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Bioprobenverarbeitung (Studienzentren ohne DZHK Clinical Study Unit)

1 Einleitung

1.1 Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Klartext

DZHK Deutsches Zentrum fir Herz-Kreislauf-Forschung e.V.

EDTA Ethylen-Diamin-Tetra-Essigsdure

eCRF Electronic Case Report Form

SOP Standardarbeitsanweisung, engl. Standard Operating Procedure

1.2 Zielsetzung

Diese Standardarbeitsanweisung beschreibt die Verarbeitung und Lagerung der im Rahmen von DZHK-
Projekten (i.d.R. einer klinischen Studie, eines Registers oder einer Kohorte) gewonnenen Bioproben fiir
den Aufbau einer Bioprobenressource unter standardisierten Bedingungen.

Kernelemente sind in dieser SOP grau unterlegt.

1.3 Hintergrund

In wissenschaftlichen Studien werden verschiedene Ansatze zur Untersuchung von humanen Bioproben
verwendet, wie z.B. Bestimmung von (zirkulierenden) Biomarkern, Bestimmung von
Standardlaborwerten, OMICs Verfahren, DNA-/RNA-Gewinnung oder ,,Biomonitoring”, fiir die eine hohe
Probenqualitdt die Basis ist. Um praanalytische Faktoren, welche einen wesentlichen Einfluss auf die
Probenqualitdit nehmen, zu minimieren, miissen die Schritte der Gewinnung, Prozessierung und
Lagerung standardisiert nach DZHK-SOPs erfolgen. Diese Standardisierung sichert nicht nur, dass
moglichst viele der oben genannten Techniken auch nach langfristiger Lagerung der Bioproben noch
durchgefiihrt werden konnen, sondern ermoglicht im spateren Verlauf auch die Vergleichbarkeit
gewonnener Analysedaten, der an den unterschiedlichen Studienzentren prozessierten und gelagerten
Bioproben.

1.4 Begriffe und Definitionen
Bioproben sind z.B. Blut, Urin, Stuhl und Gewebe sowie die nach Verarbeitung entstandenen Materialien

(z.B. Plasma, Serum, gewonnene DNA, RNA, Stammzellen).

DZHK-Biobanking' fiir die DZHK Heart Bank
Die DZHK Heart Bank vereint wertvolle Ressourcen von Bioproben, assoziierten klinischen Daten,

Bilddaten sowie genomischen Daten, die im Rahmen von DZHK-Projekten sowie weiteren Projekten
zusammengetragen werden. Damit soll ein nachhaltiger Beitrag zur Forschung und Verbesserung der
Gesundheit geleistet werden. Die zweckoffene Ressource steht weltweit fiir Forschungsprojekte zur

! Ehemals ,,DZHK-Basis-Biobanking”
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Bioprobenverarbeitung (Studienzentren ohne DZHK Clinical Study Unit)

Verfiigung. Das DZHK-Biobanking wird mit einem fest definierten DZHK-Set? durchgefiihrt. Die DZHK
Heart Bank enthalt alle gewonnenen DZHK-Sets.

Studienbiobanking® zur Beantwortung der Studienfrage

Neben dem DZHK-Set kann eine studienspezifische Probengewinnung gemal der hier vorliegenden SOP
notwendig sein. Die Zusammensetzung dieser Studien-Sets’ sowie die Festlegung der
Entnahmezeitpunkte obliegt dem verantwortlichen Principle Investigator des jeweiligen DZHK-Projekts
und wird den teilnehmenden Studienzentren planmaRig spatestens zur Initiierungsveranstaltung
mitgeteilt.

SecuTrial®: Das klinische Datenmanagementsystem dient neben der Dokumentation der klinischen Items
auch der Erfassung eines definierten Bioprobendatenset (via eCRF). Nach abgeschlossener Erfassung
wird die Korrektheit, Vollstandigkeit und Plausibilitdt durch die Vergabe eines Review A bestatigt und die
Bioprobendaten des eCRFs freigegeben zur Uberfilhrung in das zentrale Labor-Informations- und
Management-System des DZHK (DZHK-LIMS).

