QlAsymphony®
SP protokoll lap

CircDNA_2000_DSP_V?2 és
CircDNA_4000 DSP V2

Jelen dokumentum a QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit készlethez tartozo6 protokoll lap 2.
verzidjanak R1 kiadasa.

— Sample to Insight QIAGEN —




Altalanos informaciok
In vitro diagnosztikai hasznalatra.
Ez a protokoll a friss vagy fagyasztott huméan plazmébdl vagy vizeletbdl szarmazé human

cirkulalé, sejtmentes DNS megtisztitasara szolgal QIAsymphony SP készilék és QIAsymphony
DSP Circulating DNA Kit alkalmazasaval.

Kit QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit
(kataldgusszam: 937556)

Mintaanyag Human plazma: EDTA-val vagy citrattal antikoagulalt, vagy ccfDNA-stabilizalt
Human vizelet: nem stabilizalt vagy stabilizalt

Protokoll neve circDNA_2000_DSP_V2 circDNA_4000_DSP_V2
Alapértelmezett assay- ACS_circDNA_2000_DSP_V2 ACS_circDNA_4000_DSP_V2
kontrollkészlet

Eltcios térfogat 60 pl 60 pl

Sziikséges szoftververzio 4.0-s vagy késbbbi verzié 5.0-s vagy kés6bbi verzié

~Sample” (Minta) fiok

Mintatipus Humaén plazma (lasd , A mintaanyag el6készitése”) és
Human vizelet (stabilizalt vagy nem stabilizalt)
Mintatérfogat A hasznalt mintacsé tipusatdl fiigg

Tovabbi informacidkat lasd a laboreszkdzok listajan, amely a
www.giagen.com weboldalon az adott termék oldalanak
termékdokumentacios lapfiilén érhetd el.

Elsédleges mintacsovek n.a.

Masodlagos mintacsdévek Tovéabbi informéacidkat lasd a laboreszkdzok listajan, amely a
www.giagen.com weboldalon az adott termék oldalanak
termékdokumentacids lapfiilén érhet6 el.

Inzertek n.a.

Egyéb Proteinaz K-t kell adni az ,A” nyilasban (az 1-es és/vagy 2-es pozici6ba)

n.a. = nem alkalmazhaté.
A proteinaz K el6készitése a ,Sample” (Minta) fiokban

A QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit haszndlatra kész, szobahémérsékleten (15-25 °C)
tarolhat6 proteinaz K oldatot tartalmaz.

Megjegyzés: A proteinaz K-t tartalmazd csoveket csétartoba kell helyezni. A proteinaz K-t
tartalmazé csove(ke)t a ,Sample” (Minta) fiok ,A” nyilasaban az 1-es és/vagy 2-es poziciéba kell
helyezni. Az el8irt csétipust lasd a laboreszk6zok listdjan, amely a www.qgiagen.com weboldalon

az adott termék oldalanak termékdokumentacios lapfllén érhetd el.
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Mintaszam* circDNA_2000_DSP circDNA_4000_DSP
8 1980 ul 2860 pl
24 3740 pl 6380 pl
48 6380 pl 11 660 pl
72 9020 pl 18 040 pI*
96 11 660 pl 23320 ul*

* A circDNA_2000_DSP esetében mintanként 110 pl térfogatra, a circDNA_4000_DSP esetében mintanként 220 pl
térfogatra van sziikség, valamint tovabbi 1100 pl holttérfogatra [(n x 110 vagy 220 pl) + 1100 pl].

T A circDNA_4000_DSP esetében: Ha tébb mint 48 mintat dolgoz fel, hasznéljon egy masodik csévet. A csdvek maximalis
toltési térfogata egyenként 11 660 pl. A masodik csénél tovabbi 1100 pl holttérfogatra van szikség.

.Reagents and Consumables” (Reagensek és fogydeszkdzok) fidk

Al és/vagy A2 pozicié Reagenskazetta

B1 pozicio n.a.

Hegyéallvany-tarté, 1-18. Egyszer hasznalatos, szlrével rendelkez6 hegyek, 200 pl vagy 1500 pl

1-4. szamU egységdoboz-tarté Minta-el6készité kazettakat vagy 8-Rod Covers ridburkolatokat
tartalmazé egységdobozok

n.a. = nem alkalmazhaté.

