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Genel Girig

QIAsymphony DSP DNA Kit'lerin yalnizca QIAsymphony SP ile bir arada kullaniimasi amaglanmistir.

QlAsymphony DSP DNA Mini Kit'ler, DNA'nin insan tam kanindan, Beyaz Kan Hucresi Tabakasi dokusundan ve formalinle fikse edilip
parafine gdmulmus (Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded, FFPE) doku 6rneklerinden, viral DNA'nin ise insan tam kanindan otomatik
olarak saflastiriimasi igin reaktif saglar. QlIAsymphony DSP DNA Midi Kit'ler, insan tam kanindan ve beyaz kan hicresi tabakasindan
toplam DNA'nin otomatik saflastiriimasi icin reaktif saglar. Bununla birlikte, her kan toplama tupl ya da doku tirl icin performans

ozellikleri belilenmemistir ve bu 6zelliklerin kullanici tarafindan dogrulanmasi gerekir.

Manyetik partikil teknolojisi; proteinler, nikleazlar ve diger saf olmayan kisimlar igermeyen yiksek kalitede nukleik asitlerin
saflastirimasini mimkin kilar. Saflastiriimis nikleik asitler, amplifikasyon reaksiyonlari (PCR) gibi asagi akis uygulamalarinda dogrudan
kullanima hazirdir. QlAsymphony SP, saflastirma isleminin tim adimlarini gergeklestirir. Tek bir ¢calismada 24'lik gruplar halinde 96
adede kadar ornek iglenir.

Asagida farkli uygulamalara yonelik performans verileri gosterilmektedir.
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Performans Ozellikleri

Not: Performans Ozellikleri bliyiik oranda gesitli faktérlere bagli olup belirli asag akis uygulamalariyla ilgilidir. Ornek niteligindeki agadi akis
uygulamalariyla baglantili olarak QlAsymphony DSP DNA Mini ve Midi Kit'ler igin olusturulmuslardir. Bununla birlikte, nukleik asitleri biyolojik
numuneden izole etmeye yonelik yontemler, coklu asadi akis uygulamalari igin bir 6n ug olarak kullanilir. Asagi akis uygulamasi gelistirmenin
bir pargasi olarak bu tir bir is akisi igin capraz kontaminasyon veya ¢alisma kesinligi gibi performans parametreleri olusturulmalidir. Bu nedenle,

uygun performans parametrelerini olusturmaya yonelik tiim is akisini dogrulamak kullanicinin sorumlulugundadir.
Temel performans ve ¢esitli asagi akis uygulamalari ile uyumluluk
DNA kani ve beyaz kan hucresi tabakasi

DNA verimi

QIAsymphony DSP DNA Mini Kit'in temel performansi, farklh toplama tlpleri ve antikoagulanlarin yani sira taze ve donmus insan tam
kani kullanilarak degerlendirilmistir.3 farkli tip tirinde 3 sagdlikli donérden (akyuvar [white blood cell, WBC] sayisi 4,0 ila
11,0 x 10° hiicre/ml) tam kan alinmistir: EDTA, 10 ml BD™ Vacutainer® 16 x 100 mm (K2-EDTA); sitrat, 2,7 ml Sarstedt® S-Monovette®
9NC Tube 13 x 75 mm (sitrat); heparin, 7,5 ml Sarstedt S-Monovette 15 x 92 mm (Li-Heparin). Kan, taze (2-8°C'de saklanmig) ya da
donmus (-20°C'de saklanmisg) olarak kullaniimigtir. Genomik DNA, QlAsymphony DSP DNA Mini Kit ve 200 pl elisyon hacmine sahip
blood 200 DSP protokoli kullanilarak donér ve tiip tiirl basina 4 replikat olmak tzere 200 ul 6rneklerden saflastiriimistir. DNA verimi ve

safligi spektroskopik analiz ile belirlenmistir (Sekil 1).
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Sekil 1. Taze ve donmus insan tam kani ile farkli 6rnek toplama tiipleri ve antikoagiilanlar kullanilarak DNA verimi ve safligi. A DNA verimi, cubuklari standart sapma
ile mutlak DNA verimini gosterir. B DNA safligi, gubuklar standart sapma ile DNA safligini gosterir.
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DNA batunlaga

Uzun aralikh PCR arunleri (5 kb), LongRange PCR tahlili kullanilarak amplifiye edilmistir (Sekil 2).

<)
M PC PC NC NC

Sekil 2. Uzun aralikli PCR ile test edilen DNA biitiinliigi. M, QIAGEN GelPilot 1 kb Plus Ladder. A 4 saglikli donérden (D) BD K2E tiiplerinde tam kan toplanmistir. Uzun
aralikli PCR igin genomik DNA, QlAsymphony DSP DNA Mini Kit ve 200 pl elisyon hacimli blood 200 DSP protokoll kullanilarak li¢ kopya halinde 200 pl alikotlardan
saflastiriimistir. D1, donér 1; D2, donér 2; D3, donér 3 ve D4, dondr 4. B 3 saglikli dondrden BD K2E tiiplerinde tam kan alinmis ve beyaz kan hiicresi tabakasi hazirlanmistir.
Genomik DNA, QlAsymphony DSP DNA Mini Kit ve 200 pl elisyon hacimli beyaz kan hiicresi tabakasi 200 DSP protokoli kullanilarak 6 replikatta 200 pl alikotlardan
saflastiriimistir. D1, donér 1; D2, dondr 2 ve D3, dondr 3. C Kontroller: PC, pozitif kontrol ve NC, negatif kontrol.

DNA veriminin WBC sayisiyla korelasyonu

QIAsymphony DSP DNA Kan ve beyaz kan hiicresi tabakasi uygulamalarinin performansi, her érnek tard icin 6 farklih WBC sayisina
sahip kan ve beyaz kan hiicresi tabakasi ¢rnekleri kullanilarak degerlendirilmistir. Tam kan icin WBC sayilari 4 x 108 hiicre/ml ile
11,6 x 10° hiicre/ml arasinda iken beyaz kan hiicresi tabakasi igin sayilar 2,2 x 107 hicre/ml ila 5,6 x 107 hiicre/m| arasinda deger

gostermistir. DNA verimleri spektroskopik analiz ile belirlenmis ve WBC sayisina karsi grafik haline getirilmistir (Sekil 3).
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Sekil 3. DNA veriminin WBC sayisiyla korelasyonu. A Genomik DNA, QIAsymphony DSP DNA Midi Kit ve 500 pl ellisyon hacimli blood 1000 DSP protokolii kullanilarak
1 ml insan tam kanindan saflastiriimistir. Cubuklar, standart sapma ile mutlak DNA verimini gésterir. BGenomik DNA, QIAsymphony DSP DNA Midi Kit ve 400 pl elisyon
hacimli beyaz kan hicresi tabakasi 400 DSP protokolu kullanilarak 400 pl beyaz kan hiicresi tabakasindan saflastiriimistir. Cubuklar, standart sapma ile mutlak DNA verimini
gbsterir.

Virts kan

Dogruluk orani galismalari, CMV negatif insan tam kaninda 6nceden miktari belilenen CMV WHO standart materyali seyreltilerek

gerceklestirilmistir. Mililitre basina 90 IU CMV virlis yuku olan érnekler igin %100'Iik bir saptama orani gézlenmistir (Tablo 1).

Tablo 1.QlAsymphony DSP Viriis Kan uygulamasinin duyarlihgi

CMV (IU/ml) Replikatlar Belirlemeler Belirleme (%)
350 18 18 100,00
230 32 32 100,00
115 31 31 100,00

90 32 32 100,00
60 30 24 80,00
30 30 15 50,00
15 30 10 33,33
6 21 5) 23,81
2 21 2 9,52
0 15 0 0,00

insan tam kani, 1 saglikli CMV negatif donérden BD K2E tiiplerinde toplanmis ve buna farkli titreler kullanilarak CMV WHO standart materyali eklenmistir. Viral DNA,
QIAsymphony DSP DNA Mini Kit ve 60 pl elisyon hacimli virus blood 200 DSP protokolu kullanilarak saflagtiriimigtir. ElGatlar, CMV real-time PCR tahlili ile analiz edilmistir.
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Doku ve FFPE doku
DNA verimi

QIAsymphony DSP DNA FFPE doku uygulamasinin performansi, taze kesilmis insan dalaginin 1-4, 10 ym, FFPE kesitlerinin 6 replikat
kullanilarak degerlendiriimistir. DNA ekstraksiyonu, doku dustk icerikli DSP protokoli ile QlAsymphony DSP DNA Mini Kit kullanilarak
yapiimistir. Deparafinizasyon ve lizis, ksilen/etanol 6n muamele yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir. DNA, 50 pl ellisyon tamponu

icinde ayristirimis ve DNA verimi spektroskopik analizle belirlenmistir (Sekil 4).
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Sekil 4. DNA veriminin FFPE doku kesitlerinin sayisiyla korelasyonu. insan dalaginin FFPE doku kesitlerinden 1-4, 10 um'lik alti replikat, ksilen/etanol 6n muamelesi ile
deparafinize edilmistir. DNA ekstraksiyonu, QIAsymphony SP (izerinde doku dusuk icerikli DSP protokoll ve 50 pl eliisyon hacmi ile QIAsymphony DSP DNA Mini Kit

kullanilarak gergeklestiriimistir.

DNA verimi (ug)

Real-time PCR ile biyobelirteglerin mutasyonel durum analizi

Biyobelirteglerin mutasyon durumunun analizi, insan kolonunun FFPE kesitlerinden ekstrakte edilen DNA ve insan akciger dokusu

orneklerinden ekstrakte edilen DNA kullanilarak yapilmistir.

FFPE doku érneklerinden DNA ekstraksiyonu iglemi icin érnek hazirlamada insan kolonunun 3 x 10 pym kesitleri kullaniimistir. DNA
ekstraksiyonu, 6n muamele igin Deparaffinization Solution ve 100 pl elisyon hacmi ile doku dusuk icerikli DSP protokolu kullanilarak
yapilmistir. Biyobelirteg KRAS'In mutasyon analizi, KRAS tespiti icin tahlil el kitabina uygun sekilde real-time PCR tahlili kullanilarak
yapiimistir. Kontrol tahlilinin Cr degerleri tanimlanan aralik iginde olup mutasyon saptama analizi sonucunda 12SER mutasyonu
saptamasi icin tanimlanan kesme degeri 8'in altinda olan, 4,17'lik bir ACt degeriyle gdsterilen bir kodon 12 amino asit degistirimi tespit

edilmistir (Tablo 2).
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Tablo 2.FFPE doku KRAS biyobelirte¢ mutasyon analizinin sonuglari

Ornek Reaksiyon Hedef Cr Dahili kontrol Cr ACT*
Sablonsuz kontrol Kontrol 0,00 32,75 -
12ALA 0,00 32,65 -
12ASP 0,00 32,69 -
12ARG 0,00 32,86 -
12CYS 0,00 32,35 -
12SER 0,00 32,76 -
12VAL 0,00 32,41 -
13ASP 0,00 32,26 -
Standart Kontrol 25,95 32,73 -
12ALA 26,39 32,29 0,44
12ASP 26,54 32,15 0,59
12ARG 26,35 32,14 0,40
12CYS 26,31 32,47 0,36
12SER 26,50 32,34 0,55
12VAL 25,80 31,92 -0,15
13ASP 27,09 32,54 1,14
FFPE doku (insan kolonu) Kontrol 24,94 31,98 -
12ALA n.d. 32,42 -
12ASP n.d. 32,73 -
12ARG n.d. 33,05 -
12CYS n.d. 32,74 -
12SER 29,11 32,34 4,17
12VAL n.d. 32,81 -
13ASP n.d. 33,20 -

* ACt =M Cr — C Cr, burada M harfi mutasyona ve C harfi kontrole karsilik gelir; n.d., tespit edilemedi.

Dondurulmus doku 6rneklerinden DNA ekstraksiyonu igin, doku yliksek igerikli DSP protokolii ve 200 pl elisyon hacmi kullanilarak 6rnek
hazirlamada 25 mg insan akciger dokusu kullanilmistir. EGFR biyobelirtecinin mutasyon analizi, EGFR igin real-time PCR tahlili
kullanilarak yapilmistir. Kontrol ve mutasyon tespiti analizi, tahlil el kitabinda tarif edildigi lzere gergeklestirilmistir. Sonuclar, bir
mutasyonun tespiti i¢in tanimlanan kesme degeri 12'nin altinda olan 2,47'lik bir ACt degeri ile gdsterildidi gibi, EGFR geninde bir delesyon

oldugunu ortaya gikarmistir (Tablo 3).
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Tablo 3. Donmus doku EGFR biyobelirte¢ mutasyon analizinin sonuclari

Ornek Reaksiyon Hedef Cr Dahili kontrol Cr ACT*
Sablonsuz kontrol Kontrol 0,00 31,71 -
T790M 0,00 32,36 -
Delesyonlar 0,00 31,75 -
L858R 0,00 32,05 -
L861Q 0,00 31,77 -
G719X 0,00 31,68 -
S768l 0,00 32,25 -
Ins 0,00 31,84 -
Standart Kontrol 28,78 31,05 -
T790M 30,08 il 1,30
Delesyonlar 28,23 31,19 -0,55
L858R 27,58 30,83 -1,20
L861Q 27,80 30,86 -0,98
G719X 27,80 30,90 -0,98
S768I 29,28 31,41 0,50
Ins 28,00 31,64 -0,78
Doku (insan akcigeri) Kontrol 25,76 31,23 -
T790M n.d. 31,99 -
Delesyonlar 28,23 30,99 2,47
L858R n.d. 31,33 -
L861Q n.d. 31,98 -
G719X n.d. 32,06 -
S768I n.d. 31,88 -
Ins n.d. 31,62 -

* ACt =M Cr — C Cr, burada M harfi mutasyona ve C harfi kontrole karsilik gelir; n.d., tespit edilemedi.

Tekrarlanabilirlik ve yeniden uretilebilirlik

DNA kani

DNA ekstraksiyonu, 200 ul eltisyon hacimli blood 200 DSP protokoli kullanilarak yapilmistir. Tekrarlanabilirlik, her biri 24 6rneklik 4 grup ile 3
farkl giinde 3 bagimsiz galisma (her birinde 96 6rnek) gerceklestiren tek bir operator tarafindan degerlendiriimistir (Tablo 4 ve Tablo 5).

Yeniden duretilebilirlik, her bir calisma 24 6rneklik 4 gruptan olusacak sekilde farkli QIAsymphony SP cihazlarinda 3 farkli operator

tarafindan ve 3 farkli glinde 3 bagimsiz g¢alisma (her birinde 96 6rnek) gergeklestirilerek degerlendirilmistir (Tablo 6 ve Tablo 7).
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Tablo 4. Tekrarlanabilirlik degerlendirmesinin sonuglari

Ortalama DNA verimi

alisma Gr n SS cv
Gals up %)
1 1 24 5,32 0,22 4,22
2 24 4,90 0,22 4,54
3 24 4,95 0,21 4,26
4 24 5,05 0,18 3,60
2 1 24 5,17 0,30 5,84
2 24 4,90 0,15 3,14
3 24 4,82 0,20 4,13
4 24 4,87 0,17 3,52
3 1 24 5,11 0,17 3,33
2 24 4,84 0,24 4,91
3 24 4,87 0,16 3,38
4 24 4,78 0,16 3,38
Toplam - 288 4,96 - -
n, Replikat sayisi; SD, standart sapma; CV, varyasyon katsayisi.
Tablo 5. Tekrarlanabilirlik degerlendirmesi icin kesinlik verileri
SS cv
Ayni galisma icinde gruplar arasi 0,25 4,95
Genel tekrar dogrulugu 0,26 5,18
SD, standart sapma; CV, varyasyon katsayisi.
Tablo 6. Yeniden iiretilebilirlik degerlendirmesinin sonugclari
Calisma Grup n Ortalama DNA verimi ss cv
(ng)
1 1 24 5,32 0,22 4,22
2 24 4,90 0,22 4,54
3 24 4,95 0,21 4,26
4 24 5,05 0,18 3,60
2 1 24 573 0,22 3,81
2 24 5,56 0,26 4,63
3 24 5,40 0,20 3,63
4 24 5,46 0,21 3,89
3 1 24 5,73 0,26 4,62
2 24 5,54 0,24 4,40
3 24 5,41 0,18 3,34
4 24 5,49 0,17 3,16
Toplam - 288 5,38 - -
n, Replikat sayisi; SD, standart sapma; CV, varyasyon katsayisi.
Tablo 7. Yeniden iretilebilirlik degerlendirmesi igin kesinlik verileri
SS cv
Ayni galisma icinde gruplar arasi 0,25 4,73
Genel tekrar dogrulugu 0,38 7,03

SD, standart sapma; CV, varyasyon katsayisi.
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Karsilastirmali performans

DNA Kani

Performans, EZ1® DSP DNA kan sistemi ve QlAamp® DNA Blood Mini Kit manuel hazirlama prosediriyle karsilastirmali olarak

QlAsymphony DSP DNA kan sistemi i¢in analiz edilmistir. DNA, farkli kan érneklerinden saflastirilip DNA verimi i¢in analiz edilmistir
(Sekil 5).

DNA verimi (ug)
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Sekil 5. Farkli kan DNA saflastirma sistemleri arasinda DNA verimlerinin karsilastiriimasi. 5 saglikli donérden BD K2E tiiplerinde tam kan toplanmigtir. Tim ydntemler
icin 200 pl 6rnek girdisi hacmi ve 200 pl elisyon hacmi kullaniimistir. QS, QIAsymphony DSP DNA Mini Kit ve blood 200 DSP protokolli; EZ1, EZ1 DSP DNA Blood Kit
kullanan EZ1 Advanced XL; QA, QlAamp DNA Blood Mini Kit. Cubuklar, her érnek icin mutlak DNA verimini gosterir.

Doku ve FFPE doku

QIAsymphony DSP DNA Mini Kit'in performansi, 6rnek materyal olarak sirasiyla FFPE dokusu ile taze ve donmus dokular kullanilarak
manuel QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit ve QlAamp DSP DNA Mini Kit'in performansiyla karsilastiriimistir. Manuel ve otomatik drnek
hazirlamanin yani sira DNA verimlerinin kantifikasyonu es zamanli olarak gergeklestiriimistir. QIAsymphony DSP DNA Mini Kit, QlAamp
DSP DNA Mini Kit (doku) ve QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (FFPE doku) kullanilarak taze/dondurulmus ve FFPE doku 6rneklerinden

yapilan ekstraksiyondan sonra elde edilen DNA verimleri Sekil 6'da gosterilmektedir.
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Sekil 6. Doku ve FFPE doku 6rneklerinden DNA ekstraksiyonu. Taze/dondurulmus doku igin insan akcigeri ve kolon érnekleri 6 x 25 mg'lik pargalar halinde kesilmistir.
Ornek hazirlama igin her doku tipinden (i¢ parga, doku yiiksek igerikli DSP protokolii ve QIAsymphony SP ile kullaniimistir. Kalan érneklerden DNA ekstraksiyonu, QlAamp
DSP DNA Mini Kit kullanilarak gerceklestirilmistir. DNA 200 pl icinde ayristiriimis olup DNA verimi spektroskopik analizle belirlenmistir. FFPE dokusundan DNA ekstraksiyonu
icin gesitli insan organlarindan 3 x 10 ym FFPE doku kesitleri iceren 12 replikat hazirlanmistir. Deparaffinization Solution 6n muamelesi ve doku disik icerikli DSP protokolu
ile birlikte QlIAsymphony SP kullanilarak érnek hazirlama igin alti 6rnek kullaniimistir. Kalan érneklerden DNA ekstraksiyonu, QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit kullanilarak
gergeklestirilmistir. DNA 50 pl iginde ayristiriimis olup DNA verimi spektroskopik analizle belirlenmistir. Cubuklar, standart sapma ile mutlak DNA verimini gosterir.
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Ornek girdisi/eliiat giktisi arali§i

DNA kani

DNA kan uygulamasi igin farkli 6rnek girdisi ve eltat giktisi araliklari, WBC sayi arahidi 5,0 ila 8,0 x 108 hiicre/ml olan kan dondrlerinden
alinan ornekler kullanilarak karsilastiriimistir.

8 saglikli dondérden BD K2E tiplerinde tam kan toplanmigtir. DNA, her biri igin QlAsymphony DSP DNA Mini/Midi Kit ve 200 pl ellisyon
hacimli DNA blood 200 DSP protokolt, 400 ul eliisyon hacimli DNA blood 400 DSP protokolii ve 500 ul eliisyon hacimli DNA blood 1000
DSP protokoll kullanilarak 6 replikattan saflastiriimistir (Sekil 7).
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40 I
35 I I I u DNA Blood 400 - 400l eliisyon
230 [ I
= DNA Blood 1000 - 500yl eliisyon
E2s i
=
$20

o

<5
[=}

]
|
0

D

1

II II Il Il II I‘ I|
D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8

Donér

Sekil 7. Kan DNA saflastirma sistemleri igin farkh 6rnek girdilerinin ve eliisyon hacimlerinin karsilastiriimasi. 8 saglkl donérden BD K2E tplerinde tam kan
toplanmistir. DNA ekstraksiyonu, 200 pl elisyon hacimli DNA blood 200 protokolii, 400 pl eliisyon hacimli DNA blood 400 protokolli ve 500 pl eliisyon hacimli DNA blood
1000 protokolii kullanilarak gergeklestirilmistir. DNA verimi spektroskopik analiz ile belirlenmistir. Cubuklar, her donér igin mutlak DNA verimini (standart sapma ile ortalama
deger) gosterir.

Virls kan

WBC sayi araligi 4,0 ila 11,0 x 108 hiicre/ml olan 3 saglikl donérden BD K2E tlplerinde tam kan toplanmis ve buna CMV standart
materyali (titre 3,7 log kopya/ml) eklenmistir. Viral DNA, her biri icin QIAsymphony DSP DNA Mini Kit ve 4 farkli elisyon hacmine sahip
virus blood 200 DSP protokoli kullanilarak 7 replikattan saflastiriimistir (Sekil 8).
Ortalama log kopya/ml

45

4,0

1 2 311 2 311 2 311 2 3

60 pl 85 pl 11_9 ul 165 pl
eliisyon eliisyon eliisyon eliisyon
1=Dondér1 2=Dondér2 3=Donér3

Sekil 8. Farkl eliisyon hacimleri igin viral DNA kantifikasyonunun karsilastiriimasi. Her dondér numunesinden ve eliisyon hacminden (60, 85, 110 ve 165 pl) ellatlar,
CMV real-time PCR tahlili ile analiz edilmistir. Kirmizi ¢izgi hedef titreyi temsil ederken cubuklar, standart sapma ile mililitre basina ortalama log kopyalari gésterir.
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Ellat stabilitesi

Not: Ellat stabilitesi biiyiik élglide gesitli faktérlere bagh olup spesifik asagi akis uygulamasiyla ilgilidir. Ornek niteligindeki asag akis
uygulamalariyla baglantili olarak QIAsymphony DSP Mini ve Midi Kit icin belirlenmistir. Laboratuvarda kullanilan spesifik asagdi akis

uygulamasinin kullanim talimatlarina bagvurmak ve/veya uygun saklama kosullarini saglamaya yonelik is akisini belirlemek kullanicinin

sorumlulugundadir.
DNA kani ve Beyaz Kan Hucresi Tabakasi

DNA kan uygulamasi igin ellat stabilitesi, 200 pl elisyon hacimli DNA Blood 200 protokoll ve 500 pl eltisyon hacimli DNA Blood 1000
protokoll ile gerceklestiriien QS galismalarindan eltGatlar kullanilarak test edilmistir. Eltatlar 2ml Sarstedt Tube'larda oda sicakliginda,

2-8°C'de, —20°C'de ve —80°C'de saklanmistir. DNA verimi ve safligi spektroskopik analiz ile belirlenmistir. DNA buttinltgu jel elektroforezi

ve LongRange PCR tahlili ile analiz edilmistir (Sekil 9).

TTP: 10years at -80°C

blood 200pl blood 1000p!
endpoint | freeze/thaw endpaint | freezelthaw [ controls |
M - M

Sekil 9. DNA kani igin eliiat stabilitesi. DNA, DNA Blood 200 pl ve 1000 pl protokolleri kullanilarak saflagtinimistir. Eliatlar -80°C'de 2 ml Sarstedt Tiplerinde
saklanmistir.Dort replikat analiz edilmistir. DNA bitunlGga, uzun aralikll PCR ile test edilmistir. Rakamlar, 10 yillik saklama sonrasi sonuglari géstermektedir. M, QIAGEN

GelPilot 1 kb Plus Ladder.

Beyaz Kan Hucresi Tabakasi uygulamasi icin eltat stabilitesi, BC 400 pl protokolu ve 200 pl elisyon hacmi ile gerceklestirilien QS
calismalarindan eltatlar kullanilarak test edilmistir. ElGatlar 2 ml Sarstedt Tube'larda ve Elution Micro Tube Rack'lerde oda sicakliginda,
2-8°C'de, —20°C'de ve —80°C'de saklanmistir. Ek olarak 3 donglye kadar donma/¢dzilime testine tabi tutulmustur (Sekil 10). DNA verimi
ve safligi spektroskopik analiz ile belirlenmistir. DNA butinlugd, jel elektroforezi ve LongRange PCR tahlili (50 pl reaksiyon) ile analiz

edilmistir.

Beyaz Kan Hiicresi Tabakasi
m-80°C

~
o

DNA verimi (ug)
3]

1.déngii 2.déngil 3.déngii
Dondurma Gézdiirme déngiisii

Sekil 10. Beyaz Kan Hiicresi Tabakasi icin eliiat dondurmal/gézdiirme dongiileri. DNA, DNA BC 400 pl protokoli kullanilarak saflastiriimistir. Beyaz Kan Hiicresi

Tabakasi, EDTA kandan Uretilmistir. ElGatlar 2 ml Sarstedt Tube'larda saklanmistir. DNA verimi, 3 dondurma/¢cézdirme dénglisinde ayni elGat kullanilarak test zaman

noktalarinda belirlenmistir. DNA verimi spektroskopik analiz ile belirlenmistir. Cubuklar, mutlak DNA verimini (standart sapma ile ortalama deger) gosterir.
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Virts kan

Virlis kan uygulamasi i¢in eltat stabilitesi, 60 pl elisyon hacimli Virus Blood 200 protokolu ile gergeklestirilen QS ¢alismalarindan eluatlar
kullanilarak test edilmistir. Ornek materyali olarak ticari CMV standard (titre 2,7 log kopya/ml) eklenmis K2 EDTA kan kullanilmistir.
ElGatlar 2-8°C, —20°C ve -80°C'de 2 ml Sarstedt Tube'larda saklanmistir. EltGatlar CMV gergek zamanli tahlil kullanilarak analiz edilmistir
(Sekil 11). Asagida, birkag test zaman noktasinin sonuglari gosterilmektedir.

Viriis Kan
42-8°C m-20°C m-80°C

3,5
3,0 -
25 |
2,0 _}
1,5 |

10 #
0,5 77

0,0

CMV ortalama log (cps/ml)

7 gun 4 ay 8 ay 12 ay
Test Zaman Noktasi

Sekil 11. Viriis kan uygulamasi igin eliiat stabilitesi. Ticari CMV standardi eklenmis EDTA kan 6rnekleri, Virus Blood 200 protokoli ile saflastiriimistir. ElGatlar, Elution
Micro Tube Rack'lerde ve 2 ml Sarstedt Tube'larda cesitli sicakliklarda saklanmistir. Her bir test zaman noktasi basina 4 replikat analiz edilmistir. Cubuklar CMV titresini
gOsterir (standart sapma ile ortalama log degeri).

Doku

Doku uygulamasi igin elliat stabilitesi, Tissue HC 200 pl protokolii ve 200 ul eliisyon hacmi kullanilarak test edilmistir. Ornek materyal
olarak taze sigir karacigeri kullaniimistir. ElGatlar 2 ml Sarstedt Tube'larda ve Elution Micro Tube Rack'lerde oda sicakliginda, 2-8°C'de,
—-20°C'de ve —80°C'de saklanmigtir. DNA verimi ve saflii spektroskopik analiz ile belirlenmigstir (Sekil 12). DNA butinltgu jel elektroforezi

ile analiz edilmigtir.

Doku
40
35

DNA verimi (ug)
= = N N W
o o0 O un O O O

Oda sicakliginda  Oda sicakliginda 2-8°C'de 3 yil -20°C'de 5 yil -80°C'de 10 yil
0 glin 14 gln

Test zaman noktasi/sicaklik

Sekil 12. Doku igin eliiat stabilitesi. DNA, 200 pl eliisyon hacimli DNA Tissue HC protokolii kullanilarak saflastiriimistir. Ornek materyal olarak taze sigir karacigeri
kullaniimigtir. Eldatlar, Elution Micro Tube Rack'lerde ve 2 ml Sarstedt Tube'larda gesitli sicakliklarda saklanmistir. Her bir test zaman noktasi basina 4 replikat analiz
edilmistir. DNA verimi spektroskopik analiz ile belirlenmistir. Cubuklar, mutlak DNA verimini (standart sapma ile ortalama deger) gosterir.
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FFPE doku

FFPE doku uygulamasi igin eltiat stabilitesi, Tissue LC 200 ul protokolii ve 100 pl eliisyon hacmi kullanilarak test edilmistir. Ornek
materyal olarak ticari insan FFPE doku kullaniimistir. ElGatlar 2 ml Sarstedt Tube'larda ve Elution Micro Tube Rack'lerde oda sicakliginda,
2-8°C'de, —20°C'de ve —80°C'de saklanmistir. ElGatlar 8 pleksli insan PCR tahlili ile analiz edilmistir (Sekil 13). Asagida, iki test zaman
noktasinin sonuglari gésterilmektedir.

TTP: 1 year
| 25°C oluatos I -E0°G gluatos I -F0°G oluater I cantrals ]
M | 1 ]| = B 4 | 1] = : 4 | 1] = | = a4 |+ . T

[ s

s
e
e e — — — — g—

————— —— — G S S —

——— — — S G —

TTP 10 gears at 0°C
I 40 pluater

zontrolr

Sekil 13. FFPE doku igin eliiat stabilitesi. DNA, DNA Tissue LC protokolii kullanilarak saflastiriimistir. Ornek materyal olarak ticari FFPE doku kullaniimistir. Eliiatlar, Elution
Micro Tube Rack'lerde ve 2 ml Sarstedt Tube'larda gesitli sicakliklarda saklanmistir. Her bir test zaman noktasi basina 4 replikat analiz edilmistir. Eluatlar kurum ici 8 pleksli
insan PCR tahlili ile analiz edilmistir.
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Olumsuz etkileyen maddeler

Tam kanda bulunabilecek inhibe edici maddelerin DNA kan, virls kan ve doku uygulamasi performansi Uzerindeki etkisi asagidaki

maddelerin eklenmesiyle test edilmistir:

Tablo 8. Farkh uygulamalar igin test edilen potansiyel olumsuz etkileyen maddeler

Olumsuz etkileyen maddeler Konsantrasyon Kan Viriis kan Doku
Bilirubin 200 mg/L \ V N
Hemoglobin 200 g/L v N

Trigliseritler 30 g/L ~ N N
Protein 120 g/L ~ N N

Not: "V", ilgili potansiyel olumsuz etkileyen madde igin hangi 6rnek materyallerinin test edildigini gésterir.

Hemoglobin (200 g/l) ve protein (120 g/l) icin, kan érnegdindeki mevcut seviyeler belirlendikten sonra sirasiyla 200 veya 120 g/l olmak
Uzere belirtilen konsantrasyonlara ulagsmak icin ek hemoglobin veya protein eklenmistir. Bilirubin (200 mg/l) ve trigliseritlerde (30 g/l),

belirtilen konsantrasyonlari elde etmek i¢in drneklere her maddenin toplam miktari eklenmistir.

Doku icin, her maddenin toplam miktari dogrudan lizatlara eklenmis; kullanilan doku &rneginin bilirubin, trigliserit veya protein

konsantrasyonu icin herhangi bir belirleme yapilmamistir.

Herhangi bir potansiyel olumsuz etkileyen madde (6rn. ilaglar) ve ilgili konsantrasyon, asagi akis uygulamasina ve hastanin olasi énceki
tibbi tedavilerine 6zel olup QIAsymphony DSP DNA Mini ve Midi Kit'ler kullanilarak bu tur bir asagi akis uygulamasinin dogrulanmasi

esnasinda arastiriimalidir.

Not: Test islemi, ekstrakte edilen nikleik asitlerin kalitesinin dederlendiriimesi icin érnek asag! akis uygulamalari kullanilarak yapiimistir.
Bununla birlikte, farkh asagr akis uygulamalarinin saflik agisindan farkli gereksinimleri olabilir (6rn. potansiyel olumsuz etkileyen
maddelerin yoklugu veya konsantrasyonu); bu nedenle ilgili maddelerin ve ilgili konsantrasyonlarin tanimlanmasi ve test edilmesi,
QIAsymphony DSP Mini ve Midi Kit'ler iceren bir is akisinda asagi akis uygulamasi gelistirmenin bir pargasi olarak gercgeklestiriimelidir.

Not: Lutfen QIAsymphony DSP DNA Midi Kit'in gelistiriimesi sirasinda heparinin performans lizerinde olumsuz bir etkisi olduguna dair
herhangi bir belirti bulunamadigini unutmayin. Ancak ISO 20186-2:2019(E), kan toplama tuplerinden gelen heparinin izole edilmis niikleik
asitlerin safligini etkileyebilecegini ve ellatlara olasi bir tasinmanin bazi asagi akis uygulamalarinda inhibisyonlara neden olabilecegini

belirtmektedir. Bu nedenle, heparinin is akisi zerinde olumsuz bir etkisi olup olmadigini dogrulamak kullanicinin sorumlulugundadir.

DNA kani ve Beyaz Kan Hucresi Tabakasi

DNA kan uygulamalari testi, 200 ve 500 pl eliisyon hacimleri ile en yiiksek 6rnek girdisi hacmi olan DSP DNA 1000 protokolu kullanilarak
gerceklestirilmistir.

ElGatlar, DNA verimi ve safligi igin spektroskopik analizle incelenmistir. PCR uyumlulugu, real-time PCR ile son nokta PCR tahlili

kullanilarak test edilmistir.

Tablo 9'da listelenen maddelerin hicbiri engelleyici degildir; bununla birlikte, yliksek konsantrasyonda trigliserit (>30 g/l) iceren kan

ornekleri gDNA veriminin diismesine neden olabilir.
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Virts kan

Virls kan uygulamasi igin, testler 60 pl elisyon hacimli DSP Virus Blood 200 protokoliyle gergeklestiriimistir. CMV negatif kan
orneklerine, bir ticari CMV standardindan 500 kopya/ml (duslk konsantrasyon) ve 1x10 E+04 kopya/ml (yuksek konsantrasyon, Sekil 14)
eklenmistir.

ElGatlar, CMV Real-time PCR tahlili ile analiz edilmistir.

Tablo 9'da listelenen maddelerin higbiri engelleyici degildir; bununla birlikte, yliksek konsantrasyonda ftrigliserit (>30 g/I) iceren kan
ornekleri viral DNA saflastirmasinda dususe neden olabilir.

Ortalama log kopya/ml
4,0
T . I
3,8 L J I

3,6

[

3.4
3,2
3,0

o@
& '\x‘y N <Q
& LR

Sekil 14. inhibe edici madde testi. 1 saglikli donérden BD K2E tiiplerinde tam kan toplanmis ve buna CMV standart materyali (titre 4,0 log kopya/ml) eklenmistir. Olasi
inhibe edici maddeler eklenerek bes drnek test edilmis; viral DNA, QlIAsymphony DSP DNA Mini Kit ve 165 pl eliisyon hacimli virus blood 200 DSP protokolii kullanilan
orneklerin her birinin 4 replikatindan saflastiriimistir. Eltatlar, CMV real-time PCR tahlili ile analiz edilmistir. Kirmizi ¢izgi, herhangi bir inhibe edici madde eklenmemis referans
ornekler icin belirlenen titreyi temsil eder; gubuklar ise standart sapma ile mililitre basina ortalama log kopyasini gosterir.

Doku
DNA dokusu (taze ve dondurulmusg) icin test, 200 pl eltisyon hacmi ile DSP DNA HC protokolu kullanilarak gergeklestiriimistir.
ElGatlar, DNA verimi ve saflidi icin spektroskopik analizle incelenmistir. PCR uyumlulugu, real-time PCR tahlili ile test edilmistir.

Tablo 9'da listelenen maddelerden higbirinin 6rnek hazirlama lzerinde olumsuz bir etkisi oldugu tespit edilmemistir.

FFPE doku

FFPE doku i¢in test, 50 pl elisyon hacmi ile DSP DNA LC protokoll kullanilarak gerceklestirilmigtir.

Maddeler (bkz. Tablo 9), dogrudan lizata eklenmistir.
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Tablo 9. Farkh uygulamalar igin test edilen potansiyel olumsuz etkileyen maddeler

Olumsuz etkileyen maddeler Lizat icerisinde konsantrasyon
Ksilen %11'e kadar
Etanol %11'e kadar
Deparafinizasyon Cozeltisi %11'e kadar
Parafin 0,1 uM kesit

ElGatlar, DNA verimi ve safligi igin spektroskopik analizle incelenmistir. PCR uyumlulugu, real-time PCR ve kurum ici 8 pleksli insan PCR
tahlili kullanilarak test edilmigtir.

Tablo 9'da listelenen maddelerden higbirinin 6rnek hazirlama Gzerinde olumsuz bir etkisi oldugu tespit edilmemistir.
Capraz kontaminasyon

DNA kani

QIAsymphony DNA Blood uygulamasinin ¢apraz kontaminasyon riski, QlAsymphony SP cihazinda degisen dama tahtasi gruplariyla
(degisen pozitif ve negatif drnekler) dort adet 96 6rneklik calisma gergeklestirilerek ve tamamen negatif gruplarla kesintiye ugratilarak
analiz edilmistir. Model sistem olarak erkek kani (21,0 x 107 hiuicre/ml'lik WBC sayisi olan erkek kani ve 4,0 x 108 ve 9 x 10 hiicre/ml
arasinda WBC sayis! olan kadin kani) kullaniimigtir. Ornek hazirlama, en yiiksek érnek hacmine sahip olan blood 1000 pl protokolii
kullanilarak gergeklestirilmistir. Ekstraksiyon ¢alismalari sirasinda negatif kadin érneklerinin olasi kontaminasyonu, Y kromozomu igin
real-time PCR kullanimiyla takip eden ellGat analizi ile degerlendirilmistir.

Ornekler arasi, gruplar arasi ya da calismalar arasinda taginma igin gapraz kontaminasyon tespit edilmemigtir.
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Semboller

Bu belgede asagidaki semboller yer almaktadir. Kullanim talimatlarinda ya da ambalaj ve etiketlemede kullanilan sembollerin tam listesi
icin Utfen el kitabina bakin.

Sembol Sembol tanimi
c € Bu urun, in vitro tani amacl tibbi cihazlar icin Avrupa YoOnetmeligi 2017/746'nin gerekliliklerini
karsilamaktadir.
IVD in vitro tani amagli tibbi cihaz
Katalog numarasi
Rn R, Kullanim Talimatlari revizyonu olup n ise revizyon numarasidir
Uretici

QIAsymphony DSP DNA Kit Kullanim Talimatlari (Performans Ozellikleri) 06/2022 18



Revizyon Gegmigi

Revizyon Aciklama

R1, Haziran 2022 Siriim 2, Revizyon 1

e |VDR uyumu igin siriim 2'ye glincelleme

e  Olumsuz etkileyen maddeler, Capraz kontaminasyon, Eluat stabilitesi ve
Asagi akis uygulamalarina uyumluluk bélumleri eklendi

Glncel 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.qiagen.com adresinde bulunabilir veya QIAGEN Teknik Servisleri veya yerel distribitérintzden
istenebilir.

Ticari Markalar: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAsymphony®, QlAamp®, EZ1¢, UltraRun® (QIAGEN Group); BD™, Vacutainer® (Becton Dickinson and Company); Sarstedt®, S-Monovette® (Sarstedt AG and Co.). Bu belgede gegen tescilli adlar,
ticari markalar vb. agikga bu sekilde belirtiimemis olsa bile yasalarca korunmaktadir.
06/2022 HB-3029-D01-001 © 2022 QIAGEN, tiim haklari saklidir.
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