2 DZHK-Set

Von jeder Teilnehmer:in eines DZHK-Projekts wird einmalig zur Baseline-Visite (vor Intervention) ein
einheitliches DZHK-Set abgenommen, sofern der:die Teilnehmer:in eingewilligt hat. Die
Zusammensetzung des DZHK-Sets ist folgend in Tabelle 1 gelistet. Je nach etablierten Klinikroutinen
kdnnen entweder GefdRe der Firma BD oder der Firma Sarstedt verwendet werden.

Tabelle 1 Typ, Volumen und Anzahl der Primargefalle

BD Sarstedt
Primargefal}

Volumen Anzahl Volumen Anzahl
Serum 10,0 ml 1 7,5 ml 1
EDTA 10,0 ml 1 7,5 ml 1

DZHK-Set

Citrat 2,7 ml 1 3,0ml 1
Urin 11,0 ml 1 10,0 ml 1

3 Voraussetzungen fiir Bioprobenverarbeitung und Dokumentation

Um die Probenverarbeitung und -lagerung fiir das DZHK-Set und ggf. Studien- Sets durchzufiihren,
werden folgende Voraussetzungen benétigt:

e Zentrifuge (gekihlt oder ungekihlt)

o Kalibrierte Pipetten

e Gefrierschrank -80°C mit Anschluss an Uberwachungssystem und Ausfallsicherungskonzept
e Ausgefiillter Bioproben-Begleitschein zur Probengewinnung

e Gewonnene Bioproben in etikettierten PrimarprobengefalRen (DZHK-Set/Studien-Set)

2 Ehemals ,DZHK-Basis-Set”
3 Ehemals ,Studienspezifisches Biobanking*
4 Ehemals ,Studienspezifisches Set”
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Bioprobenverarbeitung (Studienzentren ohne DZHK Clinical Study Unit)

o Gelabelte und auf 96er Rack vorgesteckte AliquotgefaRe (siehe Abb. 1)

!

& V2064563367

Abb. 1: Beispiel gelaserte AliquotgefaBe 500 pl von LVL-Technologies

1 /2|3 |4|5|6|7]8 10 | 11 | 12

Serum (10 x 300pl) AlDO | DO | OO OO0 O

B
EDTA-Plasma(10x300pl) |C| O | O | O | O | O | O | OO O
Buffy Coat* (2 x bis300ul) (D OO | O

E
Citrat (4 x 300pl) FlO|O|0O| 0O

G
Urin (8 x 300pl) H O O Oo|Oo|0|0|0)|d

Abb. 2: Schematische Darstellung der Positionen der AliquotgefaRe auf dem Rack mit Probenart — Pipettierschema

4 Ablauf der Bioprobenverarbeitung und Dokumentation

4.1 Vorgaben

Die Bioprobenverarbeitung und Dokumentation muss durch geschultes Personal unter Berlicksichtigung
der lokal giiltigen Vorgaben gemal? dieser SOP erfolgen. Abweichungen von den hier folgenden Vorgaben
werden als Abweichung auf dem Bioproben-Begleitschein und in SecuTrial® dokumentiert (siehe

Abschnitt 6.4).

Weiterhin zu beachten sind:
e RegelmaRige Arbeitsflachendesinfektion
e FEinhaltung gangiger Hygienevorschriften
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Bioprobenverarbeitung (Studienzentren ohne DZHK Clinical Study Unit)

4.2 Flow Chart

Empfang der Primarproben des DZHK-Sets/Studien-Sets im Labor

Quittierung des Probeneingangs im Labor (DZHK-Set)

Zentrifugieren der quittierten Primarproben

Dokumentation der Zentrifugation und Probenbeschaffenheit

Aliquotierungder Uberstiande aus den zentrifugierten Primarproben

Dokumentation der Aliquotierung (Rackscan)

Lagerort, Rack ID und LIMSPSN lokal dokumentieren (z.B. Excel)

Lagerung des Racks am dokumentierten Lagerort

Elektronische Erfassung der Bioproben-Begleitschein-Daten in SecuTrial®

l [ : Bioprober leitschein: 2.10 Zeitpunkt Eingang im Labor

|

Bioproben-Begleitschein: 2.11 Ende der Zentrifugation, 2.12/2.13
[ Probenbeschaffenheit

l

Bioproben-Begleitschein: 2.14 Anzahl gefiillter AliquotgefaBe, 2.15
Zeitpunkt Einfrieren aller Aliquote bei mindestens -80°C

|
|

Abb.4: Ablauf der Verarbeitung von Bioproben und Dokumentation im Uberblick.

