit Komponenten finden Sie in der Plasma-SeqSensei™
Assay-Specific Kit Gebrauchsanweisung (www.sysmex-inostics.com).

2.1 Nicht mitgelieferte Materialien

Produkte, fir die in Tabelle 1, Tabelle 2 und Tabelle 3 Angaben zum
Hersteller/Anbieter und zur Artikelnummer aufgefihrt sind, sind fir den
Assay essenziell und durfen nicht durch Produkte vergleichbarer Qualitat
und/oder Eigenschaften ersetzt werden.

Tabelle 1: Wesentliche, nicht im Lieferumfang enthaltene Materialien
fir die Plasma-SeqSensei™ Probenvorbereitung

Material Produkte

Reagenzien und Kits |  qiaAamp® Circulating Nucleic Acid Kit, QIAGEN, Nr. 55114
Ethanol (EtOH) = 99,8 %, p.a.
2-Propanol 2 99,8 %, p.a.

1X Phosphat-gepufferte Kochsalzldsung (Phosphate Buffered Saline,
PBS), (pH 7,4 +0,2 ohne Ca?" und Mg?")

*Qubit™ 1X dsDNA HS Assay Kit, Thermo Fisher, Nr. Q33230
(100 Assays) oder Nr. Q33231 (500 Assays)

* Qubit™ Assay-Rohrchen, Thermo Fisher, Nr. Q32856

* Essenzielle Komponenten; dirfen nicht durch Produkte vergleichbarer
Qualitat und/oder Eigenschaften ersetzt werden.
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2 Reagenzien, Verbrauchsmaterialien und Gerate

2.2 Verbrauchsmaterial

Tabelle 2: Fiir die Plasma-SeqSensei™ Probenvorbereitung
erforderliches Verbrauchsmaterial

Laborausriistung Produkt

Gerat zur Blutentnahme * Streck Cell-Free DNA Blood Collection Tubes®,
Volumen von 10,0 ml, Streck Nr. 218996 fiir 6 Stiick,
Streck Nr. 218997 fiir 100 Stlck

Pipettenspitzen/serologische Pipetten | Aerosolbestandige sterile Pipettenspitzen mit Filter,
10, 200, 1.000 pl

Serologische sterile Pipette, 5, 10, 25 ml

Reaktionsgefalle Réhrchen mit 50, 15, 2, 1,5 ml

* LoBind® DNA-Réhrchen 1,5 ml, Eppendorf,
Nr. 0030108051

5-ml-Kryoréhrchen

Sicherheitsausriistung Schutzbrille
Laborkittel,  Armelschoner, Einmal-Uberschuhe,
Handschuhe

Verschiedenes * 3-ml-Erweiterungsréhrchen flr QlAvac

Vakuumverteiler, Qiagen, Nr. 19587

*VacConnectors (500) fir QlAvac Vakuumverteiler,
Qiagen, Nr. 19407

* Essenzielle Komponenten; dirfen nicht durch Produkte vergleichbarer
Qualitat und/oder Eigenschaften ersetzt werden.

2.3 Ausriistung

Tabelle 3: Fur die Plasma-SeqSensei™ Probenvorbereitung
erforderliche Ausriistung

Laborausriistung Produkt

Elektronische Instrumente Zentrifuge fur 1,5/2-ml-Réhrchen, bis zu 20.000 x g,
Festwinkelrotor

Zentrifuge fur 15/50-ml-Réhrchen, bis zu 7.197 x g,
Festwinkelrotor

Zentrifuge zur Plasmaaufbereitung, bis zu 6.000 x g,
Ausschwingrotor, mit niedriger Verlangsamungs-/
Beschleunigungsrampe, mit Adaptern fir 15-ml-Réhrchen

Adapter fir Festwinkelrotor fiir 5-ml-Kryoréhrchen

Mini-Zentrifuge, bis zu <2.000 x g
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2 Reagenzien, Verbrauchsmaterialien und Gerate

Laborausriistung Produkt

Vortexer mit Einsatzen fiir Rohrchen und 96-Well-Platten

Thermometer

Hitzeblock mit Einsatzen fur 2-mI-Réhrchen
Gefrierschrank, -15 °C bis -30 °C
Kuhlschrank, 2 °C bis 8 °C

Tiefklihlgerat, -70 °C bis -100 °C
DNA-Werkbank/PCR-Kabinett

Abzugshaube (dringend empfohlen)

Sicherheitskabinetts der Klasse Il flr biologische Proben
(dringend empfohlen)

* Qiagen Connecting System
* QlAvac 24 Plus System
Vakuumpumpe (230 V, 50 Hz)

* Qubit™ 3 oder 4 Fluorometer

Pipetten Pipette 1.000 ul, 200 i, 10 pl
Pipette 5 bis 100 ml

Racks Rohrchenrack 50 ml, 15 ml, 1,5/2 ml
Lagerboxen fiir den Gefrierschrank

Verschiedenes Eiskiibel
Stoppuhr

* Essenzielle Komponenten; dirfen nicht durch Produkte vergleichbarer
Qualitat und/oder Eigenschaften ersetzt werden.
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3 Lagerung und Handhabung

3 Lagerung und Handhabung

3.1 Transportbedingungen

Die Vorbereitung der Blutprobe zur Verwendung der Plasma-SeqSensei™
Assay-Specific Kits erfordert Produkte von Drittparteien, die nicht im
Lieferumfang enthalten sind. Fir optimale Transportbedingungen befolgen
Sie die Anweisungen des Herstellers des nicht enthaltenen Materials.

