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Genel Girig

The QlAamp DSP Circulating NA Kit, dolasan hucresiz (ccf) DNA ve RNA'nin insan kan plazmasi drneklerinden manuel olarak izolasyonu
ve saflastirilmasi amaciyla silika-membran teknolojisini (QlAamp teknolojisi) kullanan bir sistemdir.

Uriiniin molekdiler biyoloji teknikleri konusunda egitiimis teknisyenler ve doktorlar gibi profesyonel kullanicilar tarafindan kullaniimasi
amaclanmistir.

QlAamp DSP Circulating NA Kit in vitro tani amagl kullanim igindir.

Saflagtinimig Nukleik Asitlerin (NA, Nucleic Acids) Verimi

Plazma 6rnekleri, saflastirimis nikleik asitlerin veriminde ylksek bir varyans sergileyebilir. Bu nedenle kullanicilar, plazma girisini ve

eliisyon hacmini spesifik hedef ve laboratuvarlarindaki asagi akish uygulama igin optimize etmelidir.

Kit, bir QIAGEN® asagi akisli uygulama ile birlikte kullaniliyorsa talimatlar igin ilgili el kitabina bagvurun.
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Asag! Akigli Uygulamalarin Analizi

QlAamp DSP Circulating NA Kit ile izole edilmis nukleik asitler, farkh asagi akisl uygulamalarda kullanima hazirdir. Performansi
degerlendirmek igin, tek dondrli insan kan plazmasindan nikleik asitler G¢ farkli kan toplama tipU kullanilarak izole edilmistir
(BD Vacutainer® K2EDTA Tube, Becton Dickinson and Company; PAXgene® Blood ccfDNA Tube, PreAnalytiX GmbH ve Streck®
Cell-Free DNA Blood Collection Tube (BCT)®, Streck; n = her biri 24 dondr). 1 ml plazma girisinden elliatlar, kantitatif PCR (qPCR, Sekil

1A), dijital damlacikh PCR (ddPCR, $ekil 1B), ayrica RNA icin ters transkripsiyon gPCR (RT-gPCR) (sadece BD Vacutainer K2EDTA
Tube plazmasi, Sekil 2) kullanilarak test edilmistir.

cfDNA Verimi - 18S rDNA qPCR
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Sekil 1. qPCR ve ddPCR arasinda tek donérlii plazma (1 ml girig) karsilagtirmasi (Bio-Rad®)
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cfRNA 1 ml plazma - beta-aktin RT-PCR
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Sekil 2. Tek donérlii plazmada (1 ml girig) insan beta-aktin geni (293 bp fragman uzunlugu) icin bir RT qPCR tahlili kullanarak hiicresiz RNA’nin saptanmasi.
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Yeni nesil sekanslama (NGS, next-generation sequencing) analizi i¢cin, 5 ml plazma girisi hacminden (BD Vacutainer K2EDTA Tube,
PAXgene Blood ccfDNA Tube ve Streck Cell-Free DNA BCT; n = her biri 8 dondr) eltatlar dretilmistir. 5 ml plazma igin toplam DNA
verimi, Qubit® HS dsDNA tahlili ile saptanarak 50 ve 150 ng DNA arasinda farklilik gostermistir. NGS analizi, GeneRead® QlAact
Actionable Insights Tumor Panel ve GeneReader® sistemi kullanilarak yapilmistir. Tim &rnekler basarili bir sekilde zenginlestiriimis ve
kiitiphaneler Gretilmistir. Uretilen okumalarin %98’inden fazlasi, insan genomuna eslestirilmistir ve ilgilenilen bdlgelerdeki konumlarin

>%99,8'i 2500x baz kapsamina sahiptir.

Her iki niikleik asit turd (DNA ve RNA) icin, asagdi akisl teknolojilerin basarili uygulamasi gosterilmistir (Sekil 3).

qPCR ddPCR  RT-gPCR  NGS

K2EDTA 4 4 4 4
test

PAXgene v v edilmedi v
test

Streck v v edilmedi v

Sekil 3. izole edilmisg niikleik asitlerin farkli agagi akigh uygulamalarla bagarih kullanimi.

Kullanici, hedef molekdlleri icin plazma girisi ve ellisyon hacmini ve laboratuvarlarinda kullanilan herhangi bir takip eden prosediru

optimize etmeli veya ilgili asagdi akis uygulamasinin spesifik performansina bakmahdir.
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Eluat Stabilitesi

ElGat stabilitesi, izole edilmis nukleik asitlerin igerigi ve tipi, elisyon hacmi ve saklama kosullarina bagl olacaktir. Kullanicilarin eltat

stabilitesini belirli gerekliliklerine gére ihtiya¢ duyuldugu sekilde belirlemelerini tavsiye ederiz.