4.3 Ablauf der Probenverarbeitung und Dokumentation im Detail

Probeneingang im Labor zeitnah auf dem Bioproben-Begleitschein quittieren.

Zentrifugation aller Primarproben erfolgt nachdem der Probeneingang im Labor quittiert wurde:

Fir die Zentrifugation der Primarproben muss eine der zwei folgenden Varianten genutzt
werden: 2.000 g fiir 10 Minuten ODER 3.000 g fiir 5 Minuten.

Die Zentrifugationen kdnnen jeweils in gekihlten Zentrifugen: Temperatureinstellung auf 18°C
ODER ungekiihlten Zentrifugen bei Raumtemperatur (RT) erfolgen: Zentrifuge nach jedem Lauf
abkuhlen lassen.

Die Zentrifugationsart, der Zentrifugationszeitpunkt (Ende der Zentrifugation) sowie die
Beschaffenheit jeder zentrifugierten Primarprobe (Blut: unauffallig, hamolytisch, ikterisch,
lipamisch und Urin: unauffallig, trib, blutig) werden auf dem Bioproben-Begleitschein
dokumentiert.

Aliquotierung der Uberstinde nach der Zentrifugation:

Aliquotierung von 300 pl-Portionen in entsprechende Aliquotgefale.

Der Buffy Coat wird aus dem EDTA-Plasma Primarréhrchen gewonnen. Wenn nicht ausreichend

Material vorhanden ist, kann das AliquotgefdaR auch mit weniger als 300 ul Buffy Coat befllt

werden.

In Ausnahmefallen kann anstelle des EDTA-Plasma Primarréhrchens auch Citratblut verwendet
werden. Hierfir ist eine zusatzliche Dokumentation auf dem Bioproben-Begleitschein in
SecuTrial® im Feld 2.14 unter ,Kommentar” verpflichtend. Unter , Kommentar” einzutragen:
,Citratblut verwendet”,

DZHK-SOP-B-04
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Bioprobenverarbeitung (Studienzentren ohne DZHK Clinical Study Unit)

2.14. Anzahl gefiillter Aliquotgefilie
Alle 10 Serumgefifie [300pl] gefiillt? ®ja Onein Ounbekannt Onicht erhoben
Alle 10 EDTA-GefiRe [300pl] gefiillt? ®ja Onein Ounbekannt Onicht erhoben
Alle 4 Citrat-GefiRle [300pl] gefullt? ®ja Onein Ounbekannt Onicht erhoben
Alle 8 Urin-Gefifle [300pl] gefullt? ®ja Onein Ounbekannt Onicht erhoben
Alle 2 Buffy Coat-GefiRe [<300pl] gefiillt? ®ja Onein Ounbekannt Onicht erhoben

Kemmentar

e Verschluss der Aliquotgefalle.
o Leere Aliquotgefalle entfernen.

e Dokumentation der Aliquotierung und des Einlagerungszeitpunktes auf dem Bioproben-
Begleitschein.

4.4 Einlagerung der Bioproben

e Lokale Dokumentation des Rack-Lagerortes, Rack ID und LIMSPSN.

e lagerung des Racks am dokumentierten Lagerort.

e Keine Probenaliquote auf den Racks verdichten. Wenn eine Verdichtung notwendig sein sollte,
diese ausdriicklich erst nach Ricksprache mit dem DZHK-Supportteam durchfiihren
(biobanking@dzhk.de).

4.5 Bioprobendaten in SecuTrial®

e Digitalisierung der dokumentierten Daten vom Bioproben-Begleitschein im eCRF in SecuTrial®.