Wichtig: Anders als in den Anweisungen des Herstellers angegeben, durfen
mit Streck Cell-Free DNA BCT® entnommene Proben nicht Ianger als 6 Tage
gelagert werden.

3.2 Generelle VorsichtsmaBnahmen fiir die Handhabung

Stellen Sie sicher, dass Temperatur und Luftfeuchtigkeit

o es% in den Laboren stets zwischen 15 °C und 30 °C bzw. 20 %

152 =~ und 85% liegen (verringert das Risiko von
Kondensation/Verdampfung).

Im Laborbereich darf nicht gegessen, getrunken oder geraucht werden. Die
verwendeten Gerate missen gemaf den Herstelleranweisungen gewartet
werden.

Die Dekontamination und die Entsorgung aller Reagenzien, Proben und
weiterer verwendeter Materialien mussen unter Einhaltung der geltenden
gesetzlichen Bestimmungen erfolgen. Fur die Bestimmung genauer und
reproduzierbarer Ergebnisse ist es sehr wichtig, jegliche Kontamination mit
Fremd-DNA zu vermeiden, insbesondere mit PCR-Produkten von vorher
bearbeiteten Proben. Die haufigste Quelle fir eine DNA-Kontamination sind
die amplifizierten Produkte aus vorangegangenen Tests.

3.3 Warnhinweise und VorsichtsmaBnahmen

Vermeiden Sie einen Kontakt der Reagenzien mit der Haut, den

A Augen oder Schleimhauten. Weitere Warnungen, Vorsichts-
malnahmen und besondere MaRnahmen finden Sie im Sicherheits-
datenblatt (Safety Data Sheets, SDS) des Herstellers.
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3 Lagerung und Handhabung

3.3.1 Besondere MaBRnahmen

Erste-Hilfe-MalRnahmen:

m  Genereller Rat: Holen Sie im Fall persistierender Wirkungen
arztlichen Rat ein. Legen Sie kontaminierte Kleidung und Schuhe
umgehend ab und waschen Sie sie grindlich vor dem nachsten
Gebrauch.

m Bei Einatmung: Entfernen Sie die betroffene Person aus der
unmittelbaren Umgebung. Stellen Sie ausreichende Frischluftzufuhr
sicher.

» Bei Hautkontakt: Waschen Sie die betroffene Stelle mit Seife und
viel Wasser ab.

= Bei Augenkontakt. Entfernen Sie Kontaktlinsen. Spilen Sie das
Auge mindestens 10 bis 15 Minuten grindlich unter flieRendem
Wasser aus und halten Sie dabei die Augenlider offen. Schutzen Sie
das nicht betroffene Auge.

m  Bei Verschlucken: Rufen Sie umgehend einen Arzt. Rufen Sie kein
Erbrechen hervor. Einer bewusstlosen Person darf keinesfalls etwas
Uber den Mund verabreicht werden.

3.3.2 Handhabung und Lagerung

Allgemeine Schutz- und Hygienemalnahmen

Im Labor darf nicht gegessen, getrunken oder geraucht werden. Vor dem
Verlassen muss eine gute Handewaschtechnik angewendet werden.
Dampfe nicht einatmen. Kontakt mit Haut und Augen vermeiden.
Verschmutzte oder nasse Kleidung umgehend ablegen.

SchutzmalRnahmen zur sicheren Handhabung

Die Risiken bei der Handhabung des Produkts miissen durch angemessene
Schutz- und VorsichtsmalRnahmen minimiert werden. Beim Arbeitsverfahren
missen die Freisetzung von gefahrlichen Substanzen oder Hautkontakt so
weit wie moglich ausgeschlossen werden.

Hinweise zum Schutz vor Feuer und Explosionen

Keine besonderen MafRnahmen erforderlich.
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3 Lagerung und Handhabung

Bedingungen zur ___sicheren Lagerung, einschlieRlich etwaiger

Unvertraglichkeiten

.
o)

&

3.3.3

3.34

A\

Den Behalter dicht geschlossen an einem trockenen, gut belifteten
Ort lagern. Geoéffnete Behalter missen sorgfaltig wieder
verschlossen und aufrecht stehend gelagert werden, um Auslaufen
zu verhindern.

VorsichtsmaBnahmen fiir die Reagenzien-handhabung

Um die korrekte Verwendung und Entsorgung von Reagenzien zu
gewahrleisten und eine Kontamination von Reagenzien zu
vermeiden, befolgen Sie die nachfolgend aufgeflihrten
Vorsichtsmalinahmen:

Keine abgelaufenen oder falsch gelagerten Reagenzien verwenden.
Reagenzien gemal den Herstellerangaben vorbereiten.
Reagenzien durfen nur zusammen mit den Reagenzien aus dem
gleichen Kit verwendet werden.

Reagenzien aus verschiedenen Kits oder Chargen durfen nicht
vermischt oder ausgetauscht werden.

