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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN on johtava innovatiivisten nayte- ja maaritystekniikoiden
toimittaja. QIAGENIn tuotteet mahdollistavat kaikkien biologisten
naytteiden sisallon eristamisen ja tunnistamisen. Pitkalle kehitetyt ja
laadukkaat tuotteemme ja palvelumme takaavat luotettavan prosessin
naytteesta tulokseen.

QIAGENIn uraauurtavan toiminnan ydinalueita ovat seuraavat:
B DNA:n, RNA:n ja proteiinien puhdistus

B nukleiinihappojen ja proteiinien maaritykset

B microRNA-tutkimus ja RNAI

B nayte- ja maaritystekniikoiden automatisointi.

Tavoitteenamme on toimittaa tuotteita, joiden avulla asiakkaamme
saavuttavat menestysta ja lapimurtoja. Katso lisatietoja osoitteesta
www.giagen.com.
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Kayttotarkoitus

QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit on jarjestelma, jossa kaytetaan
piidioksidikalvotekniikkaa (QlIAamp-tekniikkaa) genomisen DNA:n
eristamiseen ja puhdistamiseen biologisista naytteista.

Tuote on tarkoitettu ammattihenkildiden, kuten
molekyylibiologiatekniikoiden koulutuksen saaneiden teknikoiden ja
ladkareiden kayttoon.

QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit on tarkoitettu in vitro -diagnostiikkaan.

Yhteenveto ja selitykset

QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit sisaltaa vakiintunutta tekniikkaa, jotta
genominen DNA voidaan nopeasti ja helposti eristda ja puhdistaa 200
ul:sta kokoverta.

QlAamp DSP DNA Blood Mini -toimenpiteet, jotka on suunniteltu
samanaikaiseen useiden verinaytteiden kasittelyyn, tuottaa
kayttovalmista puhdistettua DNA:ta. Toimenpiteet sopivat tuoreelle tai
pakastetulle kokoverelle seka verelle, jota on kasitelty sitraatilla tai
EDTA:lla.

Yksinkertaiset QIAamp DSP -py0dritys- ja tyhjiGtoimenpiteet sopivat
useiden naytteiden kasittelyyn samaan aikaan. Jotkin QIAamp-
pyoritystoimenpiteet voidaan automatisoida taysin QIAcube®-laitteessa
parempaa standardointia ja helppokayttoisyytta varten (katso sivu 6).

Edeltava leukosyyttien erottelu ei ole tarpeen. Toimenpiteet eivat
edellyta fenolin tai kloroformin eristysta tai alkoholisaostusta, ja ne
edellyttavat kayttajalta vain vahan toimia, mika mahdollistaa
mahdollisesti tartuntavaarallisten naytteiden turvallisen kasittelyn.
Toimenpiteet on suunniteltu pitamaan naytteiden valinen
ristikontaminaatio mahdollisimman vahaisena. Puhdistettu DNA on
valmis kaytettavaksi PCR:ssa tai muissa sovelluksissa tai vaihtoehtoisesti
se voidaan sailyttaa -25 °C...-15 °C:ssa my6hempaa kayttoa varten.
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Testin periaatteet

Kukin QIAamp DSP DNA Blood Mini -toimenpide koostuu neljasta
vaiheesta:

B Verinaytteen solujen lyysaus

B Solulysaatin genomisen DNA:n sitoutuminen QIAamp Mini spin
column -putken kalvoon

B Kalvon peseminen
B Genomisen DNA:n eluointi kalvosta

Tama kasikirja sisaltaa protokollat kahteen vaihtoehtoiseen QlAamp

DSP DNA Blood Mini -toimenpiteeseen: pyoritystoimenpiteeseen, jossa
tarvitaan sentrifugia, ja tyhjiotoimenpiteeseen, jossa tarvitaan sentrifugia
ja tyhjigjarjestelmaa (katso vuokaavio sivulla 8).

Verisolujen lyysaus

Naytteet lyysataan denaturointiolosuhteissa korkeissa lampaotiloissa.
Lyysaus tehdaan QIAGEN Protease (QP) -proteaasin ja Lysis Buffer (AL) -
lyysauspuskurin avulla.

Genomisen DNA:n sitoutuminen QIAamp Mini spin column
-putken kalvoon

Genomisen DNA:n sitoutuminen QIAamp Mini spin column -putken
kalvoon optimoidaan lisaamalla lysaatteihin ensin etanolia. Kukin
lysaatti lisataan sitten QIAamp Mini spin column -putkeen ja genominen
DNA adsorboituu piidioksidikalvoon, kun lysaatti imeytyy sen lapi
tyhjiopaineen tai keskipakoisvoiman vaikutuksesta.
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Automaattinen puhdistus

DNA:n puhdistus QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit -sarjan avulla voidaan
automatisoida kokonaan QIAcube-laitteessa. Innovatiivinen QIAcube
kayttaa edistynytta tekniikkaa QIAGEN spin column -putkien kasittelyyn,
mik& mahdollistaa automaattisen, alhaisen tuotantotehon naytteen
valmistelun ottamisen osaksi laboratorion tydnkulkua vaivattomasti.
Naytteen valmistelu QIAcube-laitteella tapahtuu samalla tavoin kuin
manuaalisessa toimenpiteessa (ts. lyysaus, sitoutuminen, pesu ja
eluointi), joten voit jatkaa QlIAamp DSP DNA Blood Mini Kit -sarjan
kayttamista korkealaatuisen DNA:n puhdistamiseen.

Lisatietoa automaattisesta toimenpiteesta on asianomaisessa
protokollalomakkeessa, joka |6ytyy osoitteesta
www.giagen.com/MyQIAcube. Ajantasaiset protokollalomakkeet voi
ladata iimaiseksi tai ne voi pyytaa QIAGENIn teknisen huollon osastolta
(katso sivu 39).

Jos QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit automatisoidaan QIAcube-
laitteessa, laite voi kasitella alle 50 naytetta automaattisen pipetoinnin
aiheuttamien kuolleiden tilavuuksien, haihtumisen ja reagenssin
lis&dkulutuksen vuoksi. QIAGEN takaa vain 50 naytteen valmistelun
kaytettaessa QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit -sarjaa manuaalisesti.