~Waste” (Hulladék) fiok

1-4. szamu egységdoboz-tarto Ures egységdobozok
Hulladékgyiijté zsak tartéja Hulladékgy(ijté zsak
Folyékonyhulladék-gytijté palack Ures folyékonyhulladék-gy(ijté palack
tartoja

.Eluate” (Eluatum) fiok

Elucios allvany (az 1. nyilas, hiité Tovéabbi informécidkat lasd a laboreszkdzok listajan, amely a
pozici6 alkalmazasa javasolt) www.giagen.com weboldalon az adott termék oldalanak
termékdokumentacids lapfiilén érhet6 el.
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Szukséges miianyag eszkdzok

Protokoll: circDNA_2000_DSP

Egy mintasorozat, Két mintasorozat, Harom mintasorozat, Négy mintasorozat,
Miianyag eszko6z 24 minta* 48 minta* 72 minta* 96 minta*

Egyszer hasznélatos,
sziirével rendelkezé 28 56 84 112
hegyek, 200 pl'™*

Egyszer hasznélatos,

sziirével rendelkezé 56 112 168 224
hegyek, 1500 pul**

Minta-el6készitd

kazettaks 15 30 45 60

8-Rod Covers' 3 6 9 12

*

Ha mintasorozatonként 24-nél kevesebb mintat haszndl, csékken a futtatasonként szilkséges egyszer
hasznalatos, sziirés pipettahegyek szama.

Egy hegytart6 allvanyon 32 darab sziirés pipettahegy van.

Sz(irds pipettahegyek szama reagenskazettanként, az 1 leltarellenérzéshez szikséges szirével ellatott
hegyeket is beleszamitva.

Egy egységdoboz 28 minta-el6készité kazettat tartalmaz.

Egy egységdoboz tizenkét 8-Rod Covers rudburkolatot tartalmaz.

o+

- w

Protokoll: circDNA_4000_DSP

Egy Két Harom Négy
mintasorozat, mintasorozat, mintasorozat, mintasorozat,
Mianyag eszkéz 24 minta* 48 minta* 72 minta* 96 minta*

Egyszer hasznalatos, sziirével
rendelkezd hegyek, 200 pl'* 28 56 84 112
Egyszer hasznalatos, sziirével
rendelkezé hegyek, 1500 pl™* = e e s
Minta-elékészitd kazettak® 18 36 54 72
8-Rod Covers' 3 6 9 12

*

Ha mintasorozatonként 24-nél kevesebb mintat hasznal, csdkken a futtatdsonként sziikséges egyszer
hasznalatos, sziirés pipettahegyek szama.

Egy hegytart6 allvanyon 32 darab sz(irés pipettahegy van.

Sz(rés pipettahegyek szama reagenskazettanként, az 1 leltarellenérzéshez szilkséges szlirével ellatott
hegyeket is beleszamitva.

Egy egységdoboz 28 minta-el6készité kazettat tartalmaz.

Egy egységdoboz tizenkét 8-Rod Covers ridburkolatot tartalmaz.

o+

- w

Megjegyzés: A beallitasok fliggvényében a sziirével rendelkezd hegyek megadott szama eltérhet
az érintéképernyén megjelenitett szamoktdl. A lehet6 legnagyobb szamu hegy betdltése javasolt.

Ellcios térfogat

Kivalasztott eltcids térfogat Kezdeti eltcios térfogat

60 pl 75 ul

Az ellcios térfogat ki van valasztva az érint6képernydn. Az atlagos elérhetd ellcios térfogat
> 60 ul. Egyéni esetekben az egyes mintakhoz tartozé eluatum végsé térfogata akar 5 pl-rel
kevesebb lehet a kivalasztott térfogatnal (pl. 55 pl). Az eluatum térfogatat nem ellenérzé automata
assay-beallitasi rendszer alkalmazasa esetén az atvitel el6tt javasolt az eluatum tényleges
térfogatanak ellenérzése.
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Az eluatumok tarolasa

A futtatés befejez6dését kdvetden javasolt haladéktalanul kivenni az eluatumlemezt az ,Eluate”
(Eluatum) fiokbol. Az eldcios lemezek a QIAsymphony SP készlilékben hagyhatdk, miutan
éjszaka befejez6dott a futtatas (legfeljebb 16 6ra, beleértve a futtatasi idét; javasolt kérnyezeti
feltételek: 18-26 °C hémérséklet és 20-75% relativ paratartalom). A hémérséklettdl és a
paratartalomtdl fliggéen paralecsapddas vagy parolgas fordulhat elé az eluatumban.