Offnungsdatum dokumentieren und Réhrchen nach jeder
Verwendung markieren, um zu gewahrleisten, dass die Reagenzien
das Verfallsdatum und die empfohlene Anzahl von Einfrier-/
Auftauzyklen nicht Uberschritten haben.

Kontamination von Reagenzien durch hdufigen Handschuhwechsel
vermeiden. Handschuhe immer zwischen der Handhabung von
Proben und Reagenzien wechseln.

Nicht verwendete Reagenzien und Abfall gemaR den nationalen,
regionalen und o6rtlichen Vorschriften entsorgen.

Sicherheit und Kontaminationsvorbeugung

Befolgen Sie die nachfolgend aufgefuhrten Vorsichtsmal3nahmen,
um die Laborumgebung frei von DNA-Kontaminationen zu halten
und die Sicherheit aller Mitarbeiter zu gewahrleisten:
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Getrennte Laborarbeitsbereiche fir die Pra- und Post-PCR-
Verfahren nutzen und einen Workflow in nur eine Richtung von
.Sauber® (Pra-Amplifikation) zu ,verschmutzt® (Post-Amplifikation)
einhalten.

Sicherstellen, dass in jedem Arbeitsbereich eigene, dedizierte
Instrumente (einschlieBlich  Pipetten), Verbrauchsmaterialien,
Reagenzien, Behalter fir  biogefahrlichen  Abfall und
Laborhandbicher vorhanden sind. Diese Materialien keinesfalls
zwischen dem Pra-PCR- und dem Post-PCR-Arbeitsbereich
austauschen. Wir empfehlen eine farbliche Codierung oder
Beschrifftung der Instrumente, Verbrauchsmaterialien und
Reagenzien, um deutlich zu machen, dass diese zu einem
bestimmten Bereich gehoren.

Wahrend des gesamten Verfahrens immer angemessene
personliche Schutzausristung tragen.

o Bei der Arbeit im Pra-PCR- und Post-PCR-Bereich immer
Laborkittel (vorzugsweise Einmal-Produkte) und puderfreie
Einmal-Handschuhe tragen.

o Um Kontamination zu vermeiden, Handschuhe zwischen
der Handhabung von Proben und Reagenzien haufig und
aulRerdem nach Kontakt der Handschuh-AuRenseite mit der
Haut wechseln.

o Bei der Plasmaaufbereitung und DNA-Aufreinigung
Schutzbrille tragen.

o Einmal-Uberschuhe tragen oder die Schuhe zwischen den
Pra- und Post-PCR-Laboren wechseln und Einmal-
Armelschoner tragen (erforderlich im Pra-PCR-Labor).

Die persénliche Schutzausristung vor dem Verlassen des Pra-PCR-
bzw. des Post-PCR-Labors ablegen und entsorgen.

Alle Proben sind als potenziell infektidse Substanz zu behandeln.
Nach dem Verschitten von Flissigkeiten ist es empfehlenswert, den
betroffenen Bereich erst mit Reinigungsmittel/Desinfektionsmittel
sowie Wasser und anschlieRend mit 0,5%iger Natriumhypochlorit-
Lésung (Bleiche, zubereitet mit entionisiertem Wasser) zu reinigen.

Hinweis: Ubliche fliissige Haushaltsbleiche (z. B. der Marke Clorox)
enthélt meistens Natriumhypochlorit in einer Konzentration von

SPIFU.R1 | Leitfaden zur Probenvorbereitung



3 Lagerung und Handhabung

5,25 %. Eine 1:10-Verdiinnung solcher Haushaltsbleiche ergibt eine
0,5%ige Natriumhypochlorit-Lésung.

= Fr die Pipettierschritte dedizierte PCR-Kabinetts verwenden.

s PCR-Kabinetts nach Gebrauch mit Desinfektionsmittel mit quartaren
Ammoniumverbindungen (wie RHEOSEPT-WD plus oder
gleichwertige Produkte) und daraufhin mit einem Produkt fur die
Entfernung von Nukleinsduren und Nukleasen (wie Roti®
Nukleinsaurefrei oder gleichwertige Produkte) reinigen.

s PCR-Arbeitsbereiche nach Gebrauch mit einem Produkt fir die
Entfernung von Nukleinsduren und Nukleasen (wie Roti®
Nukleinsaurefrei oder gleichwertige Produkte) reinigen.

= Sicherheitskabinett, PCR-Arbeitsplatze und Laborutensilien
(Pipetten, Racks und andere Gerate) nach dem Einsatz mit
ultraviolettem (UV) Licht dekontaminieren. Um eine effektive UV-
Strahlung sicherzustellen, UV-Leuchtmittel regelmalig von
Ablagerungen reinigen.

= Nur aerosolbestandige sterile Pipettenspitzen mit Filter verwenden
(mit Chargenzertifizierung, RNase-, DNase- und pyrogenfrei).

= Nur PCR-geeignete Reagenzien und Réhrchen verwenden.

= Es sollte immer nur ein Probenréhrchen oder Reagenzréhrchen zu
einem bestimmten Zeitpunkt gedffnet sein.

= Um eine Kontamination von Reagenzien fir mehr als eine
Verwendung zu vermeiden, geeignete Aliquots nach Anleitung
vorbereiten und direktes Pipettieren vermeiden.

