Dezember 2020

QIAsymphony® SP
Protokollblatt

circDNA_2000 DSP V2 und
circDNA_4000 DSP V2

Bei dem vorliegenden Dokument handelt es sich um das QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit
Protokollblatt, Version 2, R1.

— Sample to Insight QIAGEN —




Allgemeine Informationen
Fir in-vitro-diagnostische Anwendungen.
Dieses Protokoll gilt fir die Aufreinigung von zirkulierender zellfreier Human-DNA aus frischen oder

gefrorenem Humanplasma und -urin mit dem QlAsymphony SP und dem QIAsymphony DSP
Circulating DNA Kit.

Kit QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit
(Kat.Nr. 937556)

Probenmaterial Humanplasma: EDTA- oder citratantikoaguliert oder ccfDNA-stabilisiert

Humanurin: unstabilisiert oder stabilisiert

Protokollbezeichnung circDNA_2000_DSP_V2 circDNA_4000_DSP_V2
Standard-Assay-Kontroll-Set ACS_circDNA_2000_DSP_V2 ACS_circDNA_4000_DSP_V2
Elutionsvolumen 60 pl 60 pl

Erforderliche Softwareversion Version 4.0 oder hdher Version 5.0 oder hdher

Schublade ,Sample” (Probe)

Probentyp Humanplasma (siehe ,Vorbereitung des Probenmaterials”) und
Humanurin (stabilisiert oder unstabilisiert)

Probenvolumen Abhangig vom verwendeten Probenréhrchentyp

Weitere Informationen hierzu kénnen Sie der Labormaterialliste
entnehmen, die unter der Registerkarte ,Resources” (Ressourcen) auf der
Produkiseite unter www.qiagen.com verfiigbar ist.

Primérprobenrdhrchen n. z.

Sekunddérprobenrdhrchen Weitere Informationen hierzu kdnnen Sie der Labormaterialliste
entnehmen, die unter der Registerkarte ,Resources” (Ressourcen) auf der
Produkiseite unter www.qiagen.com verfiigbar ist.

Einsdtze n. z.

Sonstige Proteinase K muss auf Platz A (Position 1 und/oder 2) gesefzt werden.

n. z. = nicht zutreffend

Vorbereitung der Proteinase K in der Schublade ,Sample” (Probe)

Das QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit enthdlt eine gebrauchsfertige Proteinase-K-Lésung, die
bei Raumtemperatur gelagert werden kann (15-25 °C).

Hinweis: Rdhrchen mit Proteinase K werden in einen Réhrchentrager gesetzt. Die Rohrchen mit
Proteinase K missen in Position 1 und/oder 2 von Stellplatz A der Schublade ,Sample” (Probe)
gesetzt werden. Den erforderlichen Réhrchentyp kénnen Sie der Labormaterialliste entnehmen, die
unter der Registerkarte ,Resources” (Ressourcen) auf der Produktseite unter www.giagen.com

verfigbar ist.
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Anzahl Proben* circDNA_2000_DSP circDNA_4000_DSP

8 1980 pl 2860 pl
24 3740yl 6380 pl
48 6380 pl 11.660
72 9020 pl 18.040 plt
96 11.660 pl 23.320 plt

* Je Probe sind bei circDNA_2000_DSP 110 pl und bei circDNA_4000_DSP 220 pl sowie ein zusétzliches Totvolumen von
1100 pl erforderlich [(n x 110 oder 220 pl) + 1100 pl].

T Bei circDNA_4000_DSP: Wenn mehr als 48 Proben verarbeitet werden, verwenden Sie ein zweites Réhrchen. Das maximale
Fillvolumen je Rohrchen betréigt 11.660 pl. Beim zweiten Réhrchen ist ein zusétzliches Totvolumen von 1100 pl erforderlich.

Schublade ,Reagents and Consumables” (Reagenzien und
Verbrauchsmaterialien)

Position A1 und/oder A2 Reagenzienkartusche

Position B1 n. z.
Halter fir Spitzenracks, Positionen 1-18 Einmal-Filterspitzen, 200 pl oder 1500 pl

Halter fir Verbrauchsartikel-Container 1-4  Verbrauchsartikel-Container enthalten Probenvorbereitungskartuschen oder

8-Rod Covers.

n. z. = nicht zutreffend

Schublade ,Waste” (Abfall)

Halter fir Verbrauchsartikel-Container 1-4
Halter fiir Abfallbeutel
Halter fir Flissigabfallbehélter

Leercontainer fir Verbrauchsartikel
Abfallbeutel

Leerer Flissigabfallbehélter

Schublade ,Eluate” (Eluat)

Elutionsrack (es wird empfohlen Platz 1,
Kihlposition, zu verwenden)

Weitere Informationen hierzu kénnen Sie der Labormaterialliste
entnehmen, die unter der Registerkarte ,Resources” (Ressourcen) auf der

Produkiseite unter www.qiagen.com verfiigbar ist.

Erforderliche Kunststoff-Verbrauchsartikel

Protokoll circDNA_2000_DSP

Eine Charge Zwei Chargen Drei Chargen Vier Chargen
Kunststoff-Verbrauchsartikel 24 Proben* 48 Proben* 72 Proben* 96 Proben*
Einmal-Filterspitzen, 200 pl* 28 56 84 112
Einmal-Filterspitzen, 1500 plt 56 112 168 224
Probenvorbereitungskartuschen® 15 30 45 60
8-Rod Covers? 3 6 9 12

* Bei Verwendung von weniger als 24 Proben je Charge verringert sich die Anzahl der pro Lauf benétigten
Einmal-Filterspitzen.

T Jedes Filterspitzen-Rack enthdlt 32 Filterspitzen.

¥ Bei der Anzahl der erforderlichen Filterspitzen sind die fir 1 Inventar-Scan pro Reagenzienkartusche
bendtigten Filterspitzen eingerechnet.

§ Ein Verbrauchsartikel-Container enthélt 28 Probenvorbereitungskartuschen.

9 Ein Verbrauchsartikel-Container enthélt zwslf 8-Rod Covers.
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Protokoll circDNA_4000_DSP

Eine Charge Zwei Chargen Drei Chargen Vier Chargen
Kunsistoff-Verbrauchsartikel 24 Proben* 48 Proben* 72 Proben* 96 Proben*
Einmal-Filterspitzen, 200 pl'* 28 56 84 112
Einmal-Filterspitzen, 1500 pl** 96 192 288 384
Probenvorbereitungskartuschen’ 18 36 54 72
8-Rod Covers' 3 ) 9 12

* Bei Verwendung von weniger als 24 Proben je Charge verringert sich die Anzahl der pro Lauf benétigten
Einmal-Filterspitzen.

T Jedes Filterspitzen-Rack enthélt 32 Filterspitzen.

* Bei der Anzahl der erforderlichen Filterspitzen sind die fir 1 Inventar-Scan pro Reagenzienkartusche
benétigten Filterspitzen eingerechnet.

§ Ein Verbrauchsartikel-Container enthélt 28 Probenvorbereitungskartuschen.

9 Ein Verbrauchsartikel-Container enthélt zwélf 8-Rod Covers.

Hinweis: Die angegebene Anzahl von Filterspitzen kann je nach Einstellung von der auf dem
Touchscreen angezeigten Anzahl abweichen. Es wird empfohlen, die hdchstmégliche Anzahl von

Spitzen zu laden.

Elutionsvolumen

Ausgewdahlies Elutionsvolumen Anféngliches Elutionsvolumen

60 pl 75 pl

Das Elutionsvolumen wird auf dem Touchscreen ausgewdhlt. Das mittlere verfiigbare
Elutionsvolumen ist > 60 pl. Im Einzelfall kann das endgiltige Eluatvolumen bei Einzelproben bis
zu 5pl unter dem ausgewdhlten Volumen liegen (z.B. 55 pl). Bei Verwendung eines
automatisierten Assay-Setup-Systems, welches das Eluatvolumen vor dem Transfer nicht prift, wird

empfohlen, das tatsdchliche Eluatvolumen zu kontrollieren.
p

Lagerung von Eluaten

Es wird empfohlen, die Eluatplatte unmittelbar nach Abschluss des Laufs aus der Schublade , Eluate”
(Eluat) zu nehmen. Elutionsplatten kdnnen nach Abschluss eines Laufs Uber Nacht im
QIAsymphony SP 16 Stunden
Umgebungsbedingungen: 18-26 °C bei 20-75 % relativer Lufifeuchtigkeit). Je nach Temperatur

verbleiben  (maximal einschlieBlich  Laufzeit; empfohlene

und Luftfeuchtigkeit kann es im Eluat zu Kondensation oder Verdunstung kommen.