- ‘.

QlAcube } —

Kuva 1. QlAcube.
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QlAamp DSP DNA Blood Mini Spin -
putki ja tyhjidtoimenpiteet

QlAamp- QlAamp-
pycritystoimenpide tyhjiotoimenpide Lue protokollat (sivut 24 ja 28) huolellisesti ennen
aloittamista
Nayte Nayte
Lisda LT-putkeen 20 pl QP:t&, 200 pl naytetta ja
l ,I, 200 pl (lysis buffer) AL -liuosta

Kayta vortex-laitteessa 15 sekuntia

Inkuboi 10 minuuttia (+ 1 minuutti) 56 °C:ssa (£ 1
OC)

Lyysaus

mﬁ

Lisda 200 pl etanolia

Kayta vortex-laitteessa 15 sekuntia

Siirr& lysaatti QlAamp Mini spin column -putkeen
Sidostus Pyoritystoimenpide: k&yta sentrifugissa 1 minuutti
nopeudella 6 000 x g

Tyhjiotoimenpide: kayta tyhjiota

¥
Pesu Pyoritystoimenpide: aseta QlAamp Mini spin column -
(AW1-puskuri) putki uuteen WT:hen, lis&& 500 pl AW1:a ja kayta
sentrifugissa 1 minuutti nopeudella 6 000 x g

Tvhiio Tyhjiotoimenpide: lisda 750 pl AW1:t4 ja kayta tyhjiota
¥
Pyoritystoimenpide: aseta QlAamp Mini spin column -
Pesu putki uuteen WT:hen, lisda 500 pyl AW2:a ja kayta
(AW2-puskuri) sentrifugissa 1 minuutti taydella nopeudella
(noin 20 000 x g tai 14 000 r/min)
Tyhiji6 Tyhjiotoimenpide: lisaa 750 ul AW2:ta ja kayta tyhjiota

t,
-

Aseta QlAamp Mini spin column -putki WT:hen

Kayta sentrifugissa 3 minuuttia taydella nopeudella
(noin
20 000 x g tai 14 000 r/min)

ql! Aseta QIAamp Mini spin column -putki ET:hen

Eluointi

Lis&& 50-200 pl AE:t& ja inkuboi 1 minuutti

@ Kéayté sentrifugissa 1 minuutti nopeudella 6 000 x g

Puhdas genominen DNA tai
virus-DNA
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Toimitetut materiaalit

Sarjan sisaltd

QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit

(QIAGEN-proteaasi)’

Tuotenumero 61104

Preparaatioiden maara 50*

QlAamp QlAamp Mini Spin COL 50

Mini Spin  Columns with Wash
Tubes (WT) (QlAamp
Mini Spin Column -
putket ja Wash Tube
(WT) -pesuputket)
(2 ml)

ET Elution Tubes | ELU | TUBE | 50
(uuttamisputket) (1,5 ml)

vVC VacConnectors VAC | CON 50
(VacConnector-littimet)

LT Lysis Tubes LYS |TUBE 50
(liuotusputket) (1,5 ml)

WT Wash Tubes |WA5H| TUBE | 3 x50
(pesuputket) (2 ml)

AL Lysis Buffer LYS | BUF 12 ml
(livotuspuskuri)t

AW1 Wash Buffer 1 [ wASsH | BUF| 1 JCONC] 19 ml
(Pesupuskuri 1)T (tiiviste)

AW2 Wash Buffer 2 | wAsSH | BUF | 2 J[CONC| 13 ml
(Pesupuskuri 2)* (tiiviste)

AE Elution Buffer ELU BUF 25 ml
(uuttamispuskuri)#

PS Protease Solvent |QPROT| SOLV | 2 ml
(Proteaasiliuotin)#

QP QIAGEN Protease 1 pullo
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* Jos QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit automatisoidaan QIAcube-laitteessa, laite voi
kasitella alle 50 naytetta automaattisen pipetoinnin aiheuttamien kuolleiden
tilavuuksien, haihtumisen ja reagenssin lis&kulutuksen vuoksi. QIAGEN takaa vain 50
naytteen valmistelun kaytettaessa QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit -sarjaa
manuaalisesti.

T Sisaltd& guanidiininydrokloridia. Ei sovellu kaytettavaksi yhdessa valkaisuaineita
sisaltavien desinfiointiaineiden kanssa. Lisatietoja on sivulla 14.

* Sisaltaa natriumatsidia sailontaaineena.

§ Uudelleensuspendointitilavuus 1,2 ml. Katso QIAGEN Protease -proteaasin
valmisteleminen sivulla 19.
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Tarvittavat materiaalit (jotka eivat kuulu toimitukseen)

TyOskenneltaessa kemikaalien kanssa on aina kaytettava asianmukaista
laboratoriotakkia, kertakayttokasineita ja suojalaseja. Lisatietoja saa
tuotekohtaisista kayttoturvallisuustiedotteista (MSDS, material safety
data sheet), jotka ovat saatavana tuotteen toimittajalta.

Py0ritys- ja tyhjidtoimenpiteet
B Etanolia (96-100 %)
B Pipetit* ja pipetin karjet (ristikontaminaation valttamiseksi

suosittelemme vahvasti kayttamaan pipetin karkia, joissa on
aerosoliesteet)

Kertakayttokasineita

B Lampodlevy* naytteiden lyysaukseen 56 °C:ssa (suosittelemme
Eppendorf® Thermomixer comfort -laitetta ja lampolevya 1,5 ml:n
mikrokoeputkille™)

Mikrosentrifugi*
M Mittasylinteri (50 ml)

B Vortex-laite

Vain tyhjiotoimenpiteeseen

B  QIlAvac 24 Plus -tyhjiojarjesteima (QlAvac 24 Plus, tuotenro 19413,
QIAvac Connecting System, tuotenro 19419 ja Vacuum Pump,
tuotenro 84020) tai vastaava yleinen laboratorion tyhjidjarjesteima