12/30
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4 Arbeitsablauf

4.1 Blutentnahme und -verarbeitung

Die Plasma-SeqSensei™ Assay-Specific Kits wurden unter Verwendung
von Streck Cell-Free DNA BCT® Blutentnahmerdhrchen entwickelt.
Enthehmen und handhaben Sie das Blut gemdll den
Herstelleranweisungen. Streck Cell-Free DNA BCT® koénnen flr den
Probenversand an die Exzellenzzentren oder fir Untersuchungen von
Proben im eigenen Labor verwendet werden.

Versenden Sie die Proben bei Raumtemperatur und binnen 24 Stunden nach
der Blutentnahme. Vermeiden Sie beim Versand Temperaturen unter 6 °C
und Uber 37 °C.

4.1.1 Anweisungen zur Plasmaaufbereitung (Vollblut)

Die Plasmaaufbereitung muss spatestens 6 Tage nach dem Datum der
Blutentnahme beginnen. Die Arbeitsschritte fur die Plasmaaufbereitung
missen schnell aufeinanderfolgend und ohne Pause zwischen den
einzelnen Schritten durchgefuhrt werden.

Tabelle 4: Erforderliche Materialien fiir die Plasmaaufbereitung aus
Blut

Material Produkt

Gerat zur Blutentnahme | * Streck Cell-Free DNA Blood Collection Tubes®, Volumen von
10,0 ml, Streck Nr.218996 fir 6 Stlick, Streck Nr. 218997 fir

100 Stlick
Pipettenspitzen Aerosolbesténdige sterile Pipettenspitzen mit Filter, 200, 1.000 ul
Reaktionsgefale 15-ml-Réhrchen

5-ml-Kryoréhrchen

1. Zentrifugieren Sie das Blutréhrchen bei Raumtemperatur (zwischen
15 °C und 25 °C) fur mindestens 10 Minuten bei 1.600 x g in einer
Zentrifuge mit Ausschwingrotor.

Hinweis: Nutzen Sie eine niedrige Verlangsamungsrampe der
Zentrifuge, um den Ausschluss der Zellschicht zu vermeiden.

13/30
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4 Arbeitsablauf

2. Entnehmen Sie nach dem Zentrifugieren vorsichtig die Réhrchen
aus der Zentrifuge (vermeiden Sie Turbolenzen).

3. Nehmen Sie eine Sichtpriifung der Plasmafraktion (Uberstand) vor.

Hinweis: Bei Proben, die (ber einen ldngeren Zeitraum ((iber
12 Stunden) bei 6 °C oder kélter gelagert wurden, kann eine weiche
Zellschicht auftreten. H&molyse (leicht rosafarbenes oder rétliches
Plasma) kann bei Proben auftreten, die (ber einen ldngeren
Zeitraum ((iber 24 Stunden) bei 37 °C oder wédrmer gelagert wurden.

4. Uberfiihren Sie das Plasma (Uberstand) in ein frisches 15-ml-
Roéhrchen, ohne die Zellschicht aufzubrechen, indem Sie mit einer
Einkanal-Pipette oder einer Einweg-Ballonpipette entlang der
Roéhrchenwand pipettieren. Belassen Sie mindestens 500 pl
Restplasma Uber der Zellschicht, um diese nicht aufzubrechen.

Hinweis: Falls eine weiche Zellschicht vorhanden ist, (iberfiihren
Sie nur die klare Plasmafraktion und belassen Sie mindestens
500 ul Restplasma (lber der Zellschicht. Falls die Probe keine klare
Plasmafraktion aufweist, (berfiihren Sie mindestens 2,5 ml des
Plasmas von oben.

Wichtig: Wir raten von einer Analyse von hamolytischen Proben ab,
aufgrund einer grolieren Gefahr eines erhéhten genomischen DNA-
Hintergrunds.

5. Zentrifugieren Sie das Plasma im 15-ml-Zentrifugenréhrchen bei
Raumtemperatur (zwischen 15 °C und 25 °C) fur 10 Minuten bei
6.000 x g in einer Zentrifuge mit Ausschwingrotor oder
Festwinkelrotor, um verbliebene Blutzellen zu entfernen.

Hinweis: Nutzen Sie eine niedrige Verlangsamungsrampe der
Zentrifuge.

6. Entnehmen Sie nach dem Zentrifugieren vorsichtig die Réhrchen
aus der Zentrifuge (vermeiden Sie Turbolenzen).

7. Uberfiihren Sie das Plasma (Uberstand) in ein frisches 15-ml-
Zentrifugenréhrchen, ohne das Zellpellet aufzubrechen, indem Sie
eine Einkanal-Pipette oder eine Einweg-Ballonpipette entlang der
Réhrchenwand fihren. Lassen Sie eine Restmenge von etwa 300 pli
(~7 mm) am Boden des Gefales stehen, um eine Kontamination
des Plasmas mit Zellen zu vermeiden.

14 /30
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4 Arbeitsablauf

8. Mischen Sie das Plasma vorsichtig durch 5-maliges Auf- und
Abpipettieren unter Verwendung einer Einkanal-Pipette, die auf ein
Volumen von 1 ml eingestellt ist.