Die Eluate kénnen nach der Probenvorbereitung bei 2-8 °C maximal 1 Monat gelagert werden.
Fir eine langerfristige Lagerung kdnnen die Eluate bei ~30 bis —15 °C oder bei -90° bis -65 °C
gelagert werden. Gefrorene Eluate dirfen maximal 3-mal aufgetaut werden.

Vorbereitung des Probenmaterials

Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien stets einen geeigneten Laborkittel, Einmal-
Laborhandschuhe und eine Schutzbrille. Weitere Informationen kénnen Sie den entsprechenden
Sicherheitsdatenbldttern (Safety Data Sheets, SDS) entnehmen, die Sie vom jeweiligen Hersteller

beziehen kénnen.
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Wichtige Hinweise vor Beginn

e Vermeiden Sie Schaumbildung in und auf den Proben.

® Die Proben missen vor Start des Protokolllaufs auf Raumtemperatur (15-25 °C) aquilibriert

werden.
Humanplasma

Zur Plasmagewinnung kénnen mit EDTA oder Citrat als Antikoagulans behandelte Blutproben
verwendet werden. Plasma aus ccfDNA-stabilisierten Blutentnahmeréhrchen kann ebenfalls

verwendet werden. Das Plasma wird wie vom Hersteller angegebenen gewonnen.

Bei Verwendung von EDTA oder Citrat als Antikoagulans wird empfohlen, die Plasmatrennung

unmittelbar nach der Blutentnahme durchzufihren.

Bei bestimmten nachgelagerten Anwendungen kann es erforderlich sein, Nukleinséuren aus
Vesikeln auszuschlieBen oder zu minimieren. In solchen Féllen wird empfohlen, das gewonnene
Plasma bei Raumtemperatur (15-25°C) 10 Minuten lang mit 16.000 x g bei hoher

Geschwindigkeit zu zentrifugieren.

Nach Gewinnung und Zentrifugation kann das Plasma bei Raumtemperatur bis zu 7 Tage oder bei
2-8 °C bis zu 14 Tage gelagert werden. Zur léngerfristigen Lagerung wird das Einfrieren der
Aliquote bei 20 °C oder -80 °C empfohlen. Gefrorenes Plasma darf maximal 3-mal aufgetaut
werden. Wiederholtes Einfrieren und Auftauen fihrt zur Denaturierung und Ausféllung von
Proteinen, wodurch sich die Ausbeute an zirkulierenden, zellfreien Nukleinsduren verringern kann.
Wenn in den Proben Kryoprazipitate sichtbar sind, zentrifugieren Sie die Proben bei
Raumtemperatur (15-25 °C) 3 Minuten lang mit 6.800 x g und transferieren Sie den Uberstand,
ohne die Pellets zu stéren, in ein Sekundarprobenrdhrchen (siehe Labormaterialliste, die unter der
Registerkarte ,Resources” (Ressourcen) auf der Produkiseite unter www.qgiagen.com verfigbar ist).
Starten Sie den Aufreinigungsvorgang sofort.

Humanurin

Aufgrund des schnellen Abbaus zirkulierender zellfreier DNA nach der Urinentnahme wird
dringend empfohlen, Urinproben sofort zu stabilisieren.

Humanurin, stabilisiert

Stabilisierter Urin kann bei Raumtemperatur (15-25 °C) oder bei 2-8 °C bis zu 7 Tage gelagert
werden. Zur langerfristigen Lagerung wird das Einfrieren der Aliquote bei =30 bis -15 °C oder
-90 bis -65 °C empfohlen.
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Stabilisierte Urinproben erfordern keine Probenvorbehandlung. Nach der Stabilisierung wird
empfohlen, die Urinproben bei Raumtemperatur (15-25 °C) 10 Minuten lang mit geringer Drehzahl
(1900 x g) zu zentrifugieren, um vorhandene Zellen vor der Extraktion der zellfreien DNA zu
entfernen. Wenn nach dem Zentrifugieren Niederschldge in den Uberstdnden sichtbar sind,
erwarmen Sie die Proben im Wasserbad auf 25°C, um die Niederschlage aufzuldsen.
Transferieren Sie stabilisierte Urinproben vor dem Start des Laufs in ein Sekundérprobenrshrchen
und laden Sie dieses auf den Probentréger (siehe Labormaterialliste, die unter der Registerkarte

,Resources” (Ressourcen) auf der Produktseite unter www.qiagen.com verfigbar ist).