Minta-el6készités utan az eluatumok 2-8 °C kozotti hémérsékleten legfeljebb 1 hénapig
tarolhatok. Hosszu tava tarolds esetén —30 és —15 °C kozotti vagy —90 és —65 °C kozotti
hémérséklet javasolt. A lefagyasztott eluatumokat legfeljebb 3-szor szabad kiolvasztani.

A mintaanyag el6készitése

Vegyszerhasznalat soran mindig viseljen megfelel6 laboratoriumi kdpenyt, egyszer hasznalatos
keszty(it és védészemiiveget. Tovabbi informaciok a megfelelé biztonsagi adatlapokon (Safety
Data Sheets, SDS-ek) talalhatok, amelyek az adott termék gyartéjatol szerezhetdk be.

A kezdés elétt figyelembe veendd fontos szempontok
e Kertllje a habképz&dést a mintakban vagy a mintakon.

o A futtatds megkezdése el6tt hagyni kell szobahémérsékletire (15-25 °C) melegedni a mintakat.

Human plazma

A plazma el6készitéséhez antikoagulansként EDTA-val vagy citrattal kezelt vérmintak
hasznalhaték. A ccfDNA-stabilizalt vérvételi csdvekbdl elékészitett plazma is hasznalhat6.
A plazmat a gyarto altal el6irt modon kell eléallitani.

Antikoagulansként EDTA-t vagy citratot alkalmazé mintak esetében javasolt a véradast kévetéen
azonnal elvalasztani a plazmat.

Bizonyos tovabbi alkalmazasok esetében eléfordulhat, hogy teljesen el kell tavolitani vagy
minimalisra kell csokkenteni a vezikulumokbdl felszabadul6 nukleinsavakat. llyen esetben
javasolt kozvetlenul a plazma kezdeti elvalasztasa utan végrehajtani egy nagy sebességi
centrifugalast: 16 000 x g, 10 perc, szobahémérséklet (15-25 °C).

Levételt és centrifugalast kdvetden a plazma szobahémérsékleten legfeljebb 7 napig, 2—-8 °C-on
pedig legfeljebb 14 napig tarolhatd6. HosszU tavl tarolds esetén javasolt az alikvotok
lefagyasztasa —20 °C-on vagy —80 °C-on. A lefagyasztott plazmat legfeljebb 3-szor szabad
kiolvasztani. Az ismételt fagyasztasi-kiolvasztasi ciklusok a fehérjék denaturalédasahoz és
kicsapodasahoz vezetnek, és ezaltal csokkenthetik a cirkulald, sejtmentes nukleinsavak
hozaméat. Ha a mintdkban fagyasi csapadékok lathatok, centrifugélja le (6800 x g) 3 percig
szobahémérsékleten (15-25 °C), majd a pellet megérintése/szétoszlatasa nélkil vigye at a
fellluszot egy masodlagos mintacsébe (lasd a laboreszkdzok listajan, amely a www.qiagen.com
weboldalon az adott termék oldalanak termékdokumentacids lapfiilén érhetd el). Azonnal kezdje
el a tisztitasi eljarast.
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Human vizelet

Mivel a vizeletminta vétele utan gyorsan lebomlik a keringd, sejtmentes DNS, hangsulyozottan

javasolt a vizeletmintdk azonnali stabilizalasa.

Human vizelet: stabilizalt

A stabilizalt vizelet szobahémérsékleten (15-25 °C) vagy 2—8 °C-on legfeljebb 7 napig tarolhaté.
Hossz( tava tarolas esetén javasolt az alikvotok lefagyasztasa —30 és —15 °C koz6tti vagy

—90 és —65 °C kozotti hémérsékleten.