9. Uberfiihren Sie das Plasma in zuvor beschriftete Kryoréhrchen.

10. Wenn Sie den Arbeitsablauf nicht direkt mit den Arbeitsschritten fur
die ,Aufreinigung zirkulierender DNA aus Plasma* fortsetzen, stellen
Sie das Kryordhrchen mit dem Plasma sofort aufrecht in ein
Tiefklihlgerat bei einer Temperatur zwischen -70 °C und -100 °C (wo
es bis zu 24 Monate gelagert werden kann).

Hinweis: Gefrorene Plasmaproben miissen auf Trockeneis
versandt werden.

4.2 Aufreinigung zirkulierender DNA aus Plasma

Bei Verwendung des PSS Assay-Specific Kits muss die Aufreinigung
zirkulierender, zellfreier DNA (cfDNA) aus Plasma mit dem QlAamp®
Circulating Nucleic Acid Kit Nr. 55114 (QIAGEN) durchgefiihrt werden. Es
kénnen Mengen von 2 bis 4 ml Plasma pro Probe verarbeitet werden.

Wichtig: In Abweichung vom QIAGEN-Protokoll soll wahrend des
Workflows zur DNA-Aufreinigung keine Carrier RNA hinzugefligt werden.
Die DNA-Elution ist ein zweischrittiger Arbeitsablauf.

Tabelle 5: Erforderliches Material fir die cfDNA-Aufreinigung aus
Plasma

Material Produkte
Reagenzien und Kits * QlAamp® Circulating Nucleic Acid Kit, QIAGEN,
Nr. 55114

Ethanol (EtOH) = 99,8 %, p.a.

2-Propanol 2 99,8 %, p.a.

1X Phosphat-gepufferte Kochsalzldsung (Phosphate
Buffered Saline, PBS), (pH 7,4 0,2 ohne Ca?* und
Mg*)

Pipettenspitzen/serologische Pipetten | Aerosolbesténdige sterile Pipettenspitzen mit Filter,
20, 200, 1.000 pl

Serologische sterile Pipette, 5, 10, 25 ml
Reaktionsgefafte Réhrchen mit 50, 15, 2, 1,5 ml
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[ EYCIET
Reagenzien und Kits * QlAamp® Circulating Nucleic Acid Kit, QIAGEN,

Produkte

Nr. 55114
Ethanol (EtOH) = 99,8 %, p.a.

2-Propanol 2 99,8 %, p.a.

1X Phosphat-gepufferte Kochsalzldsung (Phosphate
Buffered Saline, PBS), (pH 7,4 0,2 ohne Ca?* und
M92+)

* LoBind® DNA-Réhrchen 1,5 ml, Eppendorf,
Nr. 0030108051

Verschiedenes * 3-ml-Erweiterungsréhrchen fur QlAvac

Vakuumverteiler, Qiagen, Nr. 19587
*VacConnectors (500) fir QlAvac Vakuumverteiler,
Qiagen, Nr. 19407

Vorbereitung:

Schalten Sie den Biosicherheitsschrank ein und stellen Sie seine
Funktionsfahigkeit sicher.

Reinigen Sie den Biosicherheitsschrank und die Ausrustung mit
einem Mittel zur DNA-Entfernung (z. B. DNA away) sowie einem
Desinfektionsmittel (z. B. 70 % EtOH).

Stellen Sie die Temperatur des Wasserbads auf 60 °C (£1 °C) ein
und Uberprifen Sie die Wassertemperatur mit einem externen
Thermometer.

Stellen Sie die Temperatur des Heizblocks auf 56 °C (1 °C) ein und
Uberprifen Sie die Temperatur der Blocke mit einem externen
Thermometer.

Prifen Sie den Fllstand der Abwasserflasche des Vakuumsystems.
Der Fullstand darf die Markierungslinie nicht Gbersteigen.

Prufen Sie den Abfallbehalter fur biologische Gefahrenstoffe. Der
Abfallbehalter fur feste biologische Gefahrenstoffe darf nicht tiber %
geflllt sein.

Schalten Sie vor dem Beginn der Arbeit die Vakuumpumpe ein, um
zu prifen, ob sie den geforderten Vakuumdruck erreicht (zwischen
-800 und -900 mbar).
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Wenn Sie ein neues Kit verwenden, bereiten Sie die Lésungen wie unten
beschrieben vor.

Buffer ACB

m  Geben Sie vor der Verwendung 200 ml Isopropanol (2-Propanol =
99,8 %, p.a.) auf 300 ml Buffer ACB Konzentrat, um 500 ml Buffer
ACB zu erhalten. Gut vermischen.

Buffer ACW1

m  Geben Sie vor der Verwendung 25 ml EtOH (= 99,8 %, p.a.) auf
19 ml Buffer ACW1 Konzentrat, um 44 ml Buffer ACW1 zu erhalten.
Gut vermischen.

Buffer ACW2

m  Geben Sie vor der Verwendung 30 ml EtOH (= 99,8 %, p.a.) auf
13 ml Buffer ACW2 Konzentrat, um 43 ml Buffer ACW2 zu erhalten.
Gut vermischen.

DNA-Aufreinigung:

Die folgenden Schritte werden im Probenvorbereitungsbereich im Pra-PCR-
Labor durchgeftihrt.

