QlAsymphony®
SP Protokol
Sayfasl

circDNA 2000 DSP V2 ve
circDNA 4000 DSP V2

Bu belge, QlIAsymphony DSP Circulating DNA Kit Protokol Sayfasi, Versiyon 2, R1'dir

— Sample to Insight QIAGEN —




Genel bilgiler

in vitro tani amagl kullanim igindir.

Bu protokol QIAsymphony SP ve QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit kullanarak taze veya

donmus insan plazma ve idrarindan insan dolasan hiicre disi DNA saflastiriimasi igindir.

Kit QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit
(kat. no. 937556)
Ornek materyali insan plazmasi: EDTA veya sitrat antikoagiilasyonlu veya ccfDNA stabilize edilmig
Insan idrari: stabilize edilmis veya edilmemis
Protokol adi circDNA_2000_DSP_V2 circDNA_4000_DSP_V2
Varsayilan Tahlil Kontrol Seti ACS_circDNA_2000_DSP_V2 ACS_circDNA_4000_DSP_V2
Elisyon hacmi 60 pl 60 pl
Gereken yazilim versiyonu Versiyon 4,0 veya Usti Versiyon 5.0 veya Usti

"Sample" (Ornek) gcekmecesi

Ornek tipi

Ornek hacmi

Primer érnek tipleri

Sekonder drnek tipleri

insertler

Diger

!nsan plazmasi (bkz. "Ornek materyalinin hazirlanmasi”) ve
Insan idrari (stabilize edilmis veya edilmemis)

Kullanilan érnek tiip( tipine baghdir

Daha fazla bilgi i¢in, www.qgiagen.com adresindeki urlin sayfasinda,
kaynaklar sekmesi altinda bulunabilecek laboratuvar gerecleri listesine bakin.

n/a

Daha fazla bilgi i¢in, www.qgiagen.com adresindeki urlin sayfasinda,
kaynaklar sekmesi altinda bulunabilecek laboratuvar geregleri listesine bakin.

n/a

Proteinaz K'nin yuva A'ya (pozisyon 1 ve/veya 2) eklenmesi gerekir

n/a = uygulanamaz.

"Sample" (Ornek) gcekmecesinde Proteinaz K hazirlanmasi

QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit oda sicakliginda (15-25°C) saklanabilen kullanima hazir

Proteinaz K solusyonu igerir.

Not: Proteinaz K igeren tlpler bir tlip tasiyiciya yerlestirilir. Proteinaz K igeren tipler "Sample"

(Ornek) gekmecesinde, yuva A iginde pozisyon 1 ve/veya 2 igine yerlestirilmelidir. Gerekli tip tipi

icin www.qiagen.com adresindeki uriin sayfasinda, kaynaklar sekmesi altinda bulunabilecek

laboratuvar geregleri listesine bakin.
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Ornek sayisi* circDNA_2000_DSP

circDNA_4000_DSP

8
24
48
72
96

1980 pl
3740 pl
6380 ul
9020 pl

11,660 pl

2860 pl
6380 pl
11,660 pl
18,040 pi*
23,320 pl*

* Her 6rnegde yonelik olarak, circDNA_2000_DSP igin 110 pl veya circDNA_4000_DSP igin 220 ul gereklidir ve ayrica
1100 pl ek bosluk hacmi gerekir [(n x 110 veya 220 pl) + 1100 pl].
T circDNA_4000_DSP igin: 48 adetten fazla érnek isleniyorsa ikinci bir tiip kullanin. Tiip bagina maksimum yiikleme hacmi
11,660 l'dir. Ikinci tiip igin 1100 ul ek bogluk hacmi gereklidir.

"Reagents and Consumables" (Reaktifler ve Sarf Malzemeleri) cekmecesi

Pozisyon Al velveya A2
Pozisyon B1
Ug aski tutucu 1-18

Unite kutusu tutucu 1-4

Reaktif kartusu

n/a

Tek kullanimlik filtre uglari, 200 pl veya 1500 pl

Ornek hazirlama kartuslari veya 8-Rod Covers igeren {inite kutulari

n/a = uygulanamaz.

"Waste" (Atik) cekmecesi

Unite kutusu tutucu 1-4
Atik torbasi tutucu

Sivi atik sisesi tutucu

Bos Unite kutular

Atik torbasi

Bos sivi atik sisesi

"Eluate" (Ellat) cekmecesi

Eliisyon askisi (yuva 1, sogutma
pozisyonu kullanilmasi 6nerilir)

Daha fazla bilgi i¢in, www.qgiagen.com adresindeki rlin sayfasinda,
kaynaklar sekmesi altinda bulunabilecek laboratuvar geregleri listesine

bakin.
Gerekli plastik gerecler
Protokol circDNA_2000_DSP
Bir grup iki grup Ug grup Dért grup

Plastik gerecler 24 d6rnek* 48 ornek* 72 drnek* 96 drnek*
Tek kullanimlik filtre
uclar, 200 ™ 28 56 84 112
Tek kullanimlik filtre
ulari, 1500 ™ 56 112 168 224
Ornek hazirlama
kartuglan® 15 30 45 60
8-Rod Covers' 3 6 9 12

- w o+ =+ %

Grup basina 24'ten az 6rnek kullaniimasi ¢alisma basina gereken tek kullanimlik filtre ucu sayisini azaltir.
Filtre ucu askisi bagina 32 filtre ucu vardir.
Gereken filtre ucu sayisina reaktif kartusu basina 1 envanter taramasi igin filtre uglari dahildir.
Unite kutusu basina 28 érnek hazirlama kartusu vardir.
Unite kutusu basina on iki 8-Rod Covers vardir.
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Protokol circDNA_4000_DSP

Bir grup iki grup Ug grup Dért grup
Plastik gerecler 24 d6rnek* 48 ornek* 72 drnek* 96 drnek*
Tek kullanimlik filtre uglari,
200 ™ 28 56 84 112
Tek kullanimlik filtre uglari,
1500 ™ 96 192 288 384
Ornek hazirlama kartuglari® 18 36 54 72
8-Rod Covers' 3 6 9 12

* Grup basina 24'ten az 6rnek kullaniimasi ¢alisma basina gereken tek kullanimlik filtre ucu sayisini azaltir.
T Filtre ucu askis! bagina 32 filtre ucu vardir.

* Gereken filtre ucu sayisina reaktif kartusu basina 1 envanter taramasi igin filtre uglari dahildir.

§ Unite kutusu bagina 28 6érnek hazirlama kartusu vardir.

T Unite kutusu basina on iki 8-Rod Covers vardir.

Not: Verilen filtre ucu sayisi ayarlara bagli olarak dokunmali ekranda gésterilen rakamlardan farkli

olabilir. Mimkuln olan maksimum ug¢ sayisinin yiuklenmesi énerilir.

Elisyon hacmi

Segili elisyon hacmi Baslangig eliisyon hacmi

60 pl 75 ul

Elisyon hacmi dokunmali ekranda segilir. Ortalama kullanilabilir elisyon hacmi 260 pl'dir. Ayri
durumlarda tek drnekler icin son eluat hacmi segilen hacimden 5 pl'ye kadar daha az olabilir
(6rn., 55 pl). Aktarma dncesinde elliat hacmini dogrulamayan bir otomatik tahlil kurulumu sistemi
kullanilirken fiili eliat hacmini kontrol etmek onerilir.

ElGatlarin Saklanmasi

Calisma biter bitmez eltat plakasini "Eluate" (ElGat) ¢ekmecesinden alma &nerilir. Ellisyon
plakalari ¢alisma tamamlandiktan sonra gece boyunca QIAsymphony SP iginde birakilabilir
(calisma suresi dahil maksimum 16 saat; 6nerilen ¢evre kosullari: 18-26°C ve %20-75 bagil nem).
Sicaklik ve neme bagl olarak eliatta kondansasyon veya buharlagsma olabilir.

