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Zastitni znakovi: PAXgene®, PreAnalytiX® (PreAnalytiX GmbH); QIAGEN®, QlAcube®, QIAsymphony® (QIAGEN Group); Corning®, Falcon® (Corning, Inc.); Eppendorf®
(Eppendorf AG); SpeedVac® (Thermo Fisher Scientific ili podruznice tog drustva). Registrirani nazivi, zastitni znakovi itd. koristeni u ovom dokumentu, €ak i ako nisu
specificno ozna€eni kao takvi, ne smiju se smatrati zakonski nezasti¢enim.

Ugovor o ogranié j licenciji za QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit
Uporabom ovog proizvoda svaki kupac ili korisnik proizvoda pristaje na sliedece uvjete:

1. Proizvod se moze upotrebljavati samo u skladu s protokolima koji su isporuceni s proizvodom i ovim priruénikom i namijenjen je samo za uporabu s
komponentama koje su sadrzane na panelu. Drustvo PreAnalytiX® ne daje nikakvu licenciju za svoje intelektualno vlasnistvo za uporabu ili spajanje komponenata
ovog panela s bilo kojom komponentom koja nije sadrzana na ovom panelu, osim kako je opisano u protokolima koji su isporu¢eni s proizvodom, koji se nalaze u
ovom priruéniku i drugim protokolima dostupnima na web-mjestima www.giagen.com i www.PreAnalytiX.com.

2. Osim izri¢ito navedenih licencija, drustvo PreAnalytiX ne jam¢i da ovaj panel ifili njegova uporaba ne krsi prava trecih strana.
3. Ovaj panel i njegove komponente licencirani su samo za jednokratnu uporabu i ne smiju se ponovno upotrebljavati, preradivati niti preprodavati.
4. Drustvo PreAnalytiX odrice se svih drugih licencija, izri€itih ili impliciranih, osim onih koje su izri¢ito navedene.

5. Kupac i korisnik ovog panela potvrduju da nece dopustiti drugim osobama poduzimanje koraka koji bi mogli dovesti do krSenja gore navedenih odredbi ili
omoguciti njihovo kréenje. Drustvo PreAnalytiX moze provesti zabrane navedene u ovom Ugovoru o ograni¢enoj licenciji na bilo kojem sudu te ¢e potrazZivati sve
sudske troSkove i troskove postupka istraZivanja, ukljucujuci troskove odvjetnika, za svaku radnju s ciliem provedbe ovog Ugovora o ogranic¢enoj licenciji ili bilo kojeg
svojeg prava intelektualnog vlasniStva povezanog s panelom ifili njegovim komponentama.

AZurirane uvjete licencije potraZite na web-mjestima www.giagen.com i www.PreAnalytiX.com.
HB-2866-001 1123518 © 2021 PreAnalytiX GmbH, sva prava pridrzana.
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Namjena

Komplet QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD) za uporabu s
instrumentom QIAsymphony SP namijenjen je za automatiziranu izolaciju i prociScavanje
slobodne cirkuliraju¢e DNK (circulating cell-free DNA, ccfDNA) iz plazme dobivene iz ljudske

venske pune krvi prikupljene u epruvetu PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD).

Komplet QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD) rabi tehnologiju magnetskih

Cestica za automatiziranu izolaciju i pro¢is¢avanje ccfDNA iz ljudske plazme.

Komplet QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD) namijenjen je in vitro
dijagnosti¢koj uporabi te da ga upotrebljavaju profesionalni korisnici, kao $to su tehnicari i

lije€nici osposobljeni za molekularno-bioloSke tehnike.

Predvideni korisnik

Ovaj komplet namijenjen je za profesionalnu uporabu.

Proizvod smije upotrebljavati samo osoblje koje je posebno obu€eno i osposobljeno za

molekularno-bioloSke tehnike i koje je upoznato s ovom tehnologijom.
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Opis i naCelo
Sazetak i objasnjenje

Slobodna cirkuliraju¢a DNK (circulating cell-free DNA, ccfDNA) prisutna je u plazmi obi¢no
u obliku kratkih fragmenata (<1000 bp). Koncentracija ccfDNA u plazmi obi¢no je niska (u
rasponu od 1 do 100 ng/ml) i u velikoj se mjeri razlikuje medu pojedincima. Epruveta
PreAnalytiX PAXgene Blood ccfDNA Tube s oznakom CE (CE-IVD) u kombinaciji s
kompletom QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD) sadinjava standardizirani
tijek rada za prikupljanje, pohranu i prijevoz krvi, stabilizaciju DNK u zatvorenoj epruveti te
naknadnu izolaciju i proci§¢avanje ccfDNA iz ljudske plazme s pomoéu instrumenta
QIAGEN® QIlAsymphony SP.

Dostupni su protokoli instrumenta QIAsymphony SP za ekstrakciju ccfDNA iz 2,4 4,8 ml
plazme dobivene dvostrukim centrifugiranjem iz krvi prikupljene u epruvete PAXgene Blood
ccfDNA Tubes (CE-IVD). Plazma se prenosi i obraduje u sekundarnoj epruveti na
instrumentu QIAsymphony SP.

Alternativno, protokoli za rukovanje primarnom epruvetom na instrumentu QIAsymphony SP
dostupni su za ulazni volumen plazme od 2,4 i 4 ml. U tom slu€aju nema potrebe za drugim

korakom centrifugiranja ili prijenosom plazme u sekundarnu epruvetu.

Tehnologija magnetskih cestica kompleta QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit
omogucuje prociS¢avanje visokokvalitetne ccfDNA bez proteina, nukleaza i drugih
necistoca. Na instrumentu QIAsymphony SP izvode se svi koraci postupka prociS¢avanja.
U jednom izvodenju obraduje se do 96 uzoraka, u serijama od 24. Za izolaciju genomske
DNK (genomic DNA, gDNA) iz frakcije nukleiranih stanica krvi prikupljene u epruvete
PAXgene Blood ccfDNA Tubes (CE-IVD) na instrumentu QIAsymphony SP pogledajte
informacije navedene u uputama za uporabu epruvete PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-
IVD) (www.PreAnalytiX.com).
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Nacela postupka

Tehnologija instrumenta QIAsymphony SP kombinira brzinu i u€inkovitost prociS¢avanja
nukleinske kiseline na bazi anionske izmjene s prakticnim postupanjem s magnetskim
Cesticama (slika 1). Postupak prociS¢avanja osmis$ljen je kako bi se zajamcilo sigurno i
ponovljivo rukovanje potencijalno zaraznim uzorcima, a sastoji se od 3 koraka: vezanje,
ispiranje i elucija (slika 2). Korisnici mogu odabrati razli€ite ulazne volumene uzorka.

Prikupljanje .— @

Magnetski
Stapi¢

Magnetski
Stapi¢

Pokrov
Stapica

. .

Pokrov Stapi¢a

Reagens 1i Polagano pomicanje Prijenos Brzo pomicanje pokrova Reagens 2 i

magnetske prema gore i dolje za Stapica prema gore i magnetske Cestice
Cestice prikupljanje magnetskih dolje za otpustanje
Cestica magnetskih Gestica
Jazica 1 JaZica 2

Slika 1. Shematski dijagram nacela instrumenta QIAsymphony SP. Instrument QIAsymphony SP obraduje uzorak
koji sadrzava magnetske Cestice na sljedec¢i nacin: magnetski Stapi¢ zasticen pokrovom $tapi¢a ulazi u jazicu s
uzorkom i priviai magnetske Cestice. Pokrov magnetskog $tapi¢a postavlja se iznad druge jazice i magnetske se
Cestice otpustaju. Tijekom obrade uzorka ti se koraci ponavljaju nekoliko puta. Instrument QIAsymphony SP
upotrebljava magnetsku glavu koja sadrzi 24 magnetska $tapi¢a te tako moZze istovremeno obradivati do 24 uzorka.
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QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit

Uzorak plazme s vezivnim
puferom, Proteinase K i
magnetskim ¢esticama
prenosi se u ulozak za
pripremu uzoraka