Hinweis: In der folgenden Anleitung steht A fiir Probenvolumen von 2,0 —
3,0 ml Plasma und e steht fiir Probenvolumen von 3,1 — 4,0 ml Plasma.

1. Lassen Sie die Plasmaproben bei Raumtemperatur ca. 15 bis
20 Minuten lang auftauen. Nicht vermischen oder verwirbeln.

Hinweis: Die Auftaudauer variiert je nach Probenvolumen und der
Raumtemperatur. Sobald die Proben aufgetaut sind, d. h., wenn kein
Eis im Rbhrchen mehr sichtbar ist, fahren Sie unverziiglich mit den
folgenden Schritten fort.

2. Prifen Sie das aufgetaute Plasma auf Hamolyse.

Wichtig: Wir raten von einer Analyse von hamolytischen Proben ab,
aufgrund einer groferen Gefahr eines erhdhten genomischen DNA-
Hintergrunds.

17/30

SPIFU.R1 | Leitfaden zur Probenvorbereitung
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3. Bereiten Sie alle Reagenzien vor. Flllen Sie fir jede Probe ein
Entnahmerohrchen (aus dem QlAamp® Kit) mit ca. 1 ml PBS (um
das Volumen der Plasma-Aliquots anzupassen).

Hinweis: Bereiten Sie flir jedes Proben-Aliquot ein eigenes
Rbéhrchen PBS vor.

4. Beschriften Sie fur jede Probe das Réhrchen mit Schraubdeckel und
ein 50-ml-Réhrchen.

5. Fur jede Testprobe: Pipettieren Sie A 300 pl oder e 400 ul QIAGEN
Proteinase K in ein 50-mI-Rohrchen und setzen Sie dieses in den
Biosicherheitsschrank.

6. Zentrifugieren Sie Kryoréhrchen mit Plasma (die zuvor eine
Temperatur zwischen 15 °C und 25 °C angenommen haben) bei
1.000 x g mit einer Zentrifuge mit Festwinkelrotor. Brechen Sie den
Zentrifugiervorgang ab, sobald die Geschwindigkeit erreicht ist.

Hinweis: Achten Sie darauf, dass die folgenden Schritte 7 bis 10 in
einem Biosicherheitsschrank im Pr&-PCR-Bereich durchgefiihrt
werden.

7. Falls das Volumen des zentrifugierten Plasma-Uberstands weniger
als A 3,0 ml oder weniger als e 4,0 ml betragt, tberfihren Sie den
Uberstand in ein neues Réhrchen und fiillen Sie das Volumen mit
PBS auf A 3,0 ml oder e 4,0 ml auf.

8. Geben Sie A 3,0 ml oder e 4,0 ml Plasma-Uberstand pro Probe in
die jeweiligen Réhrchen mit Proteinase K.

Hinweis: Vermeiden Sie es, beim Pipettieren das Pellet
aufzubrechen, und lassen Sie ungeféhr 30 ul Plasma am Boden des
Rdéhrchens. Wenn Sie mehrere Aliquots kombinieren, 6ffnen Sie
immer nur die Roéhrchen einer zu untersuchenden Probe
gleichzeitig, d. h. die R6hrchen, aus denen das Plasma entnommen
wird und das Réhrchen mit Proteinase K, dem Plasma hinzugefiigt
wird.

9. Figen Sie A 2,4 ml oder e 3,2 ml Buffer ACL (ohne Carrier RNA)
hinzu und schlieflen Sie den Deckel.

10. Mischen Sie die Roéhrchen 30 Sekunden lang mit dem Vortex-
Mischer im Puls-Modus.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.
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Hinweis: Vortex-Vermischung im  Puls-Modus  bedeutet
Verwirbelung in kurzen Intervallen.

Inkubieren Sie 60 Minuten (2 Minuten) bei 60 °C (x1 °C) in einem
Wasserbad.

Fullen Sie in der Zwischenzeit den Eisklbel mit Eis oder holen Sie
das Kuhlgestell aus dem -15 °C bis -30 °C kalten Gefrierschrank und
beschriften Sie die erforderlichen Réhrchen von Hand:

a. Eine QIAamp® Mini-Saule pro Probe.
b. 1,5-ml-Réhrchen pro Probe.

Flgen Sie dem Lysat im Réhrchen A 5,4 ml oder e 7,2 ml Buffer
ACB hinzu.

SchlieRen Sie das Roéhrchen und mischen Sie das Lysat griindlich
15 s bis 30 s lang mit dem Vortex-Mischer im Puls-Modus.

Hinweis: Die folgenden Schritte sind unabhéngig vom
urspriinglichen Probenvolumen. Es bedarf keiner weiteren
Differenzierung mehr zwischen 2 — 3 ml und 3,1 — 4 ml.

Inkubieren Sie die Proben 5 Minuten (1 Minuten) lang auf Eis oder
im Kuhlgestell.

Bereiten Sie zwischenzeitlich das QIAvac 24 Plus Vakuumsystem
vor:

o Setzen Sie die VacConnectors in die Platze.

o Setzen Sie die beschrifteten QIAamp® Mini-Saulen in die
VacConnectors.

o Setzen Sie die Saulen-Extender (Verlangerungsadapter)

auf die QlIAamp® Mini-Saulen.
Zentrifugieren Sie das Probenréhrchen nach der Inkubation auf Eis
30 s lang bei 7.000 x g, um das Kondensat vom Deckel zu entfernen.

Halten Sie das Hauptunterdruckventil noch geschlossen und
schalten Sie die Vakuumpumpe ein (mit einer Einstellung zwischen
-800 und -900 mbar).

Uberfilhren Sie das Lysat vorsichtig in den S&ulen-Extender
(serologische Pipette). Entsorgen Sie die Réhrchen.
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20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Hinweis: Um einer Kreuzkontamination vorzubeugen, sollten Sie
vermeiden, die Pipette (ber die Sé&ulen-Extender der anderen
QIAamp Mini-S&ulen zu bewegen.

Stellen Sie sicher, dass der Vakuumdruck einem Bereich zwischen
-800 und -900 mbar entspricht.

Offnen Sie das Hauptunterdruckventil und lassen Sie das Lysat
vollstandig durch die Saule laufen.

Schlieen Sie das Hauptunterdruckventil (das Vakuum bleibt
bestehen) und halten Sie den Unterdruck in QlAvac 24 Plus
aufrecht.

Pipettieren Sie 600 pl Buffer ACW1 in den Saulen-Extender.

Hinweis: Um einer Kreuzkontamination vorzubeugen, verwenden
Sie eine frische Pipettenspitze fiir jede Probe und vermeiden Sie es,
die Pipettenspitzen iber den Sdulen-Extender anderer Proben zu
bewegen.

Offnen Sie das Hauptunterdruckventil und lassen Sie den Puffer
vollstandig durch die Saule laufen.

Schlieen Sie das Hauptunterdruckventil (das Vakuum bleibt
bestehen) und lassen Sie den Unterdruck im QlAvac 24 Plus
entweichen. Entfernen Sie den Saulen-Extender und entsorgen Sie
ihn.

Hinweis: Um einer Kreuzkontaminierung vorzubeugen, sollten Sie
sorgféltig darauf achten, die entfernten Sdulen-Extender nicht (iber
andere Proben/Sé&ulen zu bewegen.

Geben Sie 750 ul Buffer ACW2 in die QlAamp® Mini-S&ule.

Hinweis: Um einer Kreuzkontamination vorzubeugen, verwenden
Sie eine frische Pipettenspitze fiir jede Probe und vermeiden Sie es,
iiber QIAamp® Mini-S&ulen zu arbeiten, die andere Proben
enthalten.

Offnen Sie das Hauptunterdruckventil und lassen Sie den Puffer
vollstandig durch die Saule laufen.

SchlieBen Sie das Hauptunterdruckventil (das Vakuum bleibt
bestehen) und lassen Sie den Unterdruck im QlAvac 24 Plus
entweichen.
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29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

21/30

Geben Sie 750 pl EtOH (= 99,8 %, p.a.) in die QlIAamp® Mini-Saule.

Hinweis: Um einer Kreuzkontamination vorzubeugen, verwenden
Sie eine frische Pipettenspitze fiir jede Probe und vermeiden Sie es,
iiber QIAamp® Mini-S&ulen zu arbeiten, die andere Proben
enthalten.

Offnen Sie das Hauptunterdruckventil und lassen Sie das EtOH
vollstandig durch die Saule laufen.

SchlieBen Sie das Hauptunterdruckventil und schalten Sie die
Vakuumpumpe aus.

SchlieBen Sie die QIAamp® Mini-Saule, entfernen Sie sie aus dem
QIAvac 24 Plus und setzen Sie sie in ein 2-ml-Entnahmerdhrchen.
Entsorgen Sie die VacConnectors.

Zentrifugieren Sie die Proben 3 Minuten (0,5 Minuten) lang bei
voller Geschwindigkeit (20.000 x g) in einer Eppendorf-Zentrifuge
5430 oder einem vergleichbaren Gerat.

Setzen Sie die QlAamp® Mini-Sédule in ein neues 2-ml-
Entnahmerdhrchen.  Entsorgen Sie das benutzte 2-ml-
Entnahmerdhrchen.

Offnen Sie die Deckel und inkubieren Sie die S&ulen in den
Roéhrchen fur 10 Minuten (£1 Minuten) auf einem Heizblock bei
56 °C (x1 °C), um die Membran vollstéandig zu trocknen.

Setzen Sie die QlAamp® Mini-Séulen in ein sauberes 1,5-ml-
Elutionsréhrchen und entsorgen Sie die 2-ml-Entnahmerdhrchen.

Geben Sie vorsichtig 70 pl Buffer AVE in die Mitte der Membran,
ohne die Membran zu berthren.

Hinweis: Verwenden Sie fiir jede Probe eine frische Pipette.

SchlieRen Sie den Deckel und inkubieren Sie 3 Minuten
(20,5 Minuten) lang bei Raumtemperatur (zwischen 15 °C und
25 °C).

Zentrifugieren Sie 1 Minuten lang bei voller Geschwindigkeit
(20.000 x g) in einer Eppendorf-Zentrifuge 5430 oder einem
vergleichbaren Gerat.
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40. Geben Sie erneut vorsichtig 70 ul Buffer AVE in die Mitte der
Membran, ohne die Membran zu berihren.