Ornek hazirlamadan sonra elliatlar, 1 aya kadar 2-8°C'de saklanabilir. Uzun dénemli saklama icin
elbatlar -30 ila -15°C veya -90 ila -65°C'de saklanabilir. Donmus ellUatlar 3 kezden fazla
¢6zulmemelidir.

Ornek materyalinin hazirlanmasi

Kimyasallarla ¢alisirken, daima uygun laboratuvar 6nligu, tek kullanimlik eldiven ve koruyucu
g0zlik kullanin. Daha fazla bilgi igin, Grlin tedarikgisinden elde edilebilecek uygun giivenlik veri
sayfalarina (Safety Data Sheets, SDS'ler) bagvurun.
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Baslamadan 6nce 6nemli noktalar
e Ornekler iginde veya lizerinde kdpiik olusmasini engelleyin.

e Calismaya baslamadan 6nce Ornekler oda sicakhdina (15-25°C) dengelenmelidir.

insan plazmasi

Antikoagulan olarak EDTA veya sitratla muamele edilmis kan drnekleri plazma hazirlanmasi igin
kullanilabilir. ccfDNA stabilize edilmis kan toplama tiiplerinden toplanan plazma da kullanilabilir.

Plazma, ureticinin belirledigi sekilde olusturulur.

Antikoagulan olarak EDTA veya sitrat kullanirken plazma ayirmayi kan alinmasindan hemen

sonra yapmak onerilir.

Belirli asagi dogru uygulamalar igin vezikillerden niikleik asitleri hari¢ tutmak veya en aza
indirmek gerekebilir. Bu gibi durumlarda, baslangicta plazma olusturulduktan sonra oda
sicakhginda (15-25°C) 10 dakika boyunca 16.000 x g hizinda bir yiksek hizli santrifligasyon
adimi gergeklestiriimesi onerilir.

Toplandiktan ve santrifigasyondan sonra plazma oda sicakliginda 7 giine kadar ve 2-8°C'de 14 giine
kadar saklanabilir. Daha uzun slre saklama icin alikotlari -20°C veya -80°C'de dondurmak onerilir.
Donmus plazma 3 kezden fazla ¢Ozilmemelidir. Tekrarlanan dondurma-¢ézme proteinlerin
denatiirasyon ve presipitasyonuna yol agar ve sonugta daha disik dolasan hiicre disi nikleik asit
verimiyle sonuclanabilir. Orneklerde kriyopresipitatlar gériiniiyorsa oda sicakliginda (15-25°C) 6.800 x
g hizinda 3 dakika santrifije edin ve supernatanlari, peletleri bozmadan sekonder bir 6rnek tliptine
aktarin (www.giagen.com adresindeki Urlin sayfasinda, kaynaklar sekmesi altinda bulunabilecek

laboratuvar geregleri listesine bakin). Saflastirma islemini hemen baglatin.
insan idrari

idrar toplamadan sonra dolasan hiicre disi DNA'nin hizla bozulmasi nedeniyle idrar érneklerini

hemen stabilize etmek kuvvetle 6nerilir.

Stabilize edilmis insan idrar

Stabilize edilmis idrar oda sicakliginda (15-25°C) veya 2-8°C'de 7 gline kadar saklanabilir. Daha
uzun sire saklama igin alikotlari -30 ila -15°C veya -90 ila -65°C'de dondurmak onerilir.

