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List protokolu
QlIAsymphony® SP

circDNA_ 2000 DSP V2 a
CircDNA_4000 DSP V2

Tento dokument je protokol k soupravé QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit, verze 2, R1

— Sample to Insight QIAGEN —




VSeobecné informace

Pro diagnostiku in vitro.

Tento protokol je pro purifikaci lidské cirkulujici bezbun&&né DNA z Cerstvé nebo zmrazené lidské
plazmy a moci s pouzitim pfistroje QlAsymphony SP a soupravy QlAsymphony DSP Circulating
DNA Kit.

Souprava Souprava QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit
(kat. €. 937556)

Materiél vzorku Lidsk& plazma: Antikoagulovana EDTA nebo citratem
nebo stabilizovana ccfDNA

Lidsk& mo¢: nestabilizovana nebo stabilizovana

Nazev protokolu circDNA_2000_DSP_V2 circDNA_4000_DSP_V2
Vychozi mnozZina analytickych kontrol ~ ACS_circDNA_2000_DSP_V2 ACS_circDNA_4000_DSP_V2
Eluéni objem 60 pl 60 pl

VyZadovana verze softwaru Verze 4.0 nebo vyssi Verze 5.0 nebo vyssi

Zasuvka ,Sample (Vzorek)"

Typ vzorku Lidsk& plazma (viz ,Pfiprava materialu vzork“) a
Lidska mo¢ (stabilizovana nebo nestabilizovana)

Objem vzorku Zavisi na typu pouzitych zkumavek na vzorky

Dal$i informace jsou uvedeny v seznamu laboratorniho vybaveni, ktery Ize
nalézt pod kartou zdroje na produktové strance na adrese www.giagen.com.

Zkumavky priméarniho vzorku -

Zkumavky sekundarniho vzorku DalSi informace jsou uvedeny v seznamu laboratorniho vybaveni, ktery
Ize nalézt pod kartou zdroje na produktové strance na adrese
www.giagen.com.

Vlozky -

Jiné Proteindzu K je potfeba pfidat do slotu A (pozice 1 a/nebo 2)

— = neuvedeno.
PFiprava proteinazy K v zasuvce ,Sample* (Vzorek)

Sada QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit obsahuje roztok proteinazy K pfipraveny

k okamzitému pouziti, ktery Ize uchovavat pf¥i pokojové teploté (15-25 °C).

Poznamka: Zkumavky obsahujici proteinazu K jsou umistény v nosi¢i zkumavek. Zkumavky
obsahujici proteinazu K musi byt umistény na pozicich 1 a/nebo 2 ve slotu A zasuvky ,Sample®
(Vzorek). PoZadovany typ zkumavky je uveden v seznamu laboratorniho vybaveni, ktery lIze

nalézt pod kartou zdroje na produktové strance na adrese www.giagen.com.
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Pocet vzorka* circDNA_2000_DSP circDNA_4000_DSP

8 1980 pl 2860 pl
24 3740 pl 6 380 pl
48 6 380 ul 11 660 pl
72 9020 pl 18 040 pi*
9 11 660 pl 23320 plI*

* Pro kazdy vzorek je pozadovano 110 pl pro circDNA_2000_DSP nebo 220 pl pro circDNA_4000_DSP a dalsi prazdny
objem 1 100 pl [(n x 110 nebo 220 pl) + 1 100 pl].

T Pro circDNA_4000_DSP: Jestlize zpracovavate vice nez 48 vzorkd, pouzijte druhou zkumavku. Maximalni plnici objem
jedné zkumavky je 11 660 pl. Pro druhou zkumavku je pozadovéan dalsi prazdny objem 1 100 pl.

Zasuvka ,Reagents and Consumables” (Reagencie a spotfebni material)

Pozice Al a/nebo A2 Kazeta s reagenciemi
Pozice B1 -
Drzak se stojankem pro Spicky 1-18 Filtracni $picky k jednorazovému pouziti 200 pl nebo 1 500 pl
Drzék jednotkové krabice 1-4 Jednotkové krabice obsahujici kazety pro pripravu vzorki nebo 8-Rod
Covers
— = neuvedeno.

Zasuvka ,Waste" (Odpad)

Drzak jednotkové krabice 1-4 Préazdné jednotkové krabice
Drzak odpadnich sacka Odpadni sacek
Drzék nadoby na tekuty odpad Prazdné lahev na kapalny odpad

Zasuvka ,Eluate” (Eluat)

Eluéni stojanek (doporuéuje se pouzit  DalSi informace jsou uvedeny v seznamu laboratorniho vybaveni, ktery
slot 1, chladici pozici) Ize nalézt pod kartou zdroje na produktové strance na adrese
www.giagen.com.

Pozadované plastové vybaveni

Protokol circDNA_2000_DSP

Jedna Sarze Dvé Sarze TFi Sarze Ctyfi Sarze
Plastové vybaveni 24 vzorka* 48 vzorka* 72 vzorku* 96 vzorka*
Filtraéni Spicky k jednorazovému
pouziti, 200 pl™* 28 56 84 112
Filtracni Spicky k jednorazovému
pouzit, 1 500 pI** 56 112 168 224
Kazety pro pfipravu vzorki® 15 30 45 60
8-Rod Covers! 3 6 9 12

*

Pouziti méné nez 24 vzork( na Sarzi snizuje pocet filtracnich $picek k jednorazovému pouziti
pozadovanych na jeden cyklus.

Ve stojanku na filtrani Spicky je 32 filtranich Spicek.

Pocet pozadovanych filtracnich Spi¢ek zahruije filtracni Spicky pro 1 inventarni sken na kazetu s reagenciemi.
V jednotkové krabici je 28 kazet pro pfipravu vzork(.

V jednotkové krabici je dvanact 8-Rod Covers.

- w o —+
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Protokol circDNA_4000_DSP

Jedna Sarze Dvé Sarze Tri Sarze Ctyfi sarze
Plastové vybaveni 24 vzorku* 48 vzorka* 72 vzorku* 96 vzorku*
Filtracni Spicky k jednorazovému
pouziti, 200 pl™* 28 56 84 112
Filtracni Spicky k jednorazovému
pouziti, 1 500 ul™ 96 192 288 384
Kazety pro pfipravu vzorkus 18 36 54 72
8-Rod Covers' 3 6 9 12

*

Pouziti méné nez 24 vzorkl na Sarzi snizuje pocet filtracnich Spicek k jednorazovému pouZiti
poZadovanych na jeden cyklus.

Ve stojanku na filtraéni $picky je 32 filtranich $picek.

Pocet pozadovanych filtracnich Spi¢ek zahmuije filtracni Spi€ky pro 1 inventarni sken na kazetu s reagenciemi.
V jednotkové krabici je 28 kazet pro pfipravu vzorku.

V jednotkové krabici je dvanact 8-Rod Covers.

- w o+ —+

Poznamka: Udavany pocet filtraCnich SpiCek se lisi od poétu zobrazeného na dotykové

obrazovce v zavislosti na nastavenich. Doporucuje naplnit maximalni mozny pocet Spicek.

Elucni objem

Zvoleny eluéni objem Vychozi eluéni objem

60 pl 75l

Eluéni objem se vybira na dotykové obrazovce. Primérny dostupny eluéni objem je 260 pl.
V jednotlivych pfipadech se mize konecny eluéni objem pro jednotlivé vzorky zménit az o 5 pl
smérem dold vaci zvolenému objemu (napf. 55 pl). Doporucuje se zkontrolovat aktualni objem
eluatu pfi pouzivani systému automatického nastaveni kvantitativni analyzy, ktery pfed pfenosem

neovéfuje objem eluatu.

Uchovavani eluatu

Doporuduje se vyjmout destiCku s eluaty ze zasuvky ,Eluate® (Eluat) ihned po skonéeni cyklu.
Eluc¢ni desticky mohou byt ponechany v pfistroji QIAsymphony SP po skonceni bé&hu pfes noc
(maximalné 16 hodin, v€etné doby béhu; doporuc¢ené podminky prostfedi: relativni vihkost
18-26 °C a relativni vlhkost 20-75 %). V zavislosti na teploté a vihkosti mize dochazet ke

kondenzaci nebo vyparovani eluatu.

Po pfipravé vzorku mohou byt eluaty uchovavany pfi teploté 2—8 °C az po dobu az 1 mésic.
Pro dlouhodobé skladovani mohou byt eluaty uchovavany pfi teploté —30 az —15 °C nebo —90 az
—65 °C. Zmrazené eluates nesmi roztat vice nez 3krat.

Priprava materialu vzork

Pfi praci s chemikaliemi noste vZdy laboratorni odév, jednorazové rukavice a ochranné bryle.
Dalsi informace si vyhledejte v pfisluSnych bezpecnostnich listech (BL) které obdrzite od
dodavatele vyrobku.
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Dulezité body, nez zacnete
® Zamezte vytvofeni pény na nebo ve vzorcich.

® Vzorky by mély byt pfed zacatkem protokolu ekvilibrovany na pokojovou teplotu (15-25 °C).
Lidska plazma

K pfipravé plazmy lze pouzit vzorky krve upravené EDTA nebo citratem jako antikoagulantem.
Muze byt také pouzita plazma pfipravena z odbérovych zkumavek s krvi stabilizovanou ccfDNA.
Plazma je generovana dle specifikaci vyrobce.

Pfi pouziti EDTA nebo citratu jako antikoagulantu se doporucuje neprodlené po darovani krve
provést separaci plazmy.

Mohou byt nezbytné urcité nasledné aplikace pro vylou¢eni nebo minimalizaci nukleovych kyselin
z vezikul. V takovych pfipadech se doporucuje provadét krok vysokorychlostni centrifugace pfi

16 000 x g po dobu 10 minut pfi pokojové teploté (15-25 °C) po vychozim generovani plazmy.

Po odbéru a centrifugaci mize byt plazma uchovavana pfi pokojové teploté az 7 dnu a pfi teploté
2-8 °C az po dobu 14 dnu. P¥i delSim skladovani doporu¢ujeme zmrazeni alikvotnich podilli na teplotu
—20 °C nebo —80 °C. Zmrazena plazma nesmi roztat vice nez 3krat. Opakované zmrazovani a roztati
vede k denaturaci a precipitaci proteind, coz mize mit za nasledek snizené vytézky cirkulujicich
bezbunéénych nukleovych kyselin. Pokud jsou ve vzorcich viditelné kryoprecipitaty, centrifugujte pfi
6 800 x g 3 minuty pfi pokojové teploté (15-25 °C) a preneste supernatanty do sekundarni zkumavky
na vzorek, aniz byste narusili desti¢ky (viz seznam laboratorniho vybaveni, ktery Ize nalézt pod kartou

zdroje na produktové strance na adrese www.giagen.com). lhned zahajte purifikani postup.

Lidska moc

Vzhledem k rychlé degradaci cirkulujici DNA po odbéru mo¢i se dlirazné doporucuje vzorky moci

okamzité stabilizovat.

Stabilizovana lidska mo¢

Stabilizovana mo¢ muze byt skladovana pfi pokojové teploté (15-25 °C) nebo pfi teploté 2—8 °C
az po dobu 7 dni. PFi delSim skladovani doporu€ujeme zmrazeni alikvotnich podili na teplotu
—30 az —15 °C nebo —-90 aZ —65 °C.

Stabilizované vzorky moci nevyzaduji pfedb&znou Upravu vzorku. Po stabilizaci se doporucuje
centrifugovat vzorky moci pfi nizké rychlosti (pfi 1 900 x g) 10 minut pfi pokojové teploté
(15-25 °C) pro odstranéni bunék pred extrakci cirkulujici bezbunééné DNA. Pokud jsou po
centrifugaci v supernatantech viditelné precipitaty, zahfivejte vzorky na 25 °C ve vodni lazni k
rozpusténi precipitatd. Pred spusténim béhu preneste vzorky stabilizované moci do sekundarni
zkumavky na vzorek a pak napliite tuto zkumavku stojanu na vzorky (viz seznam laboratorniho

vybaveni, ktery Ize nalézt pod kartou zdroje na produktové strance na adrese www.giagen.com).
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Lidska mo¢ ,,nestabilizovana“

Pfed zahajenim protokolu, ktery vyzaduje Buffer ATL, zkontrolujte, zda se v pufru Buffer ATL
vytvofil precipitat. V pfipadé potfeby rozpustte pfi zahfivani na 70 °C s Setrnym michanim ve

vodni lazni. Odsajte bubliny z povrchu Buffer ATL.

Poznamka: Buffer ATL (Buffer ATL, 4 x 50 ml, kat. €. 939016) neni soucasti sady QlAsymphony
DSP Circulating DNA Kit a je nutno je objednat samostatné.

Doporucuje se centrifugovat vzorek moci okamzZité po odbéru pfi nizké rychlosti (pfi 1 900 x g)
10 minut pfi pokojové teploté (15-25 °C) pro odstranéni bunék. Nestabilizované vzorky modi

vyzaduji pfedb&znou Upravu vzorku.
Diilezité: Pfed zahajenim prfedbézné Upravy vytemperujte vzorky na pokojovou teplotu (15-25 °C).

Dulezité: Centrifugaci a predbé&znou Upravu je tfeba provést do 4 hodin od odbéru vzorku mogi.

® Smichejte 2 500 pl modi (circDNA_2000_DSP) nebo 4 500 pl moci (circDNA_4000_DSP)
s 250 pl nebo 450 pl pufru Buffer ATL.

® Inkubujte vzorky pfi pokojové teploté (15-25 °C) 1 hodinu.

o Centrifugujte vzorky pfi 1 900 x g 10 minut pfi pokojové teploté (15-25 °C).
Pokud jsou po centrifugaci v supernatantu viditelné precipitaty, zahfivejte vzorky na 25 °C
ve vodni lazni k rozpusténi precipitatu.

® Preneste supernatanty do sekundarni zkumavky na vzorek a pak naplrte tuto zkumavku

stojanu na vzorky (viz seznam laboratorniho vybaveni, ktery Ize nalézt pod kartou zdroje na

produktové strdnce na adrese www.giagen.com)

Dulezité: Stabilita a integrita cirkulujici bezbunétné DNA je v nestabilizované mo¢i omezena.
Doporucuje se naplnit maximalné jednu Sarzi obsahujici 24 vzork(l na jeden béh QlAsymphony

pro minimalizaci ¢asu vzork( modi v pFistroji.
Interferujici latky

Vzorky plazmy s vysokymi koncentracemi gamaglobulinu (>30 g/l) mohou vést ke snizenému

zachytu cirkulujici bezbunééné DNA.
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Historie revizi

Datum Zmény

Verze 2, R1 Prvni vydani.
prosinec 2020

Aktualni licenéni informace a odmitnuti odpovédnosti specifické pro vyrobek jsou uvedeny
v pfiruéce pro soupravu QIAGEN nebo uzivatelské pfiru¢ce. Priru¢ky k soupravam QIAGEN
a uZivatelské prirucky jsou k dispozici na strankach www.giagen.com nebo si je Ize vyzadat od
technickych sluzeb spolec¢nosti QIAGEN nebo mistniho distributora.

Ochranné znadmky: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAsymphony® (skupina QIAGEN). Registrované nazvy, ochranné znamky atd. pouZité v tomto dokumentu, i kdyZ takto
nejsou konkrétné oznaceny, nesméji byt povazovany za nechranéné zakonem.

12/2020 HB-2309-S02-001 © 2020 QIAGEN, v3echna prava vyhrazena.
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