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QIAsymphony DSP Dolagan DNA sistemi insan plazma ve idrarindan insan dolasan hicre digi

DNA'sinin (ccfDNA) kalitatif saflaghirilmasi igin kullanima hazir bir in vitro sistem olusturur.

QlAsymphony DSP Dolagan DNA Kitinin sadece QlAsymphony SP cihazi ile kombinasyon

halinde kullanilmasi amaclanmugtir.

QIAsymphony DSP Dolagsan DNA Kiti ¢cok cesitli insan plazma tipleri (EDTA veya sitratla
antikoagilasyon yapilmig ve ayrica ccfDNA stabilize edilmis kan toplama tiplerinden plazma)
ve insan idrarindan (stabilize edilmis ve edilmemis) insan ccfDNA'sinin tam otomatik ve
eszamanli saflaghnlmasi igin reaktifler saglar. Her kan toplama tipi igin bir performans

dzelligi belirlenmemistir ve kullanici tarafindan dogrulanmasi gerekir.

Saflagtirlmig ccfDNA ¢ok cesitli asagr dogru uygulamalarla uyumludur. QlAsymphony SP
saflagtirma igleminin 10m adimlarini gergeklestirir. Tek bir ¢alismada 24'luk gruplar halinde

96 adede kadar érnek iglenir. Idrar drnekleri icin manuel drnek 6n muamelesi gerekebilir.
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Performans Ozellikleri

Temel performans

QIAsymphony DSP Dolagan DNA Kiti igin temel performans 4 ml stabilize edilmis plazma ve
ayrica 4 ml EDTA plazma ve 4 ml stabilize edilmis idrardan ekstraksiyonu yapilmis ccfDNA
agisindan 48 ayri donér kullanilarak degerlendirilmistir. ccfDNA verimi 18S ribozomal RNA

kodlama sekansi icin tesis ici gercek zamanli PCR tahlili kullanilarak belirlenmistir.

Sekil 1 (4 ml stabilize edilmis plazma), Sekil 2 (4 ml EDTA plazma) ve Sekil 3 (4 ml stabilize
edilmis idrar) igindeki verimlerdeki (log10 kopya/ml) farkhiliklar ilgili rnek materyalinin ayni
hacminde tipik olarak bulunan donére kuvvetli sekilde bagimli ccfDNA konsantrasyonlarini
yansitmaktadir. Stabilize edilmis ve EDTA plazma arasindaki ccfDNA verimi iki farkli tirde
kan toplama tiplerinden plazma kullanilarak (Sekil 1 ve Sekil 2) 48 ayri donérle yiksek bir

korelasyon gdstermektedir.
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Sekil 1. 48 ayri donérin plazmasindan ccfDNA verimi: ccfDNA stabilize edilmig kan toplama tipleri. 48
ayri donérden ccfDNA stabilize edilmis kan toplama tiplerine kan alinmigtir. ccfDNA ekstraksiyonu 4 ml
plazmadan QlAsymphony DSP Dolasan DNA Kiti kullanilarak yapilmig ve ccfDNA verimi 18S kodlama
sekansi igin bir tesis ici gercek zamanli PCR tahlili kullanilarak kantifiye edilmistir. Sonuglar ml plazma
girisi basina hedef kopya olarak hesaplanmistir.
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Sekil 2. 48 ayri donérin plazmasindan ccfDNA verimi: EDTA kan toplama tupleri. 48 ayri donérden
EDTA kan toplama tiplerine kan alinmighr. ccfDNA ekstraksiyonu 4 ml plazmadan QlAsymphony DSP
Dolagan DNA Kiti kullanilarak yapilmig ve ccfDNA verimi 18S kodlama sekansi igin bir tesis ici gercek
zamanli PCR tahlili kullanilarak kantifiye edilmistir. Sonuglar ml plazma girigi basina hedef kopya olarak
hesaplanmigtir.
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Sekil 3. 48 ayri donérden stabilize edilmig idrardan ccfDNA verimi. 48 ayri donérden idrar, toplamadan
hemen sonra stabilize edilmistir. ccfDNA ekstraksiyonu 4 ml idrardan QIAsymphony DSP Dolagan DNA
Kiti kullanilarak yapilmig ve ccfDNA verimi 18S kodlama sekansi icin bir tesis ici gergek zamanli PCR
tahlili kullanilarak kantifiye edilmistir. Sonuclar ml idrar girisi bagina hedef kopya olarak hesaplanmigtir.

Calisma kesinligi

EDTA plozmadan insan ccfDNA'si  ekstraksiyonu igin  varyasyon katsayilari  (CV'ler)
belirlenmigtir. Kesinlik analizi igin ccfDNA, 18S ribozomal kodlama sekansi icin bir tesis igi
gercek zamanli PCR tahlili kullanilarak kantifiye edilmistir. Toplam olarak 4 grupta (grup
basina 8 replikat) 10 QlAsymphony c¢alismasi yapilmighr. Kesinlik verileri Tablo 1'de

verilmistir.
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Tablo 1. Kesinlik tahminlerinin analizi

Kesinlik CV (%)
Grup ici 11,67
Tekrarlanabilirlik 13,14
Ara kesinlik 13,14
Toplam kesinlik 14,12

2 ml ve 4 ml protokollerinin esdeger performansi

2 ml ve 4 ml érnek girisi igin protokollerin esdeger performansi bir insan EDTA plazma
havuzundan ekstraksiyonu yapilmig endojen ccfDNA kullanilarak QlAsymphony DSP Dolagan
DNA Kiti i¢in degerlendirilmigtir. Her ¢alismada grup bagina 8 replikatla 4 grup olacak sekilde
toplam 8 bagimsiz QlAsymphony ¢alismasi yapilmigtir. QIAsymphony DSP Dolagan DNA Kiti
isleminin lineer aralig 18S kodlama sekansi icin bir tesis ici gercek zamanli PCR tahlili ile
belirlenmigtir (Sekil 4). 2 ml ve 4 ml protokoller igin farkin orani Tablo 2'de gésterilmistir.

(Referans protokol 4 ml érnek girigidir).
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2ml  Plazma girisi 4 ml

Sekil 4. 2 ml ve 4 ml &rnek girigi protokoli kullanilarak egdeger performans. ccfDNA protokolinin lineer
araligr 2 ml ve 4 ml protokolleri kullanilarak belirlenmigtir. ccfDNA verimi 18S kodlama sekansi igin bir
tesis ici gergek zamanli PCR tahlili kullanilarak kantifiye edilmistir. Sonuglar protokol bagina toplam kopya
olarak hesaplanmgtir.
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Tablo 2. 2 ml ve 4 ml protokoller arasinda fark (N = 256)

Parametre Deger
Hesaplanan kopya/ml olarak geometrik ortalamanin tahmini orani 1,01
Alt %95 given limiti 0,92
Ust %95 given limiti 1,11

2 ml ve 4 ml érnek girisi igin protokollerin performansi hesaplanan kopya/ml ile 8l¢tldigo

sekilde esdegerdir.
Buyuklok dagilimi

Ornek cikiginin buyoklok dagilimini degerlendirmek icin 4 ml érnek girisinden ccfDNA
ekstraksiyonu QIAsymphony DSP Dolagan DNA Kiti kullanilarak yapilmig, 75 ul iginde
elUsyonu yapilmig ve sonra 1 ul eltt bir Agilent High Sensitivity DNA Chip kullanilarak Agilent
2100 Bioanalyzer ile buyukluk analizine tabi tutulmustur. Toplam 5 bagimsiz replikat
kullanilmugtir. Sekil 5'te plazma ve Sekil 6'da stabilize edilmis idrar icin bir temsili DNA profili

gosterilmistir.

Sekil 5'te plazma igin elekiroferogram 145 bp ile 196 bp araliginda ~160 bp'de sik gézlenen
tepeyi géstermektedir ve bu da nikleozomda histona bagli DNA uzunlugu arahigindadir. Sekil
6'da idrar igin elekiroferogram ~145 bp ile 250 bp araliginda, ~160 bp'deki temel tepenin
daha genis oldugunu géstermektedir. Ayrica idrar igin ~20 bp ile 100 bp araliginda ikinci bir
tepe (alt isaretleyici tepesi seviyesinde) mevcuttur ve daha yiksek bir fragmantasyon derecesi
olan bir ccfDNA fraksiyonuna isaret eder. Ayrica Sekil 6, ~2 kb degerinden yUksek sayida
uzun DNA fragmani géstermektedir. idrar drneklerinde siklikla bulunan bu tir genomik DNA
fragmanlarinin en biytk olasilikla nedeni idrarda bulunan hicrelerden genomik DNA'nin

serbest kalmasidir.
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Sekil 5. Plazmadan ccfDNA'nin biyiklok dagiimi (Bioanalyzer profili). ccfDNA ekstraksiyonu 4 ml EDTA
plazmadan QIAsymphony DSP Dolagan DNA Kiti kullanilarak yapilmighir; 1 ul eltt Agilent High Sensitivity
DNA Chip analizine tabi tutulmugtur. X ekseni: baz ¢ifti bGyuklogo (bp); Y ekseni: floresans Uniteleri (FU).
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Sekil 6. idrardan ccfDNA boyiklok dagiimi (Bioanalyzer profili). ccfDNA ekstraksiyonu 4 ml stabilize
edilmis idrardan QIlAsymphony DSP Dolasan DNA Kiti kullanilarak yapilmighr; 1 ul eltt Agilent High