DNK veZe magnetske
Gestice

Odvajanje magnetskih
Gestica

Ispiranje

Odvajanje magnetskih
Gestica

Elucija

Cista, visokokvalitetna ccfDNA

Slika 2. Koraci za ekstrakciju ccfDNA s pomoc¢u kompleta QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD).
Fragmenti ccfDNA izoliraju se iz plazme dobivene iz ljudske venske pune krvi prikupljene u epruvetu PAXgene Blood
ccfDNA Tube (CE-IVD). Tijekom prvog koraka obrade, Proteinase K razgraduje proteine u plazmi, a ccfDNA se veze
na povrsinu magnetskih €estica. Tri koraka ispiranja jam¢&e uklanjanje svih kontaminanata. Kona¢no, ccfDNA se eluira
iz magnetskih Cestica i spremna je za uporabu u postupcima daljnje obrade.
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UkljuCeni materijali

Sadrzaj kompleta

QIAsymphony PAXgene Blood

ccfDNA Purification
Protocol Selection
Tool

ccfDNA Kit (CE-IVD) (192)
Kataloki br. 768566
Broj reakcija 192
Skracenica Naziv Koli¢ina Aktivni sastojci Koncentracija [%]**
RC Reagent cartridge 2 neionski deterdZent 20,5 - <10 [w/w]
(UloZak reagensa)*" magnetske Cestice za Nije primjenjivo
izmjenu aniona
NaOH 20,05 -<0,1 [w/w]
etanol 270 - <90 [vV]
PROTK Proteinase K 5x 10 mi Proteinase K 21 - <3 % [wiw]
(Proteinaza K)*
PL Piercing lid 2 — Nije primjenjivo
(Poklopac za
busenje)
RSS Reuse Seal Set 2 — Nije primjenjivo
(Komplet za
zatvaranje za
ponovnu uporabu)*
Elution Microtubes 2 — Nije primjenjivo
CL, racked
(Mikroepruvete za
eluciju CL, na
stalku)*
Caps for Elution 1x(55x8) — Nije primjenjivo
Microtubes (Cepovi
za mikroepruvete za
eluciju)?
Upute za uporabu 1 — Nije primjenjivo
(priru¢nik)
PAXgene Blood 1 — Nije primjenjivo

* Sadrzava natrijev azid kao konzervans.

T Popis simbola i definicija potraZite na stranici 34.
* Reuse Seal Set sadrzava 8 stripova za zatvaranje radi ponovne uporabe.
# Proizvod je takoder dostupan zasebno, pogledajte Informacije za narudzbu.

** Maksimalna koncentracija u jednoj jazici.
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Materijali koji su potrebni, ali nisu isporuceni

Kada radite s kemikalijama i bioloSkim uzorcima, uvijek se pridrzavajte op¢ih mjera opreza i
nosite prikladnu laboratorijsku kutu, rukavice za jednokratnu uporabu i zastitne naocale u
skladu s pravilima i postupcima va$e ustanove. Vide informacija potrazite u odgovarajuéim
sigurnosno-tehnickim listovima (Safety Data Sheet, SDS) dostupnima kod dobavljaca
proizvoda.

Provjerite jesu li instrumenti pregledani i kalibrirani prema preporuci proizvodaca.

® Sample Prep Cartridges, 8-well (QIAGEN, kat. br. 997002)

® 8-Rod Covers (QIAGEN, kat. br. 997004)

e Filter-Tips, 200 pl i 1500 pl (QIAGEN, kat. br. 990332 i 997024)

e Tip Disposal Bags (QIAGEN, kat. br. 9013395)

® PAXgene Blood ccfDNA Tubes (CE-IVD) (PreAnalytiX, kat. br. 768165)

® Epruvete za uzorke. Za informacije o kompatibilnim formatima primarnih i sekundarnih
epruveta pogledajte popis laboratorijskih proizvoda koji mozete pronaci na kartici Product

Resources (Resursi za proizvod) stranice proizvoda na web-mjestu www.qgiagen.com.

® Za informacije o kompatibilnim formatima epruveta za eluciju pogledajte popis
laboratorijskih proizvoda koji moZete pronaci na kartici Product Resources (Resursi za

proizvod) stranice proizvoda na web-mjestu www.giagen.com.

Oprema*
® Pipeta (5 ml)

® QIAsymphony SP instrument (QIAGEN, kat. br. 9001297)

* Prije uporabe provjerite jesu li instrumenti pregledani i kalibrirani prema preporuci proizvodaca.
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Upozorenja i mjere opreza

Za in vitro dijagnosti¢ku uporabu
Prije uporabe kompleta pazljivo pro¢itajte sve upute.

Kupci u Europskoj uniji moraju imati na umu da ozbiljne Stetne dogadaje koji su nastali u
vezi s proizvodom treba prijaviti proizvodacu ili nadleznom tijelu u drzavi €lanici u kojoj se

nalazi korisnik i/ili pacijent.

Sigurnosne informacije

Kada radite s kemikalijama i bioloSkim uzorcima, uvijek se pridrzavajte op¢ih mjera opreza i
nosite prikladnu laboratorijsku kutu, rukavice za jednokratnu uporabu i zastitne naocale u
skladu s pravilima i postupcima vase ustanove. ViSe informacija potrazite u odgovarajuéim
sigurnosno-tehnickim listovima (Safety Data Sheet, SDS). Oni su dostupni na mrezi u PDF
formatu na web-mjestu www.giagen.com/safety. Ondje mozZete pronaci, pregledati i ispisati
sigurnosno-tehnicki list (Safety Data Sheet, SDS) za svaki komplet i komponentu kompleta
drustva PreAnalytiX.

® Sve kemikalije i bioloSki materijali potencijalno su opasni. Ispitci i uzorci potencijalno su
infektivni i s njima je potrebno postupati kao s bioloSki opasnim materijalom.

® Bacite otpad od uzoraka i ispitivanja u skladu s lokalnim sigurnosnim propisima.
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Mjere opreza

Puferi u uloSku reagensa (reagent cartridge, RC) sadrZzavaju natrijev azid. Ako se puferi iz

kompleta proliju, ocistite ih odgovaraju¢im laboratorijskim deterdZzentom i vodom. Ako

prolivena tekucina sadrzava potencijalno infektivne agense, o istite zahvaceno podrudje

najprije laboratorijskim deterdZzentom i vodom, a zatim 1 %-tnim (v/v) natrijevim hipokloritom

(izbjeljivacem).

Sliede¢e izjave o opasnosti i mjerama opreza odnose se na komponente kompleta
QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit.

12

MBS3

Proteinase K

SadrZava: natrijev azid. Upozorenje! MoZe biti Stetho ako se proguta.

Nositi zastitne rukavice/zastitno odijelo/zastitu za oci/zastitu za lice.

Sadrzava: Proteinase K. Opasnost! Uzrokuje blago nadrazivanje
koZze. Ako se udiSe moZe izazvati simptome alergije ili astme ili
poteskoce s disanjem. Izbjegavati udisanje
praSine/dima/plina/magle/pare/aerosola. Nositi zastitne
rukavice/zastitno odijelo/zastitu za oCi/zastitu za lice. Nositi sredstva
za zastitu diSnog sustava. U slu€aju izloZzenosti ili sumnje na
izloZzenost: nazvati centar za kontrolu otrovanja ili lije¢nika. Premjestiti
unesrecenog na svjezi zrak, umiriti ga i postaviti u polozaj koji

olakSava disanje.
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QSE2

QSW9

O®

Sadrzava: natrijev hidroksid. Opasnost! Uzrokuje teSke opekline koze
i ozljede oka. OdloZiti sadrzaj/spremnik u odobreno postrojenje za
odlaganje otpada. U slu€aju dodira s o€ima: oprezno ispirati vodom
nekoliko minuta. Ukloniti kontaktne lece ako ih nosite i ako se one lako
uklanjaju. Nastaviti ispiranje. U slu¢aju dodira s kozom (ili kosom):
odmah ukloniti/skinuti  svu zagadenu odje¢u. Isprati kozu
vodom/tuSiranjem. Odmah nazvati centar za kontrolu otrovanja ili
lijeCnika. Skladistiti pod kljuéem. Nositi zaStitne rukavice/zastitno

odijelo/zastitu za oc€i/zastitu za lice.

