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VSeobecné informacie

Na diagnostické pouZzitie in-vitro.

Tento protokol je uréeny na purifikaciu ludskej cirkulujiucej bezbunkovej DNA z Cerstvej alebo zmrazenej ludskej plazmy a mo¢u pomocou
supravy QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit a pristroja QIAsymphony SP.

QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit

Suprava
Katalégové €. 937556
Material vzorky Ludska plazma:

. Zo skumaviek na odber krvi so stabilizatormi profilu ccfDNA (napr. Cell-Free DNA
BCT®, Streck®).

. zo skumaviek na odber krvi bez stabilizatorov profilu ccfDNA (napr. EDTA)
Ludsky mo¢:

. So stabilizatormi profilu cfDNA

. Bez stabilizatorov profilu cfDNA

Nazov protokolu circDNA_2000_DSP_V2 circDNA_4000_DSP_V2
Predvoleny subor kontroly testu ACS_circDNA_2000_DSP_V2 ACS_circDNA_4000_DSP_V2
Eluény objem 60 pl 60 ul

Pozadovana verzia softvéru Verzia 4.0 alebo vyssia Verzia 5.0 alebo vysSia
Pozadovana konfiguracia softvéru na pouzitie pri diagnostike in vitro Predvoleny profil 1 Predvoleny profil 1

Pocas prace s chemikaliami noste vzdy vhodny laboratorny plast, jednorazoveé rukavice a ochranné okuliare. Viac informacii najdete na

prisludnych kartach bezpe&nostnych tdajov (KBU), ktoré st k dispozicii u dodavatela vyrobkov.
Zasuvka ,Sample® (Vzorka)

Typ vzorky Ludska plazma a mo¢ (pozri “Priprava materialu vzorky”)

Objem vzorky Zavisi od typu pouzitej skimavky na vzorku

(Viac informacii najdete v zozname laboratérneho vybavenia, ktory sa nachadza v zalozke zdrojov na stranke vyrobku na
adrese www.giagen.com).

Primarne skimavky na vzorky n/a

(Viac informacii najdete v zozname laboratérneho vybavenia, ktory sa nachadza v zalozke zdrojov na stranke vyrobku na

Sekundarne skimavky na vzorky !
adrese www.giagen.com).

Viozky n/a
e Proteinaza K sa musi pridat do slotu A (pozicia 1, 2 a/alebo 3)

n/a = nevztahuje sa.
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Priprava proteinazy K v zasuvke ,,Sample“ (Vzorka)

Supravy QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit obsahuju roztok proteinazy K pripraveny na pouzitie, ktory je mozné skladovat priizbovej

teplote.

Poznamka: Skimavky obsahujuce proteinazu K su umiestnené v nosi¢i na skimavky. Nosi¢(e) na skimavky s obsahom proteinazy K
musi (musia) byt umiestneny(-é) v poziciach 1, 2 a/alebo 3 v slote A zasuvky ,Sample” (Vzorka). (Informacie o pozadovanom type
skumaviek najdete v zozname laboratérneho vybavenia, ktory sa nachadza v zalozke zdrojov na stranke vyrobku na adrese

www.giagen.com).

Pocet vzoriek* circDNA_2000_DSP (ul) circDNA_4000_DSP (ul)
8 1980 2 860

24 3740 6 380

48 6 380 11 660

72 9020 18 040"

96 11 660 23 320"

* Pre kazdu vzorku sa vyzaduje 110 pl v pripade circDNA_2000_DSP alebo 220 pl v pripade circDNA_4000_DSP plus dodato¢ny prazdny objem 1 100 pl [(n x 110 alebo
220 pl) + 1 100 pl].

TV pripade circDNA_4000_DSP: Ak sa spracovava viac ako 48 vzoriek, pouzite druhi skimavku. Maximalny objem napline na jednu skimavku je 11 660 pl. Pre druhu
skiimavku sa vyzaduje dodato¢ny prazdny objem 1100 pl.

Zasuvka ,Reagents and Consumables® (Reagencie a spotrebny material)

Pozicia A1 a/alebo A2 Reagen¢na kazeta (Reagent Cartridge, RC)

Umiestnenie B1 n/a

Driak stojana na hroty 1 — 18 Disposable filter-tips, 200 pl alebo 1500 pl

Drziak jednotkovej krabice 1 — 4 Jednotkové krabice obsahujlce kazety s preparatmi vzoriek alebo 8-ty¢ové kryty

n/a = nevztahuje sa.

Zasuvka ,Waste“ (Odpad)

Drziak jednotkovej krabice 1 — 4 Prazdne krabice na jednotky

Drziak odpadového vrecka Odpadove vrecko

Drziak flage na tekuty odpad Nadoba na tekuty odpad

Zasuvka ,Eluate“ (Eluat)

Eluény stojan (odporu¢ame pouzit slot 1, poziciu chladenia) Viac informacii najdete v zozname laboratérneho vybavenia, ktory sa nachadza v
zdalozke zdrojov na stranke vyrobku na adrese www.giagen.com.
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Pozadovaneé plastové vybavenie

Protokol circDNA_2000_DSP

Jedna davka Dve davky, Tri davky Styri davky
Plastové vybavenie 24 vzoriek* 48 vzoriek* 72 vzoriek* 96 vzoriek*
Disposable filter-tips, 200 pl'* 28 56 84 112
Disposable filter-tips, 1500 pl'* 56 112 168 224
Sample Prep Cartridges$ 15 30 45 60
8-Rod Covers' 3 6 9 12

* Pouzitie menej ako 24 vzoriek na davku zniZuje pocet jednorazovych filtracnych hrotov potrebnych na cyklus.
TV stojane na filtracné hroty sa nachadza 32 filtracnych hrotov.

+ Pocet potrebnych filtrovacich hrotov zahfnia filtraéné hroty pre 1 inventarny sken na reagenénu kazetu.

§ V jednotkovej krabici je 28 kaziet s preparatmi vzoriek.

'V Skatulke jednotky je dvanast krytov 8-Rod Covers.

Protokol circDNA_4000_DSP

Jedna davka Dve davky, Tri davky Styri davky
Plastové vybavenie 24 vzoriek* 48 vzoriek* 72 vzoriek* 96 vzoriek*
Disposable filter-tips, 200 ul™* 28 56 84 112
Disposable filter-tips, 1500 I+ 96 192 288 384
Sample Prep Cartridges$ 18 36 54 72
8-Rod Covers' 3 6 9 12

*

Pouzitie menej ako 24 vzoriek na davku zniZuje pocet jednorazovych filtraénych hrotov potrebnych na cyklus.
V stojane na filtracné hroty sa nachadza 32 filtracnych hrotov.

Pocet potrebnych filtrovacich hrotov zahfia filtracné hroty pre 1 inventarny sken na reagenénu kazetu.

V jednotkovej krabici je 28 kaziet s preparatmi vzoriek.

V Skatulke jednotky je dvanast krytov 8-Rod Covers.

= w H+

Poznamka: Pocet danych filtracnych hrotov sa méze lisit od poltov zobrazenych na dotykovej obrazovke v zavislosti od nastaveni,

napriklad od poctu internych kontrol pouzitych v rdmci davky.
Eluény objem

Zvoleny elu¢ny objem Pociatoény eluény objem

60 pl 75 ul

Eluény objem sa voli na dotykovej obrazovke. Priemerny dostupny eluény objem je = 60 pl. V jednotlivych pripadoch mézZe byt vysledny
objem eluatu pre samostatné vzorky o maximalne 5 pyl mensi ako vybrany objem (napr. 55 pl). Pri pouziti automatického systému
nastavenia testu, ktory neoveruje objem eluatu pred prenosom, sa odporuca skontrolovat’ skuto€ny objem eluatu.
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Skladovanie eluatov

Poznamka: Stabilita eluatu vacsinou zavisi od réznych faktorov a suvisi s konkrétnou naslednou aplikaciou. Bola stanovena pre supravu
QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit v spojeni s prikladmi naslednych aplikacii. Pouzivatel je zodpovedny za to, aby si preStudoval
navod na pouzitie konkrétnej naslednej aplikacie pouzivanej v jeho laboratériu a/alebo overil cely pracovny postup s cielom stanovit

vhodné podmienky skladovania.

Misku s eluatom sa odporuca vybrat zo zasuvky ,Eluate® (Eluat) ihned po ukonéeni cyklu. Misky s eluatom sa mozu po ukon&eni cyklu
ponechat’ v pristroji QIAsymphony SP cez noc (maximalne 16 hodin vratane doby trvania cyklu; odporu¢ané podmienky prostredia:

18 — 26 °C a 20 — 75 % relativnej vihkosti). V zavislosti od teploty a vihkosti méze ddjst ku kondenzacii alebo odparovaniu eluatu.

Po priprave vzorky sa eluaty mozu skladovat pri teplote 2 — 8 °C az 1 mesiac a pri teplote — 20 °C alebo — 80 °C az 2 mesiace. Zmrazené
eluaty sa nesmu rozmrazit’ viac ako 3-krat.

Priprava materialu vzorky

Poznamka: Stabilita vzorky vaésinou zavisi od réznych faktorov a suvisi s konkrétnou naslednou aplikaciou. Bola stanovena pre supravu
QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit v spojeni s prikladmi naslednych aplikacii. Pouzivatel je zodpovedny za to, aby si preStudoval
navod na pouzitie konkrétnej naslednej aplikacie pouzivanej v jeho laboratériu a/alebo overil cely pracovny postup s cielom stanovit

vhodné podmienky skladovania.

Ludska plazma

Pri pouzivani skimaviek na odber krvi so stabilizatormi profilu ccfDNA sa musia dodrziavat pokyny vyrobcu tykajluce sa pripravy plazmy,
skladovania, prepravy a vSeobecnej manipulacie. Ak sa pouzivaju skumavky na odber krvi bez stabilizatorov profilu ccfDNA a ak su k
dispozicii pokyny tykajuce sa pripravy plazmy, skladovania, prepravy a vSeobecnej manipulacie od poskytovatela Specializovaného
vySetrovacieho postupu, je potrebné postupovat podla nich. PodrobnejSie informacie su uvedené v norme ISO 20186-3:2019 (E)
Molekularno-diagnostické vy$etrenia in vitro — Specifikacie postupov pred vysetrenim krvi — Cast 3: Izolovana volne cirkulujica bunkova
DNA z plazmy.

Nezavisle od pokynov vyrobcu skumavky na odber krvi by sa pri automatizovanej extrakcii ccfDNA z plazmy pomocou supravy
QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit a pristroja QlAsymphony SP mali podla normy ISO 20186-3:2019 (E) zohladnit’ nasledujuce

aspekty.

Na pripravu plazmy mozno pouzit’ vzorky krvi bez stabilizatora profilu ccfDNA (napriklad v skimavke na odber krvi EDTA). Pouzit mozno

aj plazmu pripravenud zo skimaviek so stabilizatorom profilu ccfDNA (napriklad Cell-Free DNA BCT od spolo¢nosti Streck).
Pri pouziti EDTA alebo citratu ako antikoagulantu sa odporuc¢a vykonat separaciu plazmy ihned po odbere krvi.
V pripade niektorych naslednych aplikacii méze byt potrebné vylucit alebo minimalizovat nukleové kyseliny z vezikdl. V takychto

pripadoch sa po pociatoénom vytvoreni plazmy odporuca 10 minut vykonavat' vysokorychlostnu centrifugaciu pri 16 000 x g pri izbovej
teplote (15 — 25 °C).
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Plazma sa po odbere a centrifugacii méze skladovat pri izbovej teplote max. 7 dni a pri teplote 2 — 8 °C max. 14 dni. V pripade dlhSieho
skladovania odporu¢ame zmrazenie alikvot na teplotu — 20 °C alebo — 80 °C. Zmrazena plazma sa nesmie rozmrazit’ viac ako 3-krat.
Opakované zmrazovanie a rozmrazovanie vedie k denaturacii a precipitacii proteinov, ¢o méze mat za nasledok znizenie vytazkov
cirkulujucich bezbunkovych nukleovych kyselin. Plazmi sa odporu¢a rozmrazovat 30 minut vo vodnom kupeli pri teplote 30 °C. Ak su vo
vzorkach viditelné kryoprecipitaty, musia sa pred vlioZzenim vzorky do pristroja odstranit. Kryoprecipitaty mozno vyrieSit' vortexovanim
vzorky (pred vlozenim vzorky do pristroja sa uistite, ze pena, ak je viditelna na povrchu vzorky, je odstranena). Kryoprecipitaty sa daju
odstranit aj centrifugaciou a prenesenim supernatantu bez naruSenia pelety do sekundarnej skimavky na vzorky (pozri zoznam
laboratdrneho vybavenia, ktory najdete v zalozke zdrojov na stranke vyrobku na www.giagen.com). Okamzite spustite postup purifikacie.

Ludsky mo¢

Vzhladom na rychlu degradaciu ccfDNA po zbere mocu sa dérazne odporu€a vzorky mocu okamzite stabilizovat. Na stanovenie
odporucani pre manipulaciu s mo¢om a jeho stabilizaciu boli pouzité priklady naslednych aplikacii pre supravu QIAsymphony DSP
Circulating DNA Kit. Hoci sa suprava pouziva ako front-end pre viaceré nasledné aplikacie, manipulaciu s mocom je potrebné stanovit
pre kazdy takyto pracovny postup ako sucast vyvoja naslednej aplikacie. Pripadne sa pri pouziti komeréne dostupného stabilizatora
profilu cfDNA pre mo¢ musia dodrziavat’ pokyny vyrobcu.

Ludsky mo¢, stabilizovany

Stabilizovany mo¢ sa méze skladovat pri izbovej teplote (15 — 25 °C) alebo pri teplote 2 — 8 °C max. 7 dni. V pripade dlhSieho skladovania

odporu¢ame zmrazenie alikvét na teplotu — 20 °C alebo — 80 °C.

Stabilizované vzorky moc€u si nevyzaduju Ziadnu predbeznu uUpravu vzorky. Vzorky mocu sa po stabilizacii odpord¢a 10 minut
centrifugovat’ pri nizkych otackach (1 900 x g) pri izbovej teplote (15 — 25 °C), aby sa pred extrakciou ccfDNA odstranili bunky. Ak su v
supernatante po centrifugacii viditelné zrazeniny, zahrejte vzorky na teplotu 25 °C vo vodnom kupeli, aby sa zrazeniny rozpustili. Pred
spustenim cyklu preneste stabilizované vzorky moc€u do sekundarnej skimavky na vzorky a potom tuto skumavku nalozte na nosi¢ na

vzorky (pozri zoznam laboratérneho vybavenia, ktory najdete v zaloZke zdrojov na stranke vyrobku na www.qiagen.com).

Ludsky mo¢, ,,nestabilizovany*

Pred spustenim protokolu, ktory vyZzaduje Buffer ATL, skontrolujte, ¢i sa v Buffer ATL nevytvoril precipitat. V pripade potreby ho rozpustite
zahriatim na teplotu 70 °C a za jemného mieSania vo vodnom kupeli. Nasajte bubliny z povrchu Buffer ATL.

Poznamka: Pufer Buffer ATL (4 x 50 ml, kat. €. 939016) nie je su€astou supravy QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit a musi sa

objednat’ samostatne.

Vzorky moc¢u sa po odbere odporuca centrifugovat 10 mindt pri nizkych otackach (1 900 x g) pri izbovej teplote (15 — 25 °C), aby sa

odstranili bunky. Nestabilizované vzorky mocu si vyzaduju predbeznu Upravu vzorky.
Dolezité: Pred zacatim predbeznej Upravy ekvilibrujte vzorky na izbovu teplotu (15 — 25 °C).

Dolezité: Centrifugacia a predbezna uprava by sa mali vykonat’ do 4 hodin od odberu vzorky mocu.

® ZmieSajte 2 500 pl mocu (circDNA_2000_DSP) alebo 4 500 pl mocu (circDNA_4000_DSP) s 250 ul alebo 450 pl pufra Buffer ATL.
® \/zorky inkubujte 1 hodinu pri izbovej teplote (15 — 25 °C).
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® \/zorky centrifugujte 10 minut pri rychlosti 1 900 x g pri izbovej teplote (15 — 25 °C).
Ak su v supernatante po centrifugacii viditelné zrazeniny, zahrejte vzorky na teplotu 25 °C vo vodnom kupeli, aby sa zrazeniny
rozpustili.

® Preneste supernatanty do sekundarnej skimavky na vzorky a potom tuto skimavku nalozte na nosi¢ na vzorky (pozri zoznam

laboratérneho vybavenia, ktory najdete v zalozke zdrojov na stranke vyrobku na www.qiagen.com).

Doélezité: Stabilita a integrita ccfDNA je v nestabilizovanom moci obmedzena. Na jeden cyklus QIAsymphony sa odporuca vlozit
maximalne jednu davku 24 vzoriek, aby sa minimalizoval ¢as prevadzky vzoriek moc¢u na nosici.

Délezité body pred nacitanim vzoriek

® Zabrante tvorbe peny vo vzorkach alebo na nich.
® Vzorky musia byt pred zaciatkom testu ekvilibrované na izbovu teplotu (15-25 °C).

Interferujuce latky

Plazmové vzorky s vysokymi koncentraciami gama-globulinu (> 30 g/l) méZu viest k zniZzeniu obnovy cirkulujucej bezbunkovej DNA.
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Symboly

Nasledujuce symboly najdete v navode na pouZzitie alebo na baleni a Stitkoch:

Symbol Definicia symbolu

- Obsahuje reagencie postacujuce na <N> reakcii
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>
Pouzite do

Tento vyrobok spifia poZiadavky eurépskeho nariadenia 2017/746 pre diagnostické zdravotnicke
pomd&cKy in vitro.
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Historia revizii

Revizia Popis

R1, jun 2022 Verzia 2, revizia 1

e Aktualizacia na verziu 2 pre sulad s nariadenim o diagnostickych
zdravotnickych poméckach in vitro

e Znenie Casti Manipulacia so vzorkami bola aktualizovana tak, aby
zohladnovala normu ISO 20186-3:2019 (E) Molekularno-diagnostické
vy$etrenia in vitro — Specifikacie postupov pred vy$etrenim krvi — Cast 3:
Izolovana volne cirkulujuca bunkova DNA z plazmy

Aktualne licenéné informacie a pravne informacie Specifické pre dany vyrobok najdete v sprievodcovi alebo pouzivatelskej prirucke
k stuprave QIAGEN®. Sprievodcov a pouzivatel'ské prirucky k stipravam QIAGEN najdete na lokalite www.qgiagen.com alebo o ne mozete
poziadat oddelenie technickych sluzieb spolo¢nosti QIAGEN alebo svojho miestneho distributora.

Ochranné znamky: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAsymphony® (QIAGEN Group); Cell-Free DNA BCT®, Streck® (Streck). Registrované nazvy, ochranné znamky atd. pouzité v tomto dokumente sa nesmu povazovat za znamky nechranené
podra zakona, i ked neboli ako také oznacené prislusnym symbolom.
06/2022 HB-3034-S01-001 © 2022 QIAGEN, vSetky prava vyhradené.
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