Stabilizalt vizeletmintak esetében nincs sziikség el6kezelésre. A stabilizalas utan és a cirkulalo,
sejtmentes DNS extrakcidja elétt javasolt a vizeletmintak alacsony sebességil centrifugalasa
(1900 x g, 10 perc, szobahémérséklet (15-25 °C)) a sejtek eltavolitasa céljabdl. Ha centrifugalas
utdn csapadék lathaté a feluliszékban, helyezze a mintakat 25 °C-os vizflrdébe a csapadék
feloldasa céljabdl. Futtatas elinditasa el6tt vigye at a stabilizalt vizeletmintakat masodlagos
mintacsOvekbe, és ezeket helyezze a mintatartokba (lasd a laboreszkézok listajan, amely a

www.giagen.com weboldalon az adott termék oldalanak termékdokumentacios lapfilén érhetd el).

Human vizelet: nem stabilizalt

Miel6tt olyan protokollt kezd el, amihez Buffer ATL pufferre van szlkség, ellenérizze, hogy nem
képzddott-e csapadék a Buffer ATL pufferben. Szlikség esetén oldja fel a csapadékot vizflirdében
valé felmelegitéssel 70 °C-on, enyhe kevergetés mellett. Szivja le a buborékokat a Buffer ATL

felszinérol.

Megjegyzés: A Buffer ATL (Buffer ATL, 4 x 50 ml, katalégusszam: 939016) nem része a
QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit készletnek, kulén kell megrendelni.

Kozvetlenil a mintavétel utan javasolt a vizeletmintdk alacsony sebességl centrifugalasa
(1900 x g, 10 perc, szobahémérséklet (1525 °C)) a sejtek eltavolitdsa céljabdl. A nem stabilizalt
vizeletmintak el6kezelést igényelnek.

Fontos: Az el6kezelés elinditasa el6tt ekvilibralja a mintdkat szobahémérsékletre (15-25 °C).

Fontos: A centrifugalast és az el6kezelést a vizeletminta vételétél szamitott 4 6ran beldl el kell

végezni.

o Keverjen 6ssze 2500 pl vizeletet (circDNA_2000_DSP) vagy 4500 ul vizeletet
(circDNA_4000_DSP) 250 pl vagy 450 ul Buffer ATL pufferrel.

® Inkubalja a mintakat szobahémérsékleten (15-25 °C) 1 oraig.
e Centrifugalja (1900 x g) a mintékat 10 percig szobahémérsékleten (15-25 °C).

Ha centrifugalas utan csapadék lathato a fellliszdban, helyezze a mintékat 25 °C-o0s

vizflirdébe a csapadék feloldasa céljabol.
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® Vigye at a fellliszokat masodlagos mintacsovekbe, és ezeket helyezze a mintatartokba
(lasd a laboreszkozok listajan, amely a www.giagen.com weboldalon az adott termék
oldaldnak termékdokumentacios lapfilén érhetd el)

Fontos: Nem stabilizalt vizeletben korlatozott a cirkulald, sejtmentes DNS stabilitasa és
integritdsa. Annak érdekében, hogy a vizeletmintak csak a szigoriuan szikséges id6t toltsék a

készilékben, QIAsymphony futtatadsonként legfeljebb 24 mintabdl allé sorozat betdltése javasolt.

Zavar0 anyagok

Nagy koncentraciéju gamma-globulint (> 30 g/l) tartalmazd plazmamintak esetén el6fordulhat,
hogy a vartnal kevesebb lesz a cirkulalo, sejtmentes DNS hozama.

Atdolgozasi el6zmények

Datum Modositasok

2. verzié, R1 Elsé kiadas.
2020. december

A licenccel kapcsolatos legfrissebb informaciok és a termékspecifikus jogi nyilatkozatok a
megfelelé QIAGEN kit kézikdnyvében vagy felhasznaloi kézikonyvében talalhatok. A QIAGEN
kitek kézikdnyvei és felhasznaloi kézikdnyvei a www.qgiagen.com webhelyen érhetdk el, illetve a

QIAGEN miszaki Ugyfélszolgalattdl vagy a teriletileg illetékes forgalmazotdl szerezhetdk be.

Védjegyek: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAsymphony® (QIAGEN csoport). A dokumentumban hasznalt bejegyzett nevek, védjegyek stb. akkor sem tekintheték a torvényi
védelmen kiviil esének, ha nem rendelkeznek kiilon jeléléssel.

12/2020 HB-2309-S02-001 © 2020 QIAGEN, minden jog fenntartva.
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