Sadrzava: etanol. Opasnost! Lako zapaljiva tekucina i para. Uzrokuje
jako nadraZivanje oka. Cuvati odvojeno od topline/iskre/otvorenog
plamena/vruéih povrsina. Ne pusiti. Nositi zaStitne rukavice/zastitno
odijelo/zastitu za oci/zastitu za lice.
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Pohrana i rukovanje reagensima

Komplet QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD) treba se pohraniti u uspravnom
polozaju na sobnoj temperaturi (15 — 25 °C). Magnetske Cestice u uloScima reagensa (reagent
cartridge, RC) ostaju aktivne prilikom pohrane unutar navedenog temperaturnog raspona.

Napomena: datum isteka roka trajanja kompleta naveden je na naljepnici na kutiji kompleta
QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD). Taj se datum isteka roka trajanja
odnosi na ulozak reagensa.

Nemojte upotrebljavati komplet QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD) nakon
isteka roka trajanja.

Komponente kompleta

Komplet QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD) sadrZzava otopinu Proteinase
K spremnu za uporabu koja se moZe pohraniti na sobnoj temperaturi (15 — 25 °C).

Nemojte pohraniti uloSke reagensa (reagent cartridge, RC) na temperaturama nizima od 15 °C.

Otvoreni uloSci reagensa (reagent cartridge, RC) kompleta QIAsymphony PAXgene Blood
ccfDNA Kit (CE-IVD) mogu se pohraniti na sobnoj temperaturi (15— 25 °C) do 4 tjedna, Sto
omogucuje isplativu ponovnu uporabu reagensa i fleksibilniju obradu uzoraka. Ako je ulozak
reagensa (reagent cartridge, RC) djelomi¢no iskoriSten, zamijenite poklopac spremnika s
magnetskim Cesticama i zatvorite ulozak reagensa (reagent cartridge, RC) stripovima za
zatvaranje radi ponovne uporabe isporu¢enima u kompletu odmah nakon dovretka protoka kako
bi se sprijecilo isparavanje.

Kako bi se sprijecilo isparavanje reagensa, ulozak reagensa (reagent cartridge, RC) smije
biti otvoren maksimalno 15 sati (ukljuujuéi vrijeme izvodenja postupaka) na maksimalnoj
temperaturi okoline od 32 °C. Neispravna pohrana komponenti kompleta moZe dovesti do
ubrzanog starenja pufera.
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Obrada serija s malim brojem uzoraka (< 24) produljit ¢e vrijeme koliko je ulozak reagensa
(Reagent Cartridge, RC) otvoren i dovest ¢e do povecéanja potrebnih volumena pufera, §to
bi moglo smanjiti ukupan broj mogucih priprema uzoraka po ulo$ku.

Izbjegavajte izlaganje uloZaka reagensa (Reagent Cartridge, RC) UV svjetlosti (npr. koja se
upotrebljava za dekontaminaciju) jer izlaganje moZe ubrzati starenje ulozaka reagensa
(Reagent Cartridge, RC) i pufera.

Potrebno je paziti na rokove trajanja i uvjete pohrane ispisane na kutiji i naljepnicama svih

komponenata. Nemojte upotrebljavati komponente kojima je istekao rok ili koje su bile
nepravilno pohranjene.
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Uzimanije i priprema ispitaka

Postupak proci§¢avanja optimiran je za uporabu s plazmom dobivenom iz krvi prikupljene u
epruvete PAXgene Blood ccfDNA Tubes (CE-IVD). Informacije o prikupljanju krvi, rukovanju
epruvetama i pripremi plazme potrazite u uputama za uporabu epruveta PAXgene Blood
ccfDNA Tube (CE-IVD) koje mozete pronaci na karticama Product Resources (Resursi za
proizvod) stranica odgovaraju¢ih proizvoda na web-mjestima www.qgiagen.com i
www.PreAnalytiX.com.

Priprema plazme moZe se obavljati primjenom (A) standardnog protokola dvostrukog
centrifugiranja ili (B) rukovanjem primarnom epruvetom: izravna obrada jednom centrifugiranih
epruveta PAXgene Blood ccfDNA Tubes (CE-IVD) na instrumentu QIAsymphony SP.

A) Priprema plazme iz krvi za standardne protokole

1. Centrifugirajte epruvetu PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD) na sobnoj temperaturi
(15 — 25 °C) u trajanju od 15 minuta pri 1600 — 3000 x g (prvo centrifugiranje) i 10 minuta
pri 1600 —3000 x g (drugo centrifugiranje) primjenom ravnomjerno opterecene

koc¢enja srednje razine koje je odobreno za vas specifican tijek rada.

Napomena: za najbolje radne znalajke uzoraka pohranjenih u hladnjaku prije
centrifugiranja, ostavite epruvete da prije obrade dosegnu sobnu temperaturu.

2. Pipetirajte plazmu u epruvetu za centrifugiranje s konusnim dnom i volumenom od 15 ml
(nije isporu€ena), pazedi pritom da ne ometate frakciju nukleiranih stanica.

3. Centrifugirajte epruvetu za centrifugiranje s konusnim dnom od 15 ml na sobnoj temperaturi
(15 — 25 °C) u trajanju od 15 minuta pri 1600 — 3000 x g (prvo centrifugiranje) i 10 minuta pri
1600 — 3000 x g (drugo centrifugiranje) primjenom ravnomjerno optereéene centrifuge.
Napomena: ne prelazite maksimalnu brzinu centrifugiranja koju je preporucio proizvodaé
sekundarne epruvete.
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4.

B)

Pipetirajte Zeljeni volumen plazme (pogledajte odjeljak ,Volumen uzorka”, stranica 20) u
polistirensku epruvetu sa zaobljenim dnom od 14 ml, veli¢Gine 17 x 100 mm, pazedi
pritom da ne ometate preostali talog krvnih stanica, ako je prisutan.

Prenesite epruvetu sa zaobljenim dnom koja sadrzava uzorak plazme u nosac epruveta

i postavite nosa¢ epruveta u ladicu za unos uzoraka na instrumentu QIAsymphony SP.

Napomena: za maksimalan prinos ccfDNA obradite maksimalni volumen dostupne
plazme.

Napomena: sprijeCite stvaranje pjene u uzorcima plazme ili na njima. Pjena ili mjehurici
zraka na uzorcima mogu dovesti do pipetiranja pogreSnog volumena uzorka.
Napomena: nakon prikupljanja krvi i centrifugiranja epruvete PAXgene Blood ccfDNA
Tubes (VD) stabiliziraju ccfDNA (profil ccfDNA) u plazmi na temperaturi od 2 — 8 °C do
7 dana prije obrade plazme. Za dulju pohranu preporu€ujemo zamrzavanje alikvota.

Napomena: kada se upotrebljavaju prethodno pohranjeni uzorci plazme (npr. pohranjeni
na 2 — 8 °C ili zamrznuti na -20 ili -70 °C/-80 °C), prije pokretanja postupka potrebno ih
je izjednaditi sa sobnom temperaturom (15 — 25 °C).

Priprema plazme iz krvi za rukovanje primarnom epruvetom na
instrumentu QIAsymphony SP

. Centrifugirajte epruvetu PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-1VD) na sobnoj temperaturi

(15 -25 °C) u trajanju od 15 minuta pri 3000 x g primjenom ravnomjerno optereéene
centrifuge s njiSu¢im vjedrima. Ako viSe preferirate koCenje, preporu€uje se primjena
kocenja srednje razine koje je odobreno za vas specifi¢an tijek rada.

Napomena: za najbolje radne znalajke uzoraka pohranjenih u hladnjaku prije
centrifugiranja, ostavite epruvete da prije obrade dosegnu sobnu temperaturu.
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2. Kuvantificirajte volumen plazme u svakoj epruveti nakon uklanjanja iz vjedra centrifuge s
pomocu alata PAXgene Blood ccfDNA Purification Protocol Selection Tool isporu¢enog
u kompletu (slika 3). Nakon uklanjanja epruvete iz centrifuge, plavozelena strelica na
alatu poravnata je sa suceljem plazma/stanica. Plave linije oznacavaju je li razina plazme
dovoljna za protokol rukovanja primarnom epruvetom od 2,4 ili 4,0 ml. Za protokol od
2,4 ml potrebna je minimalna visina kolone za plazmu u iznosu od 2,3 cm, a za protokol
od 4,0 ml potrebna je minimalna visina kolone od 3,4 cm.
= .
¢ PreAnalytiX
A QIAGEN / BD Company

Optimalni protokol za obradu epruveta
PAXgene Blood ccfDNA Tubes (CE-IVD)
odredite izravno na
instrumentu QIAsymphony SP

Ako je iznad ove linije, ubotrijebite protz)kol za 4,0 ml plazme

Ako je iznad ove linije, upotrijebite protokol za 2,4 ml plazme

Ako je volumen plazme ispod gore prikazane plave linije,
upotrebljavajte protokol s prijenosom plazme u sekundarnu
epruvetu

Poravnajte strelicu sa suceljem plazma/stanica

Volumen frakcije stanica
razlikuje se medu uzorcima

Slika 3. Odredivanje volumena plazme s pomocu alata PAXgene Blood ccfDNA Purification Protocol Selection Tool
(sluzi samo za ilustraciju; nemojte ispisivati jer se stvarna veli¢ina moze razlikovati — nije za uporabu s uzorcima).
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Napomena: u slu€aju da nije doslo do jasne frakcije plazme ili stanica ili su se faze

slu¢ajno izmijeSale nakon uklanjanja iz centrifuge, centrifugiranje je potrebno ponoviti.