EllGat stabilitesi, BD Vacutainer K2EDTA Tube (Becton Dickinson and Company) ve stabilize edici kan toplama tiiplerinden (PAXgene
Blood ccfDNA Tube ve Streck Cell-Free DNA BCT) elde edilen insan plazmasindan tiretilen DNA ve elGatlar igin test edilmistir. Ellatlar,
-30°Cila—15°C ve -90°C ila —65°C’de saklanmistir. 12 aya kadar herhangi bir bozulma gézlemlenmemistir. 2-8°C’de ve oda sicakliginda
(15-25°C) saklanan eluatlar 48 saat kadar stabil kalmistir. Tim kosullar, insan 18S rDNA genini hedefleyen gPCR kullanilarak
degerlendirilmistir.

ElGat stabilitesi, RNA ve BD Vacutainer K2EDTA Tube'lar (Becton Dickinson and Company) Urtiniinden Uretilmis insan plazmasindan
tiretilen eluatlar igin test edilmistir. ElGatlar, —30°C ila -15°C ve -90°C ila —65°C’de saklanmistir. 6 aya kadar herhangi bir bozulma
g6zlemlenmemistir. 2-8°C’de saklanan ellatlar 48 saat kadar stabil kalmistir. Tim kosullar, insan beta-aktin genini hedefleyen RT-gPCR

kullanilarak degerlendirilmigtir.

Kit QIAGEN asagi akish uygulamalar ile birlikte kullaniliyorsa talimatlar icin ilgili kit el kitabina basvurun.

NA izolasyonunun Kesinligi

Kesinlik, insan plazmasi kullanilarak incelenmistir ve kosullar insan 18S rDNA genini hedefleyen gPCR kullanilarak degerlendirilmistir.

Deney diizeneginde, her birinde 12 kopya olmak Uzere 12 saflastirma calismasi (toplam 144 saflastirma) yer almistir. Saflastirma
galismalari, QlAamp DSP Circulating NA Kit Griintntn g farkl lotu kullanilarak g farkh cihaz ile tg farkh giinde g farkh operator ile
dizenlenmistir. Standart sapma (Standard Deviation, SD) ve varyasyon katsayisi (Coefficient of Variation, CV), QlAamp DSP Circulating
NA Kit driintnun her bir tek parametresi icin ve toplam degiskenligi (toplam) i¢in belirlenmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Kesinlik sonuglari

Kesinlik
Parametre Ortalama Kopya/ml SD CV (%)
Calismalar arasi 461 1,78
Operatorler Arasi 1392 5,38
Cihazlar Arasi 228 0,88
25.894
Ginler Arasi 2096 8,09
Lotlar Arasi 969 3,74
Toplam 3120 12,05
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Dogrusallik

BD Vacutainer K2EDTA Tube'lar, PAXgene Blood ccfDNA Tube'lar ve Streck Cell-Free DNA BCT'ler icinde saklanan kandan 1-5 ml
plazma giris hacmi igin veriler Uretilmistir. Tim BCT'ler igin, DNA veriminde dogrusal bir artis gézlemlenmistir (bkz. Sekil 4); BD Vacutainer

K2EDTA Tube'lar igin, bu, RNA icin de gecerlidir.

PAXgene Blood ccfDNA Tube’dan Plazma
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Sekil 4. Farkh plazma giris hacimleri icin toplam DNA veriminin (DNA kopyasi/ml plazma girisi) dogrusal artisi. PAXgene Blood ccfDNA Tube Urlininden uretilmis
plazma igin veriler gosteriimektedir, BD Vacutainer K2EDTA Tube (DNA/RNA) ve Streck Cell-Free DNA BCT Urliniinden plazma igin esdeder sonuglar turetilmistir.

Protokol Esdegerligi (Breeze/Klasik Protokoller)

Breeze protokoll ile klasik protokol arasindaki performans esdegerligi, Ct degeri (RNA) veya ortalama kopya/ml'deki (DNA) ilgili %95
farklilik gtiven limitinin £ 2 x STD iginde oldugunun gdsterilmesiyle belirlenmistir, burada STD, klasik protokoliin gézlemlenen kesinligidir

(referans kosulu). Ug kit lotu kullaniimistir ve (ic operatdr deneyleri gerceklestirmistir.
Breeze protokolu igin tretilmis Ct de@erlerinin toplam kesinligi (STD), klasik protokoltin toplam kesinligi (STD) icin iki tarafli %95 tahmin

araliginin Ust limitinden daha azdir, burada tahmin araligi, klasik protokolden veriler kullanilarak (n = 143) ve calismadaki breeze

protokolu i¢in veri noktalarinin sayisi (n = 144) kullanilarak ¢calisma icinde hesaplanmistir.
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Olumsuz Etkileyen Maddeler