Sensitivity DNA Chip analizine tabi tutulmustur. X ekseni: baz cifti buyOklogu (bp); Y ekseni: floresans
Oniteleri (FU).
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ElUt stabilitesi

QIAsymphony DSP Dolagan DNA Kiti igin elut stabilitesi bir insan EDTA plazma havuzundan
ekstraksiyonu yapilmig ccfDNA kullanilarak degerlendirilmigtir. ElGtler 2 farkli elGsyon askisi
formatinda saklanmigtir: QIAGEN EMTR (Elisyon Mikrotipleri CL 96; kat. no. 19588) ve 1,5
ml Eppendorf® LoBind Snap Cap Safe-Lock tupleri. ElGtler 8 replikatlar halinde analiz
edilmistir. DNA'nin elttlerde stabilitesi 18S ribozomal RNA kodlama sekansi icin bir tesis igi

gercek zamanlh PCR tahlili kullanilarak belirlenmigtir.

2-8°C'de elut stabilitesi bir aya kadar saklama siresinden veya sakloma formatindan
etkilenmemisgtir (Sekil 7). DNA'nin LoBind tUplerde stabilitesi 7 gin, bir ay ve iki ay sonrasinda
3 dondurma/¢dzme déngisi igerecek sekilde —15 ila -30°C'de saklamadan etkilenmemistir

(Sekil 8).
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Test zaman noktasi

Sekil 7. 2 top formatinda 2-8°C'de saklanan elitlerde ccfDNA stabilitesi. ccfDNA ekstraksiyonu EDTA
plazmadan QlAsymphony DSP Dolasan DNA Kiti kullanilarak yapilmig ve farkli test zaman noktalari igin
2-8°C'de saklanmugtir. ccfDNA verimi 18S kodlama sekansi igin bir tesis ici gergek zamanli PCR tahlili
kullanilarak kantifiye edilmistir. Sonuglar ml plazma girisi bagina hedef kopya olarak hesaplanmugtir.
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Test zaman noktasi

Sekil 8. 3 dondurma-¢ézme déngist dahil —15 ila -30°C'de saklanan elitlerde ccfDNA stabilitesi.
ccfDNA ekstraksiyonu EDTA plazmadan QlAsymphony DSP Dolasan DNA Kiti kullanilarak yapilimig ve
1,5 ml Eppendorf LoBind tiplerde -15 ila -30°C'de saklanmigtir. ccfDNA verimi 3 dondurma-¢ézme
déngusinde ayni eldt kullanilarak 3 test zaman noktasinda belirlenmistir. ccfDNA verimi 18S kodlama
sekansi igin bir fesis i¢i gercek zamanl PCR tahlili kullanilarak kantifiye edilmistir. Sonuglar ml plazma
girisi bagina hedef kopya olarak hesaplanmigtr.
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Guncel lisanslama bilgisi ve Urine spesifik red beyanlar igin ilgili QIAGEN kiti el kitabi veya
kullanim kilavuzuna bakiniz. QIAGEN kit el kitaplari ve kullanim kilavuzlarn www.giagen.com
adresinde bulunabilir veya QIAGEN Technical Services veya yerel distribUtéronizden

istenebilir.

Ticari markalar: QIAGEN?, Sample to Insight®, QlAsymphony® (QIAGEN Group); Eppendorf® (Eppendorf AG).
Bu belgede kullanilan tescilli isimler, ticari markalar vs. bu sekilde isaretlenmemis olsalar bile kanunen koruma altinda olmadiklar doginilmemelidir.

02/2017 HB-2309-D01-001
© 2017 QIAGEN, tom haklari saklidir

QIAsymphony DSP Circulating DNA Kiti Performans Ozellikleri  02/2017 11



QlAsymphony DSP Circulating DNA Kiti Performans Ozellikleri  02/2017



Siparig www.giagen.com/shop | Teknik Destek support.qiagen.com | Web sitesi www.giagen.com




	Performans Özellikleri
	Temel performans
	Çalışma kesinliği
	2 ml ve 4 ml protokollerinin eşdeğer performansı
	Büyüklük dağılımı
	Elüt stabilitesi