Uklonite ¢ep Hemogard s epruveta PAXgene Blood ccfDNA Tubes (CE-IVD) prije

postavljanja na instrument QIAsymphony SP radi izravne ekstrakcije ccfDNA.

Napomena: pazljivo uklonite ¢ep epruvete i paZljivo rukujte otvorenim epruvetama kako
biste smanijili mogu¢i rizik od prolijevanja uzorka, unakrsne kontaminacije izmedu
epruveta i izlaganja krvi.

Otvorene epruvete PAXgene Blood ccfDNA Tubes (CE-IVD) koje sadrZavaju dovoljnu
koli€¢inu plazme stavite na nosac epruveta te postavite nosac epruveta u ladicu za unos
uzoraka na instrumentu QIAsymphony SP.

Zamrzavanje i odmrzavanje uzoraka plazme obradenih u epruveti PAXgene
Blood ccfDNA Tube

. Za zamrzavanje prenesite plazmu u prikladne epruvete (npr. kriobocice) postavljene na

odgovarajuci stalak.

Zamrznite i pohranite plazmu na -20 °C. Za pohranu na temperaturi niZzoj od -20 °C prvo
zamrznite uzorke plazme na -20 °C na najmanje 24 sata, a zatim ih prenesite na
temperaturu od -70 ili -80 °C.

Odmrznite plazmu dok ne dosegne sobnu temperaturu (15 — 25 °C).

Napomena: nemojte odmrzavati na niskim temperaturama (npr. 4 °C).

Ako se u plazmi stvaraju krioprecipitati, nakon odmrzavanja vrtlozno mijeSajte epruvetu

30 sekundi i upotrijebite  uzorak za  postupak izolacije ccfDNA na
instrumentu QIAsymphony SP bez daljnje obrade.

Napomena: ne preporucuje se centrifugirati plazmu za uklanjanje krioprecipitata jer oni
mogu sadrzavati ccfDNA.

Napomena: kako bi se sprije€ilo stvaranje krioprecipitata, plazma se moze odmrzavati
na 30 °C u trajanju od 30 minuta umjesto na sobnoj temperaturi.
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Postupak

Pregled: automatsko prociS¢avanje ccfDNA na
instrumentu QIAsymphony SP

Automatska priprema uzorka na instrumentu QIAsymphony SP jednostavna je i prakti¢na.
U zasebne ladice se odvajaju uzorci, reagensi i potrodni materijali te eluati. Prije izvodenja
postupka jednostavno postavite uzorke, reagense u posebnim uloScima i potroSne materijale
vec postavljene na stalke u odgovarajuéu ladicu. Pokrenite protokol i nakon obrade izvadite
prociS¢enu ccfDNA iz ladice ,Eluate” (Eluat). Upute za rad potrazite u korisni¢kim

prirunicima isporu¢enim s instrumentom.

Napomena: neobavezno odrzavanje nije neophodno za rad instrumenta, ali se preporucuje
radi smanjenja rizika od kontaminacije.

Volumen uzorka

Kako biste se uvjerili da je instrument prenio uzorke uobi¢ajenog tijeka rada od 2,4 ml
(protokol PAXcircDNA_2400) i 4,8 ml (protokol PAXcircDNA_4800), potreban je prazan
volumen od 0,4 odnosno 0,5 ml, §to znaci da se mora osigurati unos uzorka od minimalno
2,8 i 5,3 ml. Ako je dostupni volumen plazme manji od 2,8 ili 5,3 ml, nadin Less Sample
(Manja koli¢ina uzorka) kao sastavna funkcija protokola automatski omogucava prijenos
volumena plazme manjih od navedenog. U tom slu€aju instrument prenosi manju koli€inu
uzorka, a preneseni volumen biljezi se u datoteku rezultata. Osim toga, odgovarajuéi uzorci
oznaCavaju se kao nejasni (kod pogreske 140043, nacin Enable Less Sample (Omogudi
manju koli¢inu uzorka)). Minimalni ulazni volumeni plazme za omoguc¢avanje nacina Less
Sample (Manja koli¢ina uzorka) iznose 1,6 i 4,1 ml. Ako se isporuci manji volumen uzorka,
uzorci se nece obraditi i bit ¢e oznageni kao nevazedi. Za tijek rada rukovanja primarnom
epruvetom odgovarajuci volumen uzorka osigurava se primjenom alata PAXgene Blood
ccfDNA Purification Protocol Selection Tool isporu¢enog u kompletu (opisanog u odjeljku

.Priprema materijala uzorka” na stranici 24).
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Postavljanje uloZaka reagensa (reagent cartridge, RC) u ladicu ,Reagents and
Consumables” (Reagensi i potroSni materijali)

Reagensi za procis§c¢avanje ccfDNA nalaze se u inovativnom uloSku reagensa (reagent
cartridge, RC) (slika 4). Svaki spremnik uloSka reagensa (Reagent Cartridge, RC) sadrzava
odredeni reagens, kao §to su magnetske Cestice, vezivni pufer, pufer za ispiranje ili pufer za
eluciju. Djelomi¢no iskoristeni uloSci reagensa (Reagent Cartridge, RC) mogu se zatvoriti
stripovima za zatvaranje radi ponovne uporabe, ¢ime se sprjeCava nastanak otpada od

ostataka reagensa na kraju postupka proci§¢avanja.

Slika 4. UloZak reagensa (reagent cartridge, RC) QIAsymphony. UloZak reagensa (reagent cartridge, RC)
sadrzava sve reagense potrebne za izvodenje protokola.

Prije pocetka postupka provjerite jesu li magnetske Cestice potpuno resuspendirane.
Uklonite spremnik s magnetskim Cesticama iz okvira uloSka reagensa (Reagent Cartridge,
RC), snazno vrtlozno mijeSajte barem 3 minute, a zatim ga vratite u okvir uloSka reagensa
(Reagent Cartridge, RC) prije prve uporabe.

Napomena: boja magnetskih cestica moze se promijeniti. To nema nikakav utjecaj na radne

znacajke.
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Postavite uloZzak reagensa (RC) u odgovarajuci drza¢ za RC. Prije prve uporabe ulo$ka reagensa

(RC) na njega stavite poklopac za buSenje (slika 4).

Napomena: poklopac za buSenje oStar je. Budite paZljivi kada ga stavljate na ulozak
reagensa (RC). Provjerite jeste li stavili poklopac za buSenje na uloZak reagensa (RC) u

ispravnom smijeru.

Nakon uklanjanja poklopca spremnika s magnetskim ¢esticama uloZzak reagensa (RC) postavlja
se u ladicu ,Reagents and Consumables” (Reagensi i potroSni materijali).

Djelomi¢no iskoristeni uloSci reagensa (RC) mogu se pohraniti dok ponovno ne budu

potrebni (pogledajte ,Pohrana i rukovanje reagensima” na stranici 14).

Napomena: mora se dodati Proteinase K (pogledajte ,Postupci koje treba napraviti prije
zapocinjanja” na stranici 26).

Napomena: pazite da se uloSci reagensa (RC), spremnici s magnetskim Cesticama i bocCice

s Proteinase K ne upotrebljavaju s razli¢itim serijama kompleta.