* Jotta naytteiden oikea kasittely QlAamp DSP DNA Blood Mini -toimenpiteiden
aikana voitaisiin varmistaa, suosittelemme vahvasti, etta valineet (esim. pipetit ja
lammityslevyt) kalibroidaan niiden valmistajan antamien ohjeiden mukaan.
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T Tama ei ole taydellinen luettelo toimittajista, ja se ei sisdlla monia tarkeita
biologisten tarvikkeiden myyjia.
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Turvallisuustiedot

TyOskenneltaessa kemikaalien kanssa on aina kaytettava asianmukaista
laboratoriotakkia, kertakayttokasineita ja suojalaseja. Lisatietoja on
asianmukaisissa kayttoturvallisuustiedotteissa. Ne ovat saatavina PDF-
tiedostoina Internet-osoitteessa www.giagen.com/Support/MSDS.aspx.
Voit hakea, lukea ja tulostaa kaikkien QIAGEN-tarvikesarjojen ja niiden
osien kayttoturvallisuustiedotteet.

HUOMIO: ALA lisaa valkaisuainetta tai happamia liuoksia suoraan
naytteen preparointijatteeseen.

Lysis Buffer (AL) ja Wash Buffer 1 (AW1) sisaltavat guanidiininydrokloridia,
joka valkaisuaineen kanssa yhdistettyna voi muodostaa herkasti
reagoivia aineita. Jos naita puskureita sisaltavaa nestetta laikkyy,
puhdista se laboratoriokayttodn sopivalla puhdistusaineella ja vedella.
Jos laikkynyt neste sisaltda mahdollisia tartunnanaiheuttajia, puhdista
alue ensin laboratoriokayttéon sopivalla puhdistusaineella ja vedella
seka sen jalkeen 1 % (v/v) natriumhypokloriitilla. Jos puskuripullot ovat
vahingoittuneet tai vuotavat, kayta kasineita ja suojalaseja, kun havitat
pulloja, loukkaantumisen tai muiden vahingoittumisen estamiseksi.

QIAGEN ei ole testannut QIAamp DSP DNA Blood Mini -toimenpiteiden
tuottamaa nestemaista jatetta tartuntavaarallisten ainejaamien osalta.
Nestemaisen jatteen kontaminoituminen jaljelle jaaneesta
tartuntavaarallisesta materiaalista on epatodennakoista, mutta sen
mahdollisuutta ei voida kokonaan sulkea pois. Siksi nestemainen jate on
katsottava tartuntavaaralliseksi, ja sitd on kasiteltava ja se on
havitettava paikallisten turvasaadosten mukaisesti.
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Seuraavat vaara- ja turvalausekkeet koskevat QIAamp DSP DNA Blood
Mini Kit -sarjan komponentteja.

Lysis Buffer (AL) ja Wash Buffer 1 (AW1)

X

Sisaltaa guanidiininydrokloridia: haitallista, arsyttavaa. Vaara- ja
turvalausekkeet:* R22-36/38, S13-26-36-46.

QIAGEN Protease (QP)

X

Sisaltaa subtilisiinia: herkistava, arsyttava. Vaara- ja turvalausekkeet:*
R37/38-41-42, S22-24-26-36/37/39-46.

Hatatietojarjestelma (24 h)

Hatatapauksessa ladketieteellista tietoa antaa englanniksi, ranskaksi ja
saksaksi 24 tuntia vuorokaudessa:

Mainzin myrkytystietokeskus Saksassa
Puhelin: +49-6131-19240

* R22: Haitallista nieltyna. R36/38: Arsyttaa siimia ja inoa. R37/38: Arsyttaa
hengityselimia ja ihoa. R41: Vakavan simavaurion vaara. R42: Altistuminen
hengitysteitse voi aiheuttaa herkistymista. S13: Ei saa sailyttaa yhdessa
elintarvikkeiden eik& elainravinnon kanssa. S22: Valtettava polyn hengittdmisté. S24:
Varottava kemikaalin joutumista iholle. S26: Roiskeet siimista on huuhdeltava
valittomasti runsaalla vedella ja mentava laakariin. S36: Kaytettava sopivaa
suojavaatetusta S36/37/39: Kaytettava sopivaa suojavaatetusta. S46: Jos ainetta on
nielty, hakeuduttava heti ladkéarin hoitoon ja naytettava tama pakkaus tai etiketti.

________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Reagenssien sailytys ja kasittely

QlAamp Mini spin column -putkia on sailytettava 2-8 °C:ssa
vastaanottamisen jalkeen ja niita voidaan kayttaa pakkaukseen
merkittyyn vanhenemispaivaan asti.

Kaikkia puskureita voidaan sailyttaad huoneenlammaossa (15-25 °C)
pakkauksessa iimoitettuun vanhenemispaivaan asti.

Kylméakuivattua QIAGEN Protease (QP) -proteaasia voidaan sailyttaa
huoneenlammadssa (15-25 °C) pakkauksessa ilmoitettuun
vanhenemispaivaan asti iiman vaikutusta suorituskykyyn. Kayttovalmiiksi
saatettu QIAGEN Protease on vakaata enintdan 1 vuoden, kun sita
sailytetaan 2-8 °C:ssa, mutta vain pakkauksessa ilmoitettuun
vanhenemispaivaan asti.

Kayttovalmiiksi saatettu pesupuskuri 1 (AW1) ja kayttovalmiiksi saatettu
pesupuskuri 2 (AW2) ovat vakaita enintaan 1 vuoden, kun niita
sailytetaan huoneenlammaossa (15-25 °C), mutta vain pakkauksessa
iimoitettuun vanhenemispaivaan asti.