Hinweis: Verwenden Sie fiir jede Probe eine frische Pipette.

41. Schlielken Sie den Deckel und inkubieren Sie 3 Minuten
(0,5 Minuten) lang bei Raumtemperatur (zwischen 15 °C und
25 °C).

42. Zentrifugieren Sie 1 Minuten lang bei voller Geschwindigkeit
(20.000 x g) in einer Eppendorf-Zentrifuge 5430 oder einem
vergleichbaren Gerat.

43. Entsorgen Sie die QIAamp® Mini-Saulen.

44. Lagern Sie die cfDNA im Pra-PCR-Labor bis zu 24 Stunden lang bei
2 °C bis 8 °C oder Uber einen langeren Zeitraum bei -15 °C bis
-30 °C. Die aufgereinigte DNA ist mindestens 1 Jahr lang stabil.

4.3 Probenquantifizierung (Qubit™)

Der Qubit™ Assay wird verwendet, um die cfDNA-Mengen zu quantifizieren,
die aus den Plasmaproben extrahiert wurden. DNA-Mengen werden in ng/ul
angegeben.

Hinweis: Die Qubit-Messung der Proben stellt nur eine grobe Schétzung der
Input-DNA dar, um die Probenladung zu bestimmen. Die endgiiltige und
moglicherweise abweichende Quantifizierung der Proben erfolgt im Laufe
der Sequenzierung der Bibliothek mit dem internen Quantifizierer
(Quantispike).

Die PSS Assay-Specific Kits wurden unter Verwendung des Qubit™
1X dsDNA HS Assays entwickelt (Assay-Umfang: 10 pg/ul bis 100 ng/ul).

Tabelle 6: Erforderliches Material fiir die Probenquantifizierung mit
Qubit™

Material Produkte

Reagenzien und Kits | * Qubit™ 1X dsDNA HS Assay Kit, Thermo Fisher, Nr. Q33230 (100
Assays) oder Nr. Q33231 (500 Assays)

* Qubit™ Assay-Rohrchen, Thermo Fisher, Nr. Q32856

Pipettenspitzen Aerosolbestandige sterile Pipettenspitzen mit Filter, 2, 10, 20, 200 pl
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Die folgenden Schritte werden im Probenvorbereitungsbereich im Pra-PCR-
Labor durchgeftihrt.

Qubit™ Messung:

Flhren Sie das Protokoll entsprechend der Anleitung des Herstellers mit 5
pl Probe durch (siehe Tabelle 7).

Tabelle 7: Bestimmung der DNA-Konzentration mit Qubit™

Qubit™ 1X dsDNA HS Arbeitslosung

i (Komponente A)
Standard 10 pl 190 pl
Probe 5l 195 pl

Berechnen Sie den DNA-Input insgesamt:

DNA Input pro Probe = gemessene Konzentration inng/ul * 116 ul

DNA Input insgesamt = Z gemessene Konzentrationen aller Proben

Hinweis: Jede Positive Control enthélt 4,3 ng DNA, was flir den DNA-
Input insgesamt fiir jeden Sequenzierungslauf zu berticksichtigen ist. Die
Positive  Control-DNA wird automatisch vom Modul ,Run Planning®
(Laufplanung) der PSS Software in die Berechnung einbezogen.

Aufgereinigte cfDNA kann im Pra-PCR-Labor bis zu 24 Stunden lang bei
2 °C bis 8 °C oder Uber einen langeren Zeitraum bei -15 °C bis -30 °C
gelagert werden. Die aufgereinigte DNA ist mindestens 1 Jahr lang stabil.

Nachste Schritte:

Informationen zur Laufplanung finden Sie in der Gebrauchsanweisung der
PSS Software und Informationen zur  Vorbereitung der
Sequenzierungsbibliothek finden Sie in der Gebrauchsanweisung des PSS
Assay-Specific Kits (siehe Abbildung 1).
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5 Technische Unterstitzung
Falls bei der Probenvorbereitung Probleme auftreten, konsultieren Sie bitte

die Angaben des Herstellers zur Fehlerbehebung, sofern diese vorliegen,
oder wenden Sie sich direkt an den Produkthersteller.
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6 Glossar und Begriffe

Begriff Definition

BCT Blutentnahmerdhrchen

cfDNA Zellfreie DNA

ctDNA Zirkulierende Tumor-DNA

DNA Desoxyribonukleinsaure

EtOH Ethanol

IFU Gebrauchsanweisung

NGS Next-Generation-Sequenzierung
PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung
PCR Polymerase-Kettenreaktion

PSS Plasma-SeqSensei™

RNA Ribonukleinsaure

SDS Sicherheitsdatenblatt

uiD Eindeutige Kennung

uv Ultraviolett
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8 Urheber- und Markenrechte

Die teilweise oder vollstandige Vervielfaltigung des Inhalts dieses
Handbuchs erfordert die vorherige schriftiche Genehmigung durch die
Sysmex Corporation, Japan.

Plasma-SeqSensei™ ist eine Marke der Sysmex Corporation, Japan.

Alle anderen Marken, Bezeichnungen und Produkte, selbst wenn sie nicht
spezifisch gekennzeichnet sind, sind Marken oder eingetragene Marken
ihrer jeweiligen Eigentimer.
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