Postavljanje plasti¢nog pribora u ladicu ,Reagents and Consumables” (Reagensi i
potroSni materijali)

Ulo3ci za pripremu uzoraka, pokrovi 8-Rod Covers (oba proizvoda unaprijed postavljena u kutije
jedinica) i jednokratni vrsci s filtrom (vrSci od 200 pl na plavim stalcima, vrsci od 1500 pl na crnim

stalcima) stavljaju se u ladicu ,Reagents and Consumables” (Reagensi i potroSni materijali).

Napomena: pobrinite se da su poklopci kutija jedinica uklonjeni prije stavljanja kutija jedinica
u ladicu ,Reagents and Consumables” (Reagensi i potroSni materijali).

Napomena: vrci imaju filtre radi sprje€avanja unakrsne kontaminacije.
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U utore za stalke s vrScima na radnoj povrSini instrumenta QIAsymphony SP mozZete
postaviti bilo koju vrstu stalka s vrScima. Instrument QIAsymphony SP prepoznat ¢e vrstu
postavljenih vr§aka tijekom ocitavanja zaliha.

Napomena: nemojte ponovno puniti stalke s vrScima ili kutije jedinica za uloSke za pripremu
uzoraka ili pokrove 8-Rod Covers prije pokretanja drugog protokola. Na instrumentu
QIAsymphony SP mogu se upotrebljavati djelomi¢no iskoristeni stalci i kutije jedinica s vricima.

Za informacije o narucivanju plasti¢nog pribora pogledajte stranicu 37.

Punjenje ladice ,Waste” (Otpad)

Ulo3ci za pripremu uzoraka i pokrovi 8-Rod Covers koji se upotrebljavaju tijekom izvodenja
postupka postavljaju se u prazne kutije jedinica u ladici ,Waste” (Otpad). Provjerite nalazi li se u
ladici ,Waste” (Otpad) dovoljno praznih kutija jedinica za plasti¢ni otpad nastao tijekom izvodenja
protokola.

Napomena: pobrinite se da su poklopci kutija jedinica uklonjeni prije stavljanja kutija jedinica
u ladicu ,Waste” (Otpad). Ako upotrebljavate kutije za pokrove 8-Rod Covers za prikupljanje
iskoritenih uloZaka za pripremu uzoraka i pokrove 8-Rod Covers, provijerite je li odstojnik
kutije uklonjen.

S prednje strane ladice ,Waste” (Otpad) mora se pri¢vrstiti vrecica za iskoristene vrske s filtrom.

Napomena: sustav ne provjerava prisutnost vrecice za odlaganje vrSaka. Pobrinite se da je
vreéica za odlaganje vrSaka ispravno pricvrSéena prije pokretanja protokola. Dodatne
informacije potrazite u korisni¢kim priru¢nicima isporu¢enim s instrumentom. Ispraznite vreéicu
s vr&cima nakon obrade maksimalno 96 uzoraka kako biste sprijeCili zaglavljivanje vrSaka.

U spremniku za otpad prikuplja se tekuéi otpad nastao tijekom postupka prociS¢avanja.
Ladicu ,Waste” (Otpad) mozete zatvoriti samo kada je spremnik za tekuci otpad na svojem
mjestu. Uklonite tekuéi otpad u skladu s lokalnim sigurnosnim propisima i propisima o zastiti
okoliSa. Nemojte autoklavirati napunjenu bocu za otpad. Ispraznite bocu za otpad nakon
obrade maksimalno 96 uzoraka.
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Punjenje ladice ,Eluate” (Eluat)

Postavite potreban stalak za eluciju u ladicu ,Eluate” (Eluat). S obzirom na to da dugoro¢na
pohrana eluata u ladici ,Eluate” (Eluat) moze dovesti do isparavanja ili kondenzacije, mora
se upotrebljavati polozaj za hladenje. Upotrebljavajte samo ,Elution slot 1” (Utor za eluciju

1) s odgovarajuc¢im adapterom za hladenje.

Odabrani volumen elucije (ul)* Poéetni volumen elucije (ul)"

60 75

* To je minimalni dostupni volumen eluata u epruveti za kona¢nu eluciju za stalak QIAGEN EMT rack (kat. br. 19588)
i epruvete 1.5 ml Sarstedt screw cap tubes (kat. br. 72.607). U pojedinim slu¢ajevima volumen kona¢nog eluata za
pojedina¢ne uzorke moze biti i do 5 pl maniji.

T Pogetni volumen pufera za eluciju potreban kako bi se osiguralo da je stvarni volumen eluata jednak odabranom
volumenu.

Ocitavanje zaliha

Prije pokretanja postupka instrument provjerava je li u odgovaraju¢e ladice postavljena
dovoljna koli¢ina potroSnog materijala za seriju/e u redu ¢ekanja.

Priprema materijala uzorka

Pogledajte ,Uzimanje i priprema ispitaka”, stranica 16.

Pohrana ccfDNA

Nakon pripreme uzoraka eluati ccfDNA mogu se pohraniti na -20 ili -80 °C. Zamrznuti eluati
ne smiju se odmrzavati viSe od tri puta. Za najnovije informacije o stabilnosti ccfDNA u
eluatima pogledajte stranicu proizvoda na web-mjestu www.qgiagen.com i

www.PreAnalytiX.com.
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Pregled protokola

Tablica 1. Pregled protokola

Uzorak Obrada Ulazni volumen Volumen Volumen Protokol na
epruvete uzorka (uklj. uzorka koji se elucije (pl) instrumentu QI
PAXgene prazan upotrebljava za Asymphony SP
Blood ccfDNA volumen) (ml) ekstrakciju
Tube (CE-IVD) ccfDNA (ml)
2x PAXcircDNA
centrifugiranje, 2.8 24 60 2400

Plazma prijenos plazme

dobivena iz u sekundarnu 53 48 60 PAXcircDNA_

ljudske vgnske epruvetu ’ ' 4800

pune Krvi

prikupljene u 1x PAXcircDNA

epruvete centrifugiranje, 2,4 60 PrimaryTube_

PAXgene Blood izravna obrada U skladu s 2400

ccfDNA Tubes  na alatom za :

(CE-IVD) instrumentu QIA odabir PAXcircDNA
symphony SP 4,0 60 Z(r)lgg)aryTube_

Vazne napomene prije zapocinjanja

Kad radite s kemikalijama i bioloSkim uzorcima, uvijek nosite odgovarajucu laboratorijsku

kutu, rukavice za jednokratnu uporabu i zastitne naocale. Za viSe informacija pogledajte

odgovarajuce sigurnosno-tehnicke listove (Safety Data Sheet, SDS).

Obavezno se upoznajte s radom instrumenta QIAsymphony SP. Upute za rad potrazite

u korisni¢kim priru¢nicima isporu¢enim s instrumentom.

Prije po€etka postupka procitajte odjeljak ,Nacela postupka”.

Obavezno se upoznajte s listom protokola i popisom laboratorijskih proizvoda (moZete

ih pronaci na kartici Product Resources (Resursi za proizvod) stranice proizvoda na web-

mjestu www.qgiagen.com).

Nemojte snazno protresati ulozak reagensa (RC); ako to uc€inite, moze nastati pjena koja

moze dovesti do problema s otkrivanjem razine tekucine.
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e Krv treba prikupljati u epruvete PAXgene Blood ccfDNA Tubes (CE-IVD; PreAnalytiX,
kat. br. 768165). Informacije o prikupljanju krvi, rukovanju epruvetama i obradi plazme
potrazite u uputama za uporabu koje moZete pronaci na kartici Product Resources
(Resursi za proizvod) i kartici Resources (Resursi) stranice proizvoda na web-mjestima
www.giagen.com ili www.PreAnalytiX.com.

Postupci koje treba napraviti prije zapocinjanja

® Prije poCetka postupka provjerite jesu li magnetske Cestice potpuno resuspendirane.
Prije uporabe snazno vrtloZzno promijeSajte spremnik koji sadrzava magnetske &estice u
trajanju od barem 3 minute.

® Provjerite je li poklopac za buSenje postavljen na uloZak reagensa (reagent cartridge,
RC) i je li poklopac spremnika s magnetskim &esticama uklonjen, odnosno, ako
upotrebljavate djelomicno iskoridteni uloZzak reagensa (reagent cartridge, RC), provjerite
jesu li stripovi za zatvaranje radi ponovne uporabe uklonjeni.