Potansiyel olarak olumsuz etkileyen maddeler, farkli kaynaklardan, 6érnegin, dogal metabolitler, hasta tedavisi sirasinda verilen maddeler
veya hastanin yuttugu maddelerden meydana gelebilir. QlAamp DSP Circulating NA Kit icin hemoglobin, trigliseritler, EDTA, kafein,
albimin, konjuge bilirubin ve konjuge olmayan bilirubin endojen bilesenler olarak test edilmistir. gqPCR’yi asagi akish uygulama olarak
uygularken higbir olumsuz etki bulunmamistir. Ayrica 6rnek islemesi ve nlkleik asit ekstraksiyonu esnasinda QlIAamp DSP Circulating
NA Kit drininun bilesenlerinden (Proteinase K, Buffer ACL, Buffer ACB, Buffer ACW1, Buffer ACW2 ve etanol) turetilmis herhangi bir

olumsuz etki gdzlemlenmemistir.

Potansiyel olumsuz etkileyen maddelerin karmasikligi ve belirli asagi akigli uygulamalarin farkli duyarliligi nedeniyle kullanicilarin kendi
is akislar icin spesifik olan olumsuz etkileyen maddelerin etkisini degerlendirmesini ve belirli tani amagl asagr akisl uygulamalarinda

olumsuz etkiyi kontrol etmek icin bir ydntem gelistirmelerini tavsiye ederiz.

Belirli QIAGEN asagi akisl uygulamalarda olumsuz etkileyen maddeler hakkinda daha fazla bilgi icin ilgili kit el kitaplarina bagvurun.

Capraz kontaminasyon

Capraz kontaminasyon seviyesini degerlendirmek icin, 5 veya 2 ml insan kan plazmasina (pozitif drnekler) 105 HBV virlist kopyasi
eklenmistir ve sadece negatif ornekleri iceren ekstraksiyon calismalari ile degisiklik gésteren bir dama tahtasi dizeneginde viris
icermeyen orneklere (negatif drnekler) bitisik sekilde izole edilmistir (ekstraksiyon galismalari icinde ve arasinda ¢apraz kontaminasyonu
degerlendirmek igin). Calismanin yiksek seviyede nlkleik asit hedef molekullerini iceren 6rneklerin ekstraksiyon sulreci esnasinda diger
ornekleri capraz kontamine edebilecedi durumu taklit etmesi amaclanmistir. NA saflastirmasi bir reaktif lotu kullanilarak
gergeklestirilmistir. Capraz kontaminasyon, artus® HBV RG CE PCR Kit kullanilarak de@erlendirilmistir. Sonuglar, tim sistem iginde

herhangi bir capraz kontaminasyon goéstermemistir.
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Semboller

c € Bu drin, in vitro tani amagl tibbi cihazlar i¢in Avrupa Yonetmeligi 2017/746'nin
gerekliliklerini karsilamaktadir.

IVD in vitro tani amagli tibbi cihaz

Katalog numarasi

u Uretici

R R, Kullanim Talimatlari (Performans Ozellikleri) revizyonudur ve n, revizyon
n
numarasidir
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Belge Revizyon Gegmigi

Revizyon Aciklama

R1, Haziran 2022 IVDR uyumlu QIAamp DSP Circulating Kit V2 igin gtincelleme

Kullanim amacina “manuel” izolasyonun eklenmesi. Kit Strim 1’e kiyasla
Performans verilerinde degisiklik olmamistir.

Gincel lisanslama bilgileri ve uriine 6zgu yasal uyarilar igin ilgili QIAGEN kiti el kitabi veya kullanim kilavuzuna bakin. QIAGEN kit el
kitaplari ve kullanim kilavuzlari www.giagen.com adresinde bulunabilir veya QIAGEN Teknik Servisi veya yerel distribitérintzden

istenebilir.

Ticari Markalar: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp®, artus®, GeneRead®, GeneReader® (QIAGEN Group); Vacutainer® (Becton Dickinson and Company); Bio-Rad® (Bio-Rad Laboratories, Inc.); PAXgene® (PreAnalytiX GmbH); Streck®, Cell-
Free DNA BCT® (Streck Inc.); Qubit® (Thermo Fisher Scientific veya istirakleri). Bu belgede gegen tescilli adlar, ticari markalar vb. agikga bu sekilde belirtimemis olsa bile yasalarca korunmaktadir.

06/2022 HB-3049-D01-001 © 2022 QIAGEN, tiim haklari saklidir.
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