Stabilize edilmis idrar 6rnekleri igin 6rnek 6n muamelesi gerekmez. Stabilizasyon sonrasinda, dolasan
hiicre digi DNA'nin ekstraksiyonu 6ncesinde hticreleri gidermek icin idrar érneklerini oda sicakliginda
(15-25°C) 10 dakika boyunca disiik hizda (1900 x g) santrifiije etmek onerilir. Santrifigasyondan
sonra sipernatanlarda c¢okeltiler gorullyorsa ¢okeltileri ¢cozmek icin érnekleri bir su banyosunda
25°C'ye 1sitin. Bir galismaya baslamadan 6nce stabilize edilmis idrar érneklerini sekonder bir érnek
tipline aktarin ve sonra bu tipl 6rnek tasiyiclya yukleyin (www.giagen.com adresindeki Urtin
sayfasinda, kaynaklar sekmesi altinda bulunabilecek laboratuvar geregleri listesine bakin).
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"Stabilize edilmemis" insan idrari

Buffer ATL gereken bir protokole baslamadan énce Buffer ATL icinde ¢okelti olusup olusmadigini
kontrol edin. Gerekirse, bir su banyosunda hafifce sallayarak 70°C'de i1sitma yoluyla ¢ézin. Buffer

ATL ylzeyinden kabarciklari aspire edin.

Not: Buffer ATL (Buffer ATL, 4 x 50 ml, kat. no. 939016) QIAsymphony DSP Circulating DNA
Kit'in bir pargasi degildir ve ayri siparis edilmelidir.

idrar &rneklerini hiicreleri gidermek igin toplanmalarindan hemen sonra oda sicakli§inda
(15-25°C) 10 dakika boyunca diistik hizda (1900 x g) santrifiije etmek Onerilir. Stabilize edilmemis
idrar drnekleri icin 6rnek 6n muamelesi gerekir.

Onemli: On muameleye baslamadan énce érnekleri oda sicakligina (15-25°C) dengeleyin.

Onemli: Santrifiigasyon ve 6n muamele idrar 6rnedi toplanmasindan sonraki 4 saat icinde

yapiimalidir.

® 2500 pl idrar (circDNA_2000_DSP) veya 4500 pl idrari (circDNA_4000_DSP) sirasiyla
250 pl veya 450 ul Buffer ATL ile karistirin.

e Ornekleri 1 saat boyunca oda sicakliginda (15-25°C) inkiibe edin.
e Ornekleri 1900 x g hizinda oda sicakliginda (15-25°C) 10 dakika boyunca santrifiije edin.

Santrifligasyondan sonra supernatanda ¢okeltiler goriliyorsa ¢okeltileri gozmek igin
Ornekleri bir su banyosunda 25°C'ye 1sitin.
® Aktarilan siipernatani sekonder bir 6rnek tipline aktarin ve sonra bu tlipl érnek tasiyiciya

yikleyin (www.giagen.com adresindeki Urlin sayfasinda, kaynaklar sekmesi altinda
bulunabilecek laboratuvar geregleri listesine bakin)

Onemli: Stabilize edilmemis idrarda, dolagan hiicre disi DNA'nin stabilitesi ve butinlugi sinirlidir.
idrar érneklerinin cihaz lzerinde kaldig siireyi en aza indirmek igin QIAsymphony calismasi

basina en fazla 24 6rneklik bir grup ylklemek onerilir.

Olumsuz etkileyen maddeler

Yiksek gamma-globulin konsantrasyonlari (>30 g/l) olan plazma &rnekleri dolagsan hiicre disi
DNA'nin daha az geri kazanilmasina yol acabilir.
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Revizyon Gegmigi

Tarih Degisiklikler
Versiyon 2, R1 ik stiriim.
Aralik 2020

Glncel lisans bilgileri ve Uriine 6zgl yasal uyarilar icin ilgili QIAGEN Kkiti el kitabina veya kullanim
kilavuzuna bakin. QIAGEN kit el kitaplari ve kullanim kilavuzlari www.giagen.com adresinde
bulunabilir veya QIAGEN Teknik Servislerinden veya yerel distributériinizden istenebilir.

Ticari markalar: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAsymphony® (QIAGEN Group). Bu belgede gegen tescilli adlar, ticari markalar vb. agikga bu sekilde belirtimemis olsa bile
yasalarca korunmaktadir.

12/2020 HB-2309-S02-001 © 2020 QIAGEN, tiim haklari saklidir.
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