® Proteinase K nije sadrZzana u uloSku reagensa (reagent cartridge, RC) nego je treba
nabaviti korisnik (ladica za uzorke, utor A, polozaj 1 i/ili 2). Provjerite je li dostupan
odgovarajuci volumen Proteinase K.

Komplet QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD) sadrZzava otopinu Proteinase

K spremnu za uporabu. Proteinase K mozZe se pohraniti na sobnoj temperaturi (15 — 25 °C).

Za pohranu tijekom duljeg vremenskog razdoblja preporucujemo €uvanje enzimskih bocica

s Proteinase K na temperaturi od 2 — 8 °C.

Broj uzorka PAXcircDNA_2400/PAXcircDNA PAXcircDNA_4800/PAXcircDNA
PrimaryTube_2400* PrimaryTube_4000*

8 1980 pl 2860 pl

24 3740 pl 6380 pl

48 6380 pl 11.660 pl

96 11.660 plif 23.320 pIf

* Za svaki uzorak potrebno je 110 pl (za 2400 pl plazme) ili 220 pl (za 4800/4000 pl plazme), plus dodatan prazan
volumen od 1100 pl [(n x 110 ili 220 pl) + 1100 pl].

Ako je potrebno vise od 11.660 pl, upotrijebite drugu epruvetu (Corning, kat. br. 352051). Za drugu je epruvetu
potreban dodatan prazan volumen od 1100 pl.
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Napomena: epruvete koje sadrzavaju Proteinase K postavljaju se na nosa¢ epruveta. Nosa¢

epruveta s Proteinase K mora se postaviti na pozicije 1 i 2 u utoru A ladice ,Sample”

(Uzorak). Preporu¢ujemo da za Proteinase K upotrebljavate 14 ml 17 x 100 mm polystyrene,
round-bottom tubes (Corning, kat. br. 352051).

Ako su uzorci oznaceni crti¢nim kodom, okrenite uzorke u nosacu epruveta tako da su
crtiecni  kodovi usmijereni prema ¢Citau crtiCnih kodova s lijeve strane
instrumenta QIAsymphony SP.

Za informacije o epruvetama za uzorke i minimalnim volumenima uzoraka
kompatibilnima s protokolima pogledajte odgovarajuci popis laboratorijskih proizvoda koji
mozete pronaci na kartici Product Resources (Resursi za proizvod) stranice proizvoda
na web-mjestu www.giagen.com.
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Protokol: automatsko proc€iS¢avanje ccfDNA na
instrumentu QIAsymphony SP

Detaljne informacije za svaki protokol, ukljuujuéi volumene i epruvete, navedene su na listu

protokola i popisu laboratorijskih proizvoda koje mozete pronaci na kartici Product

Resources (Resursi za proizvod) stranice proizvoda na web-mjestu www.giagen.com. Za

pripremu materijala uzorka (plazma dobivena iz ljudske venske pune krvi prikupljene u

epruvetu PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD)) pogledajte odjeljke ,Uzimanje i priprema

ispitaka” i ,Priprema materijala uzorka” u ovom priru¢niku te upute za uporabu epruvete koje

mozete pronaci na kartici Product Resources (Resursi za proizvod) i kartici Resources

(Resursi) stranice proizvoda na web-mjestima www.qgiagen.com iliwww.PreAnalytiX.com.

28

. Zatvorite sve ladice i poklopac.

Ukljucite instrument QIAsymphony SP i pri¢ekajte da se prikaze zaslon Sample
Preparation (Priprema uzorka) i da postupak inicijalizacije zavrsi.

Sklopka za napajanje nalazi se u donjem lijevom kutu instrumenta QIAsymphony SP.
Prijavite se u instrument.

Postavite potreban stalak za eluciju u ladicu ,Eluate” (Eluat).

Nemojte stavljati plo€icu s 96 jazica u ,Elution slot 4” (Utor za eluciju 4). Mora se
upotrebljavati ,Elution slot 1” (Utor za eluciju 1) s odgovaraju¢im adapterom za hladenje.
Kada upotrebljavate plo€icu s 96 jazica, provjerite je li ploCica ispravno okrenuta jer
neispravno postavljanje moze uzrokovati mijeSanje uzoraka u postupcima daljnje analize.
Kada upotrebljavate stalak s epruvetama Elution Microtubes CL, uklonite dno okretanjem
stalka dok se dno ne odvoji.

Provjerite je li ladica ,Waste” (Otpad) ispravno pripremljena i izvedite o€itavanje zaliha u
ladici ,Waste” (Otpad), uklju€ujuci kanal za vrSke, mjesto za postavljanje vrSaka, prazan
spremnik za tekuéi otpad i prazne kutije jedinica. Po potrebi zamijenite vredicu za
odlaganje vrSaka.

Postavite potrebne uloSke reagensa (reagent cartridge, RC) i potroSne materijale u ladicu

.Reagents and Consumables” (Reagensi i potroSni materijali).
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7.

10.

11.
12.

13.

Izvedite ocitavanje zaliha u ladici ,Reagents and Consumables” (Reagensi i potroSni
materijali).
Postavite uzorke u odgovarajuci nosa¢ uzoraka i postavite ih u ladicu ,Sample” (Uzorak).

Napomena: osim uobitajene obrade koja ukljuCuje prijenos plazme u odgovarajudi

nosa¢ uzoraka (polistirenska epruveta sa zaobljenim dnom od 14 ml veli€ine

17 x 100 mm Falcon®), tijek rada rukovanja primarnom epruvetom PAXgene Blood

ccfDNA Tube omogucuje izravnu ekstrakciju ccfDNA iz epruvete PAXgene Blood

ccfDNA Tube (10 ml PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD), 16 x 100 mm). ViSe

informacija o rukovanju primarnom epruvetom potrazite u listu protokola, popisu

laboratorijskih proizvoda i uputama za uporabu epruvete koje mozete pronaci na kartici

Product Resources (Resursi za proizvod) i kartici Resources (Resursi) stranice proizvoda

na web-mjestima www.qgiagen.com ili www.PreAnalytiX.com.

Koristeci zaslon osjetljiv na dodir unesite potrebne informacije za svaku seriju uzoraka i

za Proteinase K koju treba obraditi.

Unesite sljedecée informacije:

O informacije o uzorku (ovisno o stalcima s uzorcima koji se upotrebljavaju odaberite
BD #352051 FalconPP 17 x 100 ili BD_#768165 PAXgene ccfDNA 16 x 100)

O protokol koji ¢e se izvoditi (kontrolni komplet za ispitivanje)

O volumen elucije i izlazni poloza,j.

Nakon unosa informacija o seriji status se mijenja iz LOADED (POSTAVLJENO) u

QUEUED (U REDU CEKANJA). Cim jedna serija dospije u red na &ekanje, prikazuje se

gumb Run (Pokretanje).

Postavite Proteinase K u odgovarajuci nosa¢ uzoraka na polozaj 1 i 2 te postavite nosac

u utor A u ladici ,Sample” (Uzorak).

Definirajte Proteinase K pritiskom na gumb IC.

Pritisnite gumb Run (Pokretanje) kako biste pokrenuli postupak proc¢iSéavanja.

Svi koraci obrade potpuno su automatizirani. Na kraju postupka protokola status serije

mijenja se iz RUNNING (U TIJEKU) u COMPLETED (ZAVRSENO).

Izvadite stalak za eluciju s proc¢is¢enom ccfDNA iz ladice ,Eluate” (Eluat). Potvrdite
uklanjanje stalka za eluciju u softveru instrumenta QIAsymphony SP.
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15.

16.

17.

18.
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Slobodna cirkulirajuéa DNK (circulating cell-free DNA, ccfDNA) moZze se upotrijebiti ili

pohraniti na temperaturu od -20 °C ili -80 °C do 6 mjeseci.

Drustvo QIAGEN preporucuje uklanjanje ploCice za eluciju iz ladice ,Eluate” (Eluat)
odmah nakon zavrSetka postupka. Ovisno o temperaturi i vlaznosti, ostavljanje plocica
za eluciju u instrumentu QIAsymphony SP nakon zavrSetka postupka moZe uzrokovati

kondenzaciju ili isparavanje.

Napomena: moguéa je uporaba funkcije hladenja za izvodenje postupka preko noéi na
instrumentu QIAsymphony SP.