4.6 Versand der Bioproben (DZHK-Set/Studien-Set)

Wenn Sie an lhrem Studienzentrum nicht iber die geforderten Lagerkapazitaten (-80°C) verfligen, dann
kénnen Sie die bereits verarbeiteten Bioproben, also die Aliquote an die entsprechende
Studienzentrale versenden. Die Versandabwicklung erfolgt erst nach Riicksprache mit der zustandigen
Studienzentrale. Die Studienzentrale Gbernimmt die Verantwortung fiir die Abwicklung des
Versandprozesses, inklusive der notwendigen Dokumentationsschritte.

4.7 Verarbeitungszeiten und Lagerung - Probenqualitdten

Anhand der dokumentierten Zeiten von Gewinnung bis zur Einlagerung sowie der Lagerkonditionen
werden die Qualitatslevel vergeben. Liegt mindestens eine der folgend gelisteten Bedingungen vor
(*Dokumentation gefordert, sieche Abschnitt 6.8), wird die Probe damit in das jeweilige Qualitatslevel
eingestuft:

DZHK Qualitatslevel Stufe 1
e Das PrimargefaR wurde nicht innerhalb von 60min nach Probengewinnung verarbeitet.*
e Das Probenaliquot wurde lber 6h bei -20°C zwischengelagert.*

e Die Gesamtdauer von Biomaterialgewinnung, -verarbeitung und Einlagerung bei -80°C betrug
Uber 240min.
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DZHK Qualitatslevel Stufe 2
e Das Probenaliquot wurde bis max. 6h bei -20°C zwischengelagert.*
e Die Gesamtdauer von Biomaterialgewinnung, -verarbeitung und Einlagerung bei -80°C betrug
max. 240min.

DZHK Qualitétslevel Stufe 3

e Die Gesamtdauer von Biomaterialgewinnung, -verarbeitung und Einlagerung bei -80°C betrug
max. 120min.

4.8 Verhalten bei Abweichung

Aufgetretene Abweichungen zu den unter Abschnitt 6.1-6.6 beschriebenen sind auf dem Bioproben-
Begleitschein in SecuTrial® unter ,,3. Besonderheiten” zu dokumentieren.

Abb.5: Beispiele fiir SOP-Abweichungen und deren Dokumentation unter ,3. Besonderheiten®.

5 Literatur / Quellen

Richtlinie der Bundesarztekammer zur Qualitatssicherung laboratoriumsmedizinischer Untersuchungen
(Rili-BAK). Deutsches Arzteblatt | DOI: 10.3238 / arztebl.2019.rili_baek_QS_Labor20192312

6 Querverweise zu bestehenden DZHK-SOPs

Gliltig ist die jeweils aktuellste, verfiigbare Version.

SOP-ID Titel

DZHK-SOP-P-06 Erfassung-IDAT-Informed Consent

DZHK-SOP-B-01 Bioprobengewinnung (Studienzentren ohne DZHK Clinical Study Units)
DZHK-SOP-B-05 Versand von Bioproben

7 Anderungen

Anderungen gegeniiber der vorherigen Version.

Abschnitt Anderungen gegeniiber der vorherigen Version

Gesamtes Dokument Wording

vormals Biomaterial wird zu Bioproben

vormals DZHK Basisbiobanking wird zu DZHK-
Biobanking

vormals DZHK Basisset wird zu DZHK-Set

vormals Studienspezifisches Biobanking wird zu
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Studienbiobanking
vormals Studienspezifisches Probenset wird zu

Studien-Set
Gesamtes Dokument Redaktionelle Anderungen
8 Beteiligte Personen
Name Funktion Beteiligung
Prof. Dr. Tanja Zeller Erstautorin Erstellung der SOP
Dr. lvonne Wallrabenstein Reviewer Fachliche Prifung
Dr. llka Wilhelmi DZHK GSt Koordination
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9 Anlagen

9.1 Freigabe Vorversion

DZHK-SOP-B-02

Biomaterialverarbeitung

(externe DZHK-Zentren)
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