Humanurin, unstabilisiert

Bevor Sie ein Protokoll starten, bei dem Buffer ATL verwendet wird, iberprifen Sie, ob sich im Buffer
ATL ein Niederschlag gebildet hat. Lésen Sie ggf. den Niederschlag durch Erwdrmen auf 70 °C im
Wasserbad unter leichtem Schitteln auf. Saugen Sie Blasen an der Oberfléche des Buffer ATL ab.

Hinweis: Buffer ATL (Buffer ATL, 4 x 50 ml, Kat.-Nr. 939016) ist nicht Bestandteil des QlAsymphony
DSP Circulating DNA Kit und muss separat bestellt werden.

Es wird empfohlen, die Urinproben sofort nach der Entnahme bei Raumtemperatur (15-25 °C)
10 Minuten lang mit geringer Drehzahl (1900 x g) zu zentrifugieren, um vorhandene Zellen zu

entfernen. Unstabilisierte Urinproben erfordern eine Vorbehandlung.

Wichtig: Aquilibrieren Sie die Proben vor Beginn der Vorbehandlung auf Raumtemperatur
(15-25 °C).

Wichtig: Zentrifugation und Vorbehandlung missen innerhalb von 4 Stunden nach der Entnahme
der Urinprobe durchgefihrt werden.

® Mischen Sie 2500 pl (circDNA_2000_DSP) oder 4500 pl (circDNA_4000_DSP) Urin mit
250 pl bzw. 450 pl Buffer ATL.

® Inkubieren Sie die Proben 1 Stunde lang bei Raumtemperatur (15-25 °C).
e Zentrifugieren Sie die Proben bei Raumtemperatur (15-25 °C) 10 Minuten lang bei 1900 x g.

Wenn nach dem Zentrifugieren Niederschlage im Uberstand sichtbar sind, erwérmen Sie die

Proben im Wasserbad auf 25 °C, um die Niederschldge aufzulssen.

e Transferieren Sie die Ubersténde in ein Sekunddrprobenrshrchen und laden Sie dieses auf
den Probentréger (siehe Labormaterialliste, die unter der Registerkarte ,Resources”

(Ressourcen) auf der Produkiseite unter www.qgiagen.com verfigbar ist).

Wichtig: Die Stabilitdt und Integritét von zirkulierender zellfreier DNA in unstabilisierten Urinproben
ist begrenzt. Es wird empfohlen, je QlAsymphony Lauf maximal eine Charge mit 24 Proben zu
laden, um den Zeitraum zu minimieren, fir den sich die Urinproben im Gerét befinden.
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Stérsubstanzen

Hohe Konzentrationen von Gammaglobulin (> 30 g/I) in Plasmaproben kdnnen zur einer

geringeren Ausbeute an zirkulierender zellfreier DNA fhren.

Bearbeitungsverlauf

Datum Anderungen

Version 2, R1 Erstversion.
Dezember 2020

Aktuelle Lizenzinformationen und produktspezifische Haftungsausschlisse finden Sie im jeweiligen
QIAGEN Kit- oder Benutzerhandbuch. Handbicher und Benutzerhandbiicher zu QIAGENKits sind
unter www.giagen.com verfigbar oder kénnen beim Technischen Service von QIAGEN oder lhrem
rilichen Handler angefordert werden.

Marken: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAsymphony® (QIAGEN Gruppe). Eingetragene Namen, Marken usw., die in diesem Dokument verwendet werden, gelten auch ohne
ausdriickliche Kennzeichnung als gesetzlich geschitzt.

12/2020 HB-2309-S02-001 © 2020 QIAGEN, alle Rechte vorbehalten.
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