Magnetske Eestice se uglavhom ne prenose u eluate. U slu€aju da dode do prijenosa,

magnetske Cestice u eluatima nece utjecati na vecinu postupaka daljnje obrade.

Ako magnetske Cestice treba ukloniti prije izvodenja postupaka daljnje obrade, epruvete
ili plo€ice s eluatima prvo treba postaviti u odgovaraju¢i magnet pa prenijeti eluate u Cistu
epruvetu (pogledajte ,Dodatak: Kvantifikacija ccfDNA”).

Datoteke s rezultatima generiraju se za svaku plo€icu za eluciju.

Ako je ulozak reagensa (RC) samo djelomi¢no iskoriSten, zatvorite ga prilozenim
stripovima za zatvaranje radi ponovne uporabe nakon zavrSetka protokola kako biste
izbjegli isparavanje.

Napomena: za viSe informacija o pohrani djelomi¢no iskoristenih ulozaka reagensa (RC)
pogledajte ,Pohrana i rukovanje reagensima”.

Bacite iskoriStene epruvete za uzorke i otpad u skladu s lokalnim sigurnosnim propisima.
Sigurnosne informacije potrazite u ,Upozorenja i mjere opreza”.

Ocistite instrument QIAsymphony SP.

Slijedite upute za odrzavanje iz priru¢nika za korisnika koji su prilozeni uz instrument.

Redovito Cistite Stitnike vrSaka kako biste smanijili rizik od unakrsne kontaminacije.

Zatvorite ladice instrumenta i iskljucite napajanje instrumenta QIAsymphony SP.
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Kontrola kvalitete

U skladu sa sustavom za upravljanje kvalitetom druStva QIAGEN certificiranim u skladu s
normom ISO, svaka serija kompleta QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD)
ispituje se prema unaprijed odredenim specifikacijama kako bi se osigurala dosljedna
kvaliteta proizvoda.

Ogranicenja

Radne znacajke sustava utvrdene su ispitivanjima za procjenu radnih zna€ajki u kojima se
proci§¢avala ccfDNA iz plazme dobivene iz ljudske venske pune krvi prikupljene u epruvetu
PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD).

Radne znacajke kompleta QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD) utvrdene su
za ribosomski fragment 18S i Y-kromosomski fragment DYS14 slobodne cirkulirajuée DNK
(circulating cell-free DNA, ccfDNA) u plazmi.

Odgovornost je korisnika potvrditi radne znacajke sustava za sve postupke koji se izvode u
laboratoriju, a koje ne pokrivaju ispitivanja za procjenu radnih znacajki koja su provela
drustva QIAGEN i PreAnalytiX.

Kako bi se rizik od negativnog utjecaja na dijagnosti¢ke rezultate sveo na najmanju mogucéu
mjeru, u postupcima daljnje obrade trebaju se upotrijebiti prikladne kontrole. Svi generirani
dijagnosti¢ki rezultati moraju se tumacditi zajedno s drugim klini¢kim ili laboratorijskim

nalazima.
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VodiC za rjeSavanje problema

Ovaj vodi¢ za rjeSavanje problema moze biti koristan pri rjeSavanju problema koji mogu
nastati. Za kontaktne podatke i popis Cesto postavljenih pitanja posjetite odgovarajucu
stranicu proizvoda na web-mjestu www.PreAnalytiX.com ili www.qgiagen.com.

Komentari i prijedlozi

Opc¢enito rukovanje

a) Poruka pogreSke prikazana na Ako se tijekom protokola prikazuje poruka pogreSke, pogledajte
zaslonu osjetljivom na dodir korisni¢ke priru¢nike isporu¢ene s instrumentom.

b)  Razli¢iti volumeni eluata nakon Radi optimiziranja protoka, komplet QIAsymphony PAXgene Blood
izvodenja postupka preko noci ccfDNA Kit (CE-IVD) omogucuje obradu uzoraka preko noéi

hladenjem eluata na instrumentu QIAsymphony SP. Tijekom dugih
razdoblja hladenja, volumeni eluata mogu se promijeniti ovisno o
temperaturi i vlaZznosti u laboratoriju. Na primjer, ako je odabrani
volumen bio 60 pl na temperaturi od 15 — 25 °C i pri vlaznosti od
30 — 60 %, volumen bi mogao biti u rasponu od 50 — 85 pl nakon
12 sati pohrane na instrumentu.

Krioprecipitati nakon odmrzavanja uzoraka plazme

a) U plazmi se stvaraju krioprecipitati Kako bi se sprijecilo stvaranje krioprecipitata, plazma se moze
odmrzavati na 30 °C u trajanju od 30 minuta umjesto na sobnoj
temperaturi. Nemojte odmrzavati na nizim temperaturama (npr.

4 °C). Nakon odmrzavanija vrtlozno mije3ajte epruvetu 30 sekundi

b)  Nizak prinos ccfDNA iz plazme nakon  Nemojte centrifugirati plazmu za uklanjanje krioprecipitata jer oni

uklanjanja krioprecipitata mogu sadrZavati ccfDNA.

Nedovoljan volumen plazme u epruvetama PAXgene Blood ccfDNA Tubes (CE-IVD)

a) Manje od 10 ml krvi prikupljeno u Pobrinite se da je 10 ml krvi prikupljeno u epruveti PAXgene Blood
epruveti PAXgene Blood ccfDNA ccfDNA Tube (CE-IVD). Pogledajte upute za uporabu epruvete
Tube (CE-IVD) PAXgene Blood ccfDNA Tube.

b)  Visoka razina frakcije stanica Visoka razina frakcije stanica (hematokrita) u ljudskoj punoj krvi

(npr. viSe od 51 % kod muSkaraca ili 47 % kod Zena) moze
uzrokovati smanjene volumene plazme.

c)  Nizak prinos plazme nakon Na prinose plazme moZe utjecati dulje razdoblje pohrane krvi ili
centrifugiranja uvjeti centrifugiranja koji se razlikuju od navedenih.
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Komentari i prijedlozi

Precipitat u spremniku otvorenog uloSka reagensa (reagent cartridge, RC) u sklopu kompleta
QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD)

a) Isparavanje pufera

b)  Pohrana uloSka reagensa (reagent
cartridge, RC)

Nizak prinos ccfDNA

a)  Magnetske Cestice nisu bile potpuno
resuspendirane

b)  Zacepljenje vrska pipete zbog
netopivog materijala

c)  Materijal uzorka sadrzava nisku
koncentraciju ccfDNA

d)  Neispravno zatvaranje uloska
reagensa (RC)

Prekomijerno isparavanje moze uzrokovati pove¢anu koncentraciju
soli u puferima. Bacite uloZak reagensa (reagent cartridge, RC).
Kada se ne upotrebljavaju za pro¢i§¢avanje, obavezno zatvorite
spremnike pufera na djelomi¢no iskoriStenom uloSku reagensa
(reagent cartridge, RC) stripovima za zatvaranje radi ponovne
uporabe.

Pohrana (reagent cartridge, RC) na temperaturi nizoj od 15 °C moze
uzrokovati stvaranje precipitata.

Prije poCetka postupka provjerite jesu li magnetske Cestice potpuno
resuspendirane. Prije uporabe vrtlozno mijeSajte barem 3 minute.
Nepotpuno resuspendiranje moze dovesti do pogreSaka pri
pipetiranju.

Netopivi materijal nije uklonjen iz uzorka prije pokretanja postupka
proci¢avanja na instrumentu QIAsymphony SP.

Zbog vrlo male koli¢ine ccfDNA u uzorcima plazme, mjerenje
koncentracije ccfDNA moZe biti izazovno ovisno o metodi
kvantifikacije koja se primjenjuje.

Za provjeru koncentracije ccfDNA u eluatima preporucuje se
primjena osjetljive metode gPCR.

Izmjena s okolnim zrakom moZe dovesti do smanjene stabilnosti
pufera $to dovodi do smanjene ucinkovitosti ekstrakcije ccfDNA s
djelomi€no iskoriStenim uloSkom reagensa (reagent cartridge, RC).
Kada se ne upotrebljavaju za pro¢i§éavanje, obavezno pazljivo
zatvorite spremnike pufera na djelomi¢no iskoriStenom uloSku
reagensa (reagent cartridge, RC) stripovima za zatvaranje radi
ponovne uporabe.

Slabe radne znacajke ccfDNA u postupcima daljnje obrade

a)  Eluat koncentriran vakuumskim
centrifugiranjem

b)  Prijenos Cestica

Nema prijenosa uzorka ili je nepotpun

a) Postavljen je neispravan volumen
uzorka za standardne protokole

b)  Mijehuric¢i i/ili pjena u
epruveti za uzorke

Nemojte koncentrirati eluat vakuumskim centrifugiranjem (npr. u
instrumentu SpeedVac? ili slinom). To moze dovesti do razgradnje
zbog visokih temperatura i koncentriranih soli u eluatu, $to moze
ometati izvodenje postupaka daljnje obrade.

Magnetske Cestice se uglavnom ne prenose u eluate. U slu¢aju da
dode do prijenosa, magnetske Cestice u eluatima nece utjecati na
vecinu postupaka daljnje obrade. U slu€aju da su za odredene
daljnje postupke ispitivanja potrebne vrlo velike koli¢ine eluata,
eluati se mogu centrifugirati i prenijeti u Cistu epruvetu.

Ako je postavljen manji volumen uzorka od navedenog, postoji
povecani rizik od toga da se uzorak oznaci kao nejasan ili od toga
da se uzorak uopc¢e ne prenese (oznaci kao nevazeci).

Postavite ispravan volumen uzorka naveden na listu protokola i
popisu laboratorijskih proizvoda.

Mjehurici ili pjena u uzorku i/ili epruveti za unos uzorka mogu dovesti
do neispravnog otkrivanja razine tekucine te time i do nepotpunog
prijenosa uzorka. Uklonite mjehuri¢e iz epruvete za uzorke.
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Simboli

U uputama za uporabu ili na ambalaZi i naljepnicama mogu se pojaviti sljedeci simboli:

3

i

<

FEEEN ~ BN ¢

o

Sadrzava dovoljno reagensa za <N> testova Oznacava
ukupan broj IVD testova koji se mogu izvoditi s pomocu
<N> proizvoda za IVD.

Upotrijebiti do

In vitro dijagnostic¢ki medicinski proizvod

Oznaka CE. Ova proizvod ispunjava zahtjeve Uredbe
Europske unije 2017/746 o in vitro dijagnosti¢kim medicinskim
proizvodima.

KataloSki broj

Broj serije

Broj materijala (tj. oznaka komponente)

Komponente (j. popis svega $to je isporu¢eno)

Sadrzava (sadrzaj)
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Broj (tj. bocice, boce)

GTIN Globalni broj trgovacke jedinice

broj revizije

Ogranicenje temperature

Proizvodac

Procitajte upute za uporabu

Oprez

Proteinase K

I
>
3

Ulozak reagensa

Sodium azide

IEEE%EL"??IE

Natrijev azid
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Broj jaZice (npr. jaZice u uloSku reagensa (reagent cartridge, RC))
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Dodatak: Kvantifikacija ccfDNA

Zbog vrlo niskih koncentracija ccfDNA u materijalima uzorka, ne preporu€uje se mjerenje
DNK spektrofotometrom. Za odredivanje koncentracije ccfDNA treba se upotrebljavati
osjetljivo ili to¢no ispitivanje za kvantifikaciju temeljeno na fluorescenciji ili ispitivanje real-
time PCR.

Ako treba ukloniti magnetske Cestice, stavite epruvetu koja sadrzava DNK u prikladan
magnetski separator (npr. QIAGEN 12-Tube Magnet, kat. br. 36912) sve dok se magnetske
Cestice ne odvoje.

Ako se DNK nalazi u mikroplo€icama, stavite mikroplocicu u prikladan magnetski separator
(npr. QIAGEN 96-Well Magnet Type A, kat. br. 36915) sve dok se magnetske Cestice ne
odvoje. Ako prikladan magnetski separator nije dostupan, centrifugirajte epruvetu koja
sadrzava DNK u mikrocentrifugi 1 minutu na punoj brzini radi stvaranja taloga svih preostalih

magnetskih Cestica.
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Informacije za narudzbu

Proizvod SadrZaj Kat. br.
PreAnalytiX
QIAsymphony PAXgene Blood  Uklju€uje 2 uloSka reagensa (reagent 768566
ccfDNA Kit (CE-IVD) (192) cartridge, RC), epruvete s Proteinase
Ki pribor
PAXgene Blood ccfDNA Tubes 100 epruveta: 16 x 100 mm, 1,5 ml 768165
(CE-IVD) (100) aditiva, koli¢ina izvadene krvi 10 ml
QIAGEN
QIAsymphony SP instrument Modul za pripremu uzoraka 9001297
QIAsymphony, 1-godiSnje jamstvo na
dijelove i rad
Povezani proizvodi druStva QIAGEN
Proteinase K (10 ml) Bocica 1 x 10 ml 19133
Reagent Cartridge Holder (2) Drzac uloska reagensa (reagent 997008
cartridge, RC) za uporabu na
instrumentu QIAsymphony SP
Cooling Adapter, 2 ml, v2, Adapter za hladenje za epruvete s 9020674
Qsym navojnim ¢epom od 2 ml. Za uporabu
u ladici ,Eluate” (Eluat) na
instrumentu QIAsymphony SP
Cooling Adapter, EMT, v2, Adapter za hladenje za EMT stalke. 9020730
Qsym Za uporabu u ladici ,Eluate” (Eluat)
na instrumentu QIAsymphony SP
Cooling Adapter, Snap-Cap Adapter za hladenje za epruvete 9020731
Microtube QIAsymphony, Eppendorf® LoBind Snap Cap
Qsym Safe-Lock od 1,5 ml. Za uporabu u

ladici ,Eluate” (Eluat) na
instrumentu QIAsymphony SP
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Proizvod Sadrzaj Kat. br.
Sample Prep Cartridges, 8-well  UloSci za pripremu uzoraka s 8 jaZica 997002
(336) za uporabu na
instrumentu QIAsymphony SP

8-Rod Covers (144) Pokrovi za 8 Stapi¢a za uporabu na 997004
instrumentu QIAsymphony SP

Filter-Tips, 200 pl (1024) Jednokratni vrsci s filtrom, na stalku; 990332
(8 x 128). Za uporabu s
instrumentima QIAcube® i
QIAsymphony SP/AS

Filter-Tips, 1500 ul, Qsym SP Jednokratni vrsci s filtrom, na stalku; 997024

(1024) (8 x 128). Za uporabu na
instrumentu QIAsymphony SP/AS

Tip Disposal Bags (15) Vrecice za odlaganja vr§aka za 9013395
uporabu na
instrumentu QIAsymphony SP

12-Tube Magnet Magnet za odvajanje magnetskih 36912
Cestica u epruvetama 12 x 1,5 mlili
2ml

96-Well Magnet Type A Magnet za odvajanje magnetskih 36915
Cestica u jaZicama na plo¢icama s 96
jaZica, 2 x 96-Well Microplates FB

Reuse Seal Set (20) Kompleti Reuse Seal Set za 997006
zatvaranje djelomi¢no iskoriStenih
uloZzaka reagensa (RC) QIAsymphony

Elution Microtubes CL Nesterilne polipropilenske epruvete 19588

(24 x 96)

(maksimalnog kapaciteta 0,85 ml,

kapaciteta pohrane manjeg od 0,7 ml,

kapaciteta elucije od 0,4 ml); 2304 u
stalcima s 96 jazica; uklju€uje
stripove Cepova
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Proizvod Sadrzaj Kat. br.

Caps for Elution Microtubes Cepovi za mikroepruvete za eluciju 19591

(50 x 8) (50 x 8)

14 ml Falcon Tube Polistirenska epruveta sa zaobljenim Corning,
dnom veli¢ine 17 x 100 mm koja se 352051

koristi kao nosac¢ uzorka na
instrumentu QIAsymphony SP

Azurirane informacije o licenciranju i izjave specificne za proizvod pogledajte u
odgovaraju¢em priruéniku za QIAGEN komplet ili priruéniku za korisnika. Priru¢nici za
QIAGEN komplete i korisnicki  prirucnici dostupni su na  web-mjestima
www.PreAnalytiX.com i www.giagen.com ili ih mozZete zatraZiti od tehnicke sluzbe tvrtke
QIAGEN ili svojeg lokalnog distributera.

Povijest revizija dokumenta

Revizija Opis

R1, svibanj 2021. Prvo izdanje
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