Naytteen kasittely ja sailytys

Pakastettujen naytteiden sulatuksen aikana muodostuneet
jaasaostumat tukkivat QlAamp Mini spin column -putken kalvon. Jos
jaasaostumia nakyy, valta niiden aspiroimista naytteen aspiroinnin
yhteydessa. Verinaytteiden pakastamisen ja sulattamisen vaikutukset
DNA:n puhdistukseen kaytettaessa QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit -
sarjaa on maaritetty (katso kuva 2).
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Pakastus-/sulatusjaksojen maara

Kuva 2. Verinaytteiden pakastamisen ja sulattamisen vaikutukset. EDTA:lla kasitelty
veri pakastettiin ja sulatettiin enintaan kolme kertaa, sitten siita puhdistettin DNA
QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit -sarjalla. Lasketut DNA:n tuotot on normalisoitu

QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit -kasikirja 06/2012 15



tuoreesta naytteesta saatuun tuottoon (100 %). Kaavion yksi palkki esittaa tulokset 32
replikaatista (keskiarvo + keskihajonta).
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QlAamp DSP DNA Blood Mini -toimenpiteissa puhdistetun DNA:n maara
kunkin verinaytteen valkosolumaaran mukainen. Py0ritys- tai
tyhji6toimenpiteen avulla genominen DNA puhdistettiin terveiden
luovuttajien 200 ul:n verinaytteista. Erilaisia ensisijaisia putkia ja
antikoagulantteja voidaan kayttaa verinaytteiden ottamiseen QlAamp
DSP DNA Blood Mini -toimenpiteita varten (Taulukko 1).

Taulukko 1. Keskim&aaraiset DNA:n suhteelliset tuotot verinaytteista, jotka
otettiin erilaisiin ensisijaisiin putkiin ja joissa kaytettiin eri antikoagulantteja

Ensisijainen Nimellinen Keskimaarainen
putki Valmistaja Tuotenumero tilavuus tuotto*
BD™ BD 366007 9mli 6,4 ug
Vacutainer®

ONC

BD BD 36847 10 mi 6,6 ug
Vacutainer

K3E

BD BD 367864 6 ml 6,4 ug
Vacutainer

K2E

S-Monovette® Sarstedt® 02.1066.001 9 ml 6,5 ug
EDTA

S-Monovette Sarstedt 01.1610.001 8,5 ml 6,3 ug
CPDA1l

Vacuette® Greiner Bio- 455036 9 mi 6,5 ug
K3E One®

Vacuette Greiner Bio- 454382 2 ml 6,3 ug
9NC One

Genominen DNA puhdistettiin terveilta luovuttajilta saaduista 200 pl:n verinaytteista
(4,0 x 106 solua/ml — 9,0 x 108 solua/ml).

* Kunkin ensisijaisen putken osalta keskim&arainen tuotto on méaévitetty 11
triplikaatista naytteesta.
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Jaannoskontaminanttien poistaminen

Kun genominen DNA pysyy sitoutuneena QlAamp Mini Spin Column -
putken kalvoon, kontaminantit peseytyvat tehokkaasti pois
ensimmaisella Wash Buffer 1 (AW1) -pesupuskurilla ja sen jalkeen Wash
Buffer 2 (AW2) -pesupuskurilla.

Puhtaan genomisen DNA:n eluoiminen

Genominen DNA eluoidaan QIAamp Mini Spin Column -putken kalvosta
50-200 pl:lla Elution Buffer (AE) -eluutiopuskuria. Eluoitu DNA on valmis
kaytettavéaksi erilaisissa myohemmissa maarityksissa, myos useissa eri
diagnostisissa in vitro -maarityksissa.
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Tarkeita ilmoituksia

Tarkeita huomioitavia seikkoja ennen protokollan
aloittamista

Kun vastaanotat pakkauksen, tarkista, etta siin& ei ole vaurioita. Jos
lapipainopakkaukset tai puskuripullot ovat vahingoittuneet, ota
yhteytta QIAGENIn tekniseen tukeen tai paikalliseen
jalleenmyyjaan. Jos nesteita on laikkynyt, katso Turvallisuustiedot
(sivu 13). Ala kayta vahingoittuneita pakkauksen sisaltdja, koska ne
voivat haitata pakkauksen suorituskykya.

Vaihda pipetin karki aina liuoksen siirtojen valilla. Jotta
ristikontaminaatioita voitaisiin mahdollisimman hyvin valttaa,
suosittelemme kayttamaan pipetin karkia, joissa on aerosolieste.

Kaikki sentrifugointivaiheet on suoritettava huoneenlammaossa (15-
25 °C).

Kayta aina kertakayttokasineita ja tarkista sadanndollisesti, etta ne
eivat ole kontaminoituneet naytemateriaalista. Havita kasineet, jos
ne kontaminoituvat.

Pida ristikontaminaation mahdollisuus pienen& avaamalla vain yksi
putki kerrallaan.

Ala korvaa talla hetkella kaytettavan pakkauksen osia muiden
pakkausten osilla, ellei pakkausiin ole merkitty samaa eranumeroa.

Valta pakkauksen reagenssien mikrobiaalista kontaminaatiota.

Jotta tartuntavaarallisen materiaalin aiheuttama infektiovaara
pysyisi mahdollisimman pienend, suosittelemme tydskentelemaan
laminaarisissa ilmanvirtausolosuhteissa naytteiden lyysaukseen asti.

Tata pakkausta saavat kayttaa vain henkil6t, jotka ovat saaneet
koulutusta diagnostisiin in vitro -laboratoriotoimenpiteisiin.

Reagenssien ja puskureiden valmisteleminen

B QIAGEN Protease -proteaasin valmisteleminen

QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit -kasikirja 06/2012

Lisd& 1,2 ml Protease Solvent (PS) -proteaasiliuotinta kylmakuivatun
QIAGEN Protease (QP) -proteaasin pulloon ja sekoita huolellisesti.

Valta vaahtoamista tekemalla sekoitus kaantamalla pulloa
ylosalaisin useita kertoja. Varmista, etta QIAGEN Protease (QP) on

liuennut kokonaan.
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®Ala lisda Qiagen Protease (QP) -proteaasia suoraan Lysis Buffer (AL)
-puskuriin.

B Wash Buffer 1 -puskurin valmisteleminen

Lisd& 25 ml etanolia (96-100 %) mittasylinterilla pulloon, joka sisaltaa
19 ml Wash Buffer 1 (AW1) -pesupuskuritiivistetta. Sailyta

kayttdvalmiiksi saatettu Wash Buffer 1 (AW1) huoneenlampadtilassa
(15-25 °C).

® Sekoita kayttovalmiiksi saatettu Wash Buffer 1 (AW1) aina

kaantamalla pulloa ylosalaisin useita kertoja ennen toimenpiteen
aloittamista.

Wash Buffer 2 -puskurin valmisteleminen

Lisd& 30 ml etanolia (96-100 %) mittasylinterilla pulloon, joka sisaltaa
13 ml Wash Buffer 2 (AW2) -pesupuskuritiivistetta. Sailyta

kayttdvalmiiksi saatettu Wash Buffer 2 (AW2) huoneenlampdtilassa
(15-25 °C).

® Sekoita kayttovalmiiksi saatettu Wash Buffer 2 (AW2) aina

kaantamalla pulloa ylosalaisin useita kertoja ennen toimenpiteen
aloittamista.

Elution Buffer -eluutiopuskurin valmisteleminen

Sarjan mukana toimitetaan yksi pullo Elution Buffer (AE) -
eluutiopuskuriliuosta. Elution Buffer (AE) -puskurin kontaminoitumisen
estamiseksi on erittain suositeltavaa kayttaa aerosolin syntymisen
estavia pipettikarkia, kun Elution Buffer (AE) -puskuria pipetoidaan

pullosta. Lisaksi pullon korkki on asetettava takaisin paikalleen heti
kayton jalkeen.

® Elution Buffer (AE) sisaltaa sailontaaineena natriumatsidia, joka
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nayttaa absorbanssin 260 nm:ssa. Siksi kvantifioitaessa DNA:ta
eluaatissa absorbanssimittauksella 260 nm:ss&, maaritettaessa
DNA:n puhtautta eluaatissa absorbanssimittauksilla 260 nm:ssa ja
280 nm:ssa tai skannattaessa absorbanssia 220-350 nm:n alueella
on varmistettava, etta tyhja sisaltaa saman pitoisuuden
natriumatsidia kuin eluaatti. Jos esimerkiksi valmistat eluaattia
absorbanssimittauksiin laimentamalla 50 pl eluaattia 100 pl:lla vetta,
sinun pitaisi sitten valmistella tyhja laimentamalla 50 ul Elution Buffer

(AE) -puskuria 100 pl:lla vetta. Kayta laimennuksiin raikasta, tislattua
vetta.
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QlIAamp Mini spin column -putkien kasittely

Nukleiinihappoa hyodyntavien monistustekniikoiden herkkyyden takia
seuraavia varotoimia tarvitaan kasiteltaessa QlAamp Mini spin column -
putkia, jotta naytteiden valmistelun ristikontaminaatiolta valtyttaisiin:

B Lisaa nayte tai liuos varovasti QI Aamp Mini spin column -putkeen.
Pipetoi nayte QIAamp Mini spin column -putkeen kastelematta
putken suun reunaa.

B Vaihda pipetin karki aina liuoksen siirtojen valilla. Suosittelemme
kayttamaan pipetin karkia, joissa on aerosolieste.

M Ala kosketa QIAamp Mini spin column -putken kalvoa pipetin
karjella.

B Kaikkien pulssivorteksointivaiheiden jalkeen kayta
mikrosentrifugiputkia nopeasti sentrifugissa poistaaksesi pisarat
korkkien sisapinnoilta.

B Avaa vain yksi QlIAamp Mini spin column -putki kerrallaan ja varo
huolellisesti tuottamasta aerosoleja.

B Kayta kasineita koko toimenpiteen ajan. Jos kasineet ja nayte
joutuvat kosketuksiin toistensa kanssa, vaihda kasineet valittdmasti.

Genomisen DNA:n eluoiminen

QlAamp Mini spin column -putkesta eluoidun DNA:n maara voi olla jopa
20 ul pienempi kuin putkeen lisatyn Elution Buffer (AE) -puskurin maara.
Saadun uutteen tilavuus on rippuvainen naytteen luonteesta. Elution
Buffer (AE) -puskurin on annettava tasapainottua huoneenlampoon
(15-25 °C), ennen kuin sita lisataan putkeen. Eluoitu DNA kerataan
eluutioputkiin (ET). Jos DNA:ta sailytetdan enintaan 4 viikkoa, on se
suositeltavaa tehda lampotilassa 2-8 °C. Pitkakestoiseen sailytykseen
suositellaan [ampotilaa -20 °C.

Genomisen DNA:n tuotto ja laatu

Eristetyn DNA:n tuotto ja laatu sopivat monentyyppisin mydhempiin
tunnistustoimenpiteisiin molekyylidiagnostiikassa. Diagnostiset
maaritykset on tehtava valmistajien ohjeiden mukaisesti.

________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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QIAvac 24 Plus -tyhjigjarjestelman valmisteleminen

Varmista, etta valmistelet QlAamp Mini spin column -putken,
VacConnector (VC) -littimen ja VacValve-venttiilin oikein (katso kuva
3).
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Kuva 3. QlIAamp DSP DNA Blood Mini Kit -sarjan osien kokoaminen naytteiden
tyhjiokasittelya varten.

1. VacValve (tulee tyhjiojarjestelman mukana)
2. VacConnector (VC)
3. QlAamp Mini spin column -putki

Jos kaytat tyhjiotoimenpidetta QIAvac 24 Plus -tyhjijarjestelman
kanssa, on suositeltavaa merkita lyysausputket (lysis tube, LT),
eluutioputket (elution tube, ET) ja QlAamp Mini spin column -putket
kuvassa 4 (seuraavalla sivulla) esitetyn mallin mukaisesti naytteiden
sekoittumisen estamiseksi. Taman kuvan voi kopioida ja siihen voi
merkita naytteiden nimet. On suositeltavaa kayttaa samanlaista mallia
kaytettaessa muita tyhjiojarjestelmia tai kaytettaessa
pyoritystoimenpidetta.
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Kuva 4. Lyysausputkien (LT), eluutioputkien (ET) ja QlIAamp Mini spin column -putkien
merkintamalli kaytettavaksi QIAvac 24 Plus -tyhjiGjarjestelmassa.
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Protokolla: Genomisen DNA:n eristys ja puhdistus
verinaytteista tyhjigjarjestelman avulla
Genomisen DNA:n eristamiseen ja puhdistamiseen 200 pl:n EDTA- tai

sitraattikasitellyista kokoverinaytteista tyhjidjarjestelmalla, kuten QlAvac
24 Plus -tyhjiojarjestelmall&.

Tarkeita huomioita ennen kuin aloitat

B Seuraavassa toimenpiteess& on annettu ohjeet yksittaisen
verinaytteen kasittelysta. Enintaan 24 naytetta voidaan kuitenkin
kasitella samaan aikaan QIAvac 24 Plus -tyhjiojarjestelmassa.

Ennen aloittamista suoritettavat valmistelut

B Anna verinaytteiden tasaantua huoneenlampoon (15-25 °C) ja
varmista, etta naytteet ovat sekoittuneet hyvin.

B Jos Lysis Buffer (AL) -puskuriin on muodostunut saostumaa, liuota se
inkuboimalla 56 °C:ssa.

B Varmista, ettd Wash Buffer 1 (AW1), Wash Buffer 2 (AW2) ja QIAGEN
Protease (QP) on valmistettu kohdassa Reagenssien ja puskureiden
valmisteleminen, sivut 19 ja 20, annettujen ohjeiden mukaan.

B Anna Elution Buffer (AE) -puskurin tasaantua huoneenlampoon (15—
25 °C) kaytettavaksi vaiheessa 14.

Aseta lampolevy 56 °C:seen; lampdlevya kaytetaan vaiheessa 4.

Minimoi ristikontaminaatio asettamalla VacConnector (VC)
jokaiseen tyhjiojarjestelman luer-adapteriin.

B  QIAGEN-yhtidn laaduntarkkailumenettelyihin kuuluu julkaistun
pakkauksen toiminnallinen testaus jokaisesta yksittaisesta
pakkauksen valmistuserasta. Ala siis sekoita eri erien pakkauksiin
kuuluvia reagensseja keskenaan tai kayta muista erista peraisin
olevia yksittaisia reagensseja pakkauksen kanssa.

B Varmista, etta tyhjidjarjestelman jatepullo on tyhja ja etta kaikki
litannat on tehty oikein.

M Lisatietoja tyhjiojarjestelman toiminnasta, erityisesti huollosta, on sen
mukana tulevassa kasikirjassa.
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Toimenpide
1. Pipetoi 20 yl QIAGEN Protease (QP) -proteaasia lyysiputkeen (LT).

® Tarkista rekonstituoidun proteaasin vanhentumispaivamaara ennen

kayttoa.

2. Lisaa lyysiputkeen (LT) 200 pl verindytettd.

3. Lisaa lyysiputkeen (LT) 200 ul Lysis Buffer (AL) -puskuria, sulje korkki ja
sekoita pulssivorteksilla 15 sekunnin ajan.

Tehokkaan lyysin takaamiseksi on tarkeaa, etta nayte ja Lysis Buffer
(AL) ovat sekoittuneet lapikotaisin ja etta liuos on homogeeninen.

® Koska Lysis Buffer (AL) -puskurin viskositeetti on suuri, varmista, etta
lisdat oikean maaran Lysis Buffer (AL) -puskuria pipetoimalla
huolellisesti tai kayttamalla oikeanlaista pipettia

®Alé lisda Qiagen Protease (QP) -proteaasia suoraan Lysis Buffer (AL)

-puskuriin.

4. Inkuboi 56 °C:ssa (x1 °C) 10 minuutin ajan (£1 minuuttia).

5. Kayta lyysiputkea (LT) sentrifugissa 25 sekunnin ajan taydella
nopeudella, jotta pisarat poistuvat korkin sisapuolelta.

6. Lisaa lyysiputkeen (LT) 200 ul etanolia (96-100 %), sulje korkki ja
sekoita lapikotaisesti pulssivorteksilla = 15 sekunnin ajan.

7. Kaytd lyysiputkea (LT) sentrifugissa 25 sekunnin ajan taydella
nopeudella, jotta pisarat poistuvat korkin sisapuolelta.

8. Aseta QIAamp Mini spin column -putki tyhjidjarjestelméan
VacConnector (VC) -littimeen. Varmista, etta paatyhjioventtiili
(tyhjigjarjestelman ja tyhjioputkiston valilla) ja kierrekorkkiventtiili
(tyhjioputkistossa) ovat kiinni. Kytke virta tyhjiopumppuun.

Havita pesuputki (WT) (2 ml), johon QIAamp Mini spin column -putki
on asetettu lapipainopakkaukseen.

Tyhji6é kohdistuu vain litettyyn jarjestelmaan (jos kaytossa), ei
tyhjioputkistoon.

9. Lisaa varovasti kaikki vaiheesta 7 saatu lysaatti QlAamp Mini spin

column -putkeen kastelematta sen reunaa. Ala kosketa QIAamp
Mini spin column -putken kalvoa pipetin karjella.

® Jos kasittelet useita naytteita, avaa vain yksi lyysiputki (LT) kerrallaan.
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10. Avaa paatyhjioventtiili. Kun lysaatti on vedetty QIAamp Mini spin
column -putken lapi, sulje paatyhjioventtiili ja tyhjenna tyhjioputkisto
avaamalla sen kierrekorkkiventtiili. Sulje kierrekorkkiventtiili, kun tyhijio
on vapautettu putkistosta.

Paatyhjioventtiilin sulkemisen jalkeen tyhjid kohdistuu vain litettyyn
jarjestelmaan (jos kaytossa), ei tyhjidputkistoon.

® Voit vapauttaa tyhjion nopeasti tyhjioputkiston kierrekorkkiventtiililla.

®Jos kasittelet useita QIAamp Mini spin column -putkia samalla
kertaa, on suositeltavaa sulkea kunkin putken VacValve sen
jalkeen, kun lysaatti on kulkenut sen lapi, jotta taman tyhjibvaiheen
kestoa voidaan lyhentaa.

®Jos lysaatti ei ole kokonaan kulkenut kalvon |&pi 10 minuutin
kuluttua, aseta QIAamp Mini spin column -putki puhtaaseen
pesuputkeen (WT), sulje korkki ja kayta sentrifugissa nopeudella 6
000 x g (8 000 r/min) 3 minuutin ajan tai kunnes lysaatti on kulkenut
kokonaan lapi. Aseta QlAamp Mini spin column -putki toiseen
puhtaaseen pesuputkeen (WT) ja jatka protokollan vaiheesta 10,
sivulta 29.

®Jos lysaatti ei vielakaan lapaise kalvoa sentrifugin kayton aikana,
hylkaa nayte ja toista eristys ja puhdistus uudella naytemateriaalilla
alkaen vaiheesta 1, sivulta 25.

11. Liséd& 750 pl Wash Buffer 1 (AW1) -pesupuskuria QlIAamp Mini spin
column -putkeen putken reunaa kastelematta. Ala kosketa QlAamp
Mini spin column -putken kalvoa pipetin karjella. Jata putken korkki
auki ja avaa paatyhjioventtiili. Kun Wash Buffer 1 (AW1) on vedetty
QIAamp Mini spin column -putken lapi, sulje paatyhjicventtiili ja
tyhjenna tyhjioputkisto avaamalla sen kierrekorkkiventtiili. Sulje
kierrekorkkiventtiili, kun tyhjid on vapautettu putkistosta.

12. Lis&a 750 pl Wash Buffer 2 (AW2) -pesupuskuria QIAamp Mini spin
column -putkeen putken reunaa kastelematta. Ala kosketa QIAamp
Mini spin column -putken kalvoa pipetin karjella. Jata putken korkki
auki ja avaa paatyhjioventtiili. Kun Wash Buffer 2 (AW2) on vedetty
QlAamp Mini spin column -putken lapi, sulje paatyhjidventtiili ja
tyhjenn& tyhjioputkisto avaamalla sen kierrekorkkiventtiili. Sulje
kierrekorkkiventtiili, kun tyhjid on vapautettu putkistosta.

13. Sulje QIAamp Mini spin column -putken korkki, poista se

tyhjigjarjestelmasta ja havita VacConnector (VC). Aseta QlAamp
Mini spin column puhtaaseen pesuputkeen (WT) ja kayta sita
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sentrifugissa taydella nopeudella (noin 20 000 x g tai 14 000 r/min)
3 minuutin ajan, jotta kalvo kuivuu taysin.

® Kuivan sentrifugointikayton tekematta jattaminen voi johtaa
myodhempien maaritysten estymiseen.

14. Aseta QIAmp Mini spin column -putki puhtaaseen eluutioputkeen
(ET) ja havita suodosta sisaltava pesuputki (WT). Avaa QIAamp Mini
spin column -putken korkki varovasti ja lisda 50-200 pl Elution Buffer
(AE) -puskuria kalvon keskelle. Sulje korkki ja inkuboi
huoneenlampotilassa (15-25 °C) 1 minuutin ajan. Kayta sentrifugissa

nopeudella 6 000 x g (8 000 r/min) 1 minuutin ajan DNA:n
eluoimiseksi.

® Noudata tyhjiojarjestelman yllapito-ohjeita taman protokollan
suorittamisen jalkeen (katso tyhjigjarjestelman mukana tulleesta
kasikirjasta lisatietoja).
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Protokolla: Genomisen DNA:n eristys ja puhdistus
verinaytteista mikrosentrifugin avulla

Genomisen DNA:n eristamiseen ja puhdistamiseen 200 pl:n EDTA- tai
sitraattikasitellyista kokoverinaytteista mikrosentrifugilla.

Tarkeitda huomioita ennen kuin aloitat

B Seuraavassa toimenpiteessa on annettu ohjeet yksittaisen
verinaytteen kasittelysta. Naytteita voi kuitenkin kasitella useita
samaan aikaan; maara on kaytetyn mikrosentrifugin kapasiteetin
mukainen

Ennen aloittamista suoritettavat valmistelut

B Anna verinaytteiden tasaantua huoneenlampoon (15-25 °C) ja
varmista, etta naytteet ovat sekoittuneet hyvin.

B Jos Lysis Buffer (AL) -puskuriin on muodostunut saostumaa, liuota se
inkuboimalla 56 °C:ssa.

B Varmista, ettd Wash Buffer 1 (AW1), Wash Buffer 2 (AW2) ja QIAGEN
Protease (QP) on valmistettu kohdassa Reagenssien ja puskureiden
valmisteleminen, sivut 19 ja 20, annettujen ohjeiden mukaan.

B Anna Elution Buffer (AE) -puskurin tasaantua huoneenlampoon (15—
25 °C) kaytettavaksi vaiheessa 15.

Aseta lampolevy 56 °C:seen; lampdlevya kaytetaan vaiheessa 4.

QIAGEN-yhtion laaduntarkkailumenettelyihin kuuluu julkaistun
pakkauksen toiminnallinen testaus jokaisesta yksittaisesta
pakkauksen valmistuserasta. Ala siis sekoita eri erien pakkauksiin
kuuluvia reagensseja keskenaan tai kayta muista erista peraisin
olevia yksittaisia reagensseja pakkauksen kanssa.

Toimenpide
1. Pipetoi 20 ul QIAGEN Protease (QP) -proteaasia lyysiputkeen (LT).

® Tarkista rekonstituoidun proteaasin vanhentumispaivamaara ennen

kayttoa.

2. Lisaa lyysiputkeen (LT) 200 pl verindytettd.

3. Lisaa lyysiputkeen (LT) 200 pul Lysis Buffer (AL) -puskuria, sulje korkki ja
sekoita pulssivorteksilla 15 sekunnin ajan.
Tehokkaan lyysin takaamiseksi on tarkeaa, etta nayte ja Lysis Buffer
(AL) ovat sekoittuneet lapikotaisin ja ett& liuos on homogeeninen.
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® Koska Lysis Buffer (AL) -puskurin viskositeetti on suuri, varmista, etta
lisdat oikean maaran Lysis Buffer (AL) -puskuria pipetoimalla
huolellisesti tai kayttamalla oikeanlaista pipettia

®Alé lisda Qiagen Protease (QP) -proteaasia suoraan Lysis Buffer (AL)
-puskuriin.

4. Inkuboi 56 °C:ssa (x1 °C) 10 minuutin ajan (1 minuuttia).

5. Kayta lyysiputkea (LT) sentrifugissa 25 sekunnin ajan taydella
nopeudella, jotta pisarat poistuvat korkin sisapuolelta.

6. Lisaa lyysiputkeen (LT) 200 ul etanolia (96-100 %), sulje korkki ja
sekoita IGpikotaisesti pulssivorteksilla = 15 sekunnin ajan.

7. Kayta lyysiputkea (LT) sentrifugissa 25 sekunnin ajan taydella
nopeudella, jotta pisarat poistuvat korkin sisapuolelta.

8. Lisaa varovasti kaikki vaiheesta 7 saatu lysaatti QlIAamp Mini spin
column -putkeen kastelematta sen reunaa. Ala kosketa QIAamp
Mini spin column -putken kalvoa pipetin karjella.

® Jos kasittelet useita naytteita, avaa vain yksi lyysiputki (LT) kerrallaan.

9. Sulje QlIAamp Mini spin column -putken korkki ja kayta sita
sentrifugissa nopeudella n. 6 000 x g 1 minuutin ajan. Aseta QIAmp
Mini spin column -putki puhtaaseen pesuputkeen (WT) ja heita
suodosta sisaltava putki pois.

®Jos lysaatti ei ole taysin lapaissyt kalvoa nopeudella 6 000 x g
(8 000 rpm) sentrifugissa kayton jalkeen, kayta sita sentrifugissa
uudelleen taydella nopeudella (enintaan 20 800 x g) 1 minuutin
ajan.

®Jos lysaatti ei vielakaan lapaise kalvoa sentrifugin kayton aikana,
hylk&a nayte ja toista eristys ja puhdistus uudella naytemateriaalilla
alkaen vaiheesta 1, sivulta 28.

10. Avaa QlAamp Mini spin column -putki varovasti ja lis&a&a 500 yl Wash
Buffer 1 (AW1) -puskuria. Varo kastelemasta putken reunaa. Ala
kosketa QIAamp Mini spin column -putken kalvoa pipetin karjella.

11. Sulje QIAamp Mini spin column -putken korkki ja kayta sita
sentrifugissa nopeudella n. 6 000 x g 1 minuutin ajan. Aseta QIAmp
Mini spin column -putki puhtaaseen pesuputkeen (WT) ja heita
suodosta sisaltava putki pois.

12. Avaa QlAamp Mini spin column -putki varovasti ja lisa& 500 ul Wash
Buffer 2 (AW2) -puskuria. Varo kastelemasta putken reunaa. Ala
kosketa QlAamp Mini spin column -putken kalvoa pipetin karjella.
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13. Sulje QIAamp Mini spin column -putken korkki ja kayta sentrifugissa
taydella nopeudella (n. 20 000 x g tai 14 000 rpm) 1 minuutin ajan.
Aseta QIAmp Mini spin column -putki puhtaaseen pesuputkeen (WT)
ja heita suodosta sisaltava putki pois.

14. Kayta sentrifugissa taydella nopeudella (n. 20 000 x g tai 14 000 rpm)
kolmen minuutin ajan, jotta kalvo kuivuisi taysin.

® Kuivan sentrifugointikayton tekematta jattaminen voi johtaa
myodhempien maaritysten estymiseen.

15. Aseta QIAmp Mini spin column -putki puhtaaseen eluutioputkeen
(ET) ja havita suodosta sisaltava pesuputki (WT). Avaa QlAamp Mini
spin column -putken korkki varovasti ja lis&da 50-200 pul Elution Buffer
(AE) -puskuria kalvon keskelle. Sulje korkki ja inkuboi
huoneenlampdotilassa (15-25 °C) 1 minuutin ajan. Kayta sentrifugissa
nopeudella 6 000 x g tai (8 000 rpm) 1 minuutin ajan DNA:n
eluoimiseksi.
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Laadunvarmistus

QIAGEN:INn ISO-sertifioidun laadunvarmistusjarjestelman mukaisesti
jokainen QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit -sarjan era testataan
maarattyjen vaatimusten mukaisesti tuotteiden yhdenmukaisen laadun
takaamiseksi.

Rajoitukset

Jarjestelméan suorituskyky on maaritetty kayttamalla kokoverta
genomisen DNA:n eristamiseen.

Kayttgjan vastuulla on validoida jarjestelméan suorituskyky kaikissa niissa
laboratoriossa kaytetyissa menetelmissa, joita QIAGENIn tekemat
suorituskykytutkimukset eivat kata.

Jotta voidaan minimoida diagnostisiin tuloksiin kohdistuvan negatiivisen
vaikutuksen riski, myohemmissa sovelluksissa on hyodynnettavaa
rittavaa laaduntarkkailua. Lisavalidointiin suositellaan kaytettavaksi
seuraavia ohjeita: International Conference on Harmonization of
Technical Requirements (ICH), julkaisussa ICH Q2(R1) Validation Of
Analytical Procedures: Text And Methodology.

Saatu diagnostinen tulos on tulkittava yhdessa muiden kliinisten
|6ydosten tai laboratorioloyddsten kanssa.

Suorituskykyominaisuudet

Puhdistetun DNA:n tuotos

DNA:n tuoton lineaarinen alue kayttamalla QlAamp DSP DNA Blood
Mini -tyhjidtoimenpidetta on maaritetty terveiden luovuttajien veresta,
jossa valkosolumé&ara oli 3,8 x 106 — 1,34 x 107 solua/ml (katso kuva 5, sivu
25).
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Valkosolumaara (x 10 solua/ml)

Kuva 5. DNA:n tuoton lineaarinen alue kayttamalla QlAamp DSP DNA Blood Mini -

tyhjiotoimenpidetta ja 200 ul:n eluutiotilavuutta. Terveiden luovuttajien
valkosolumaarat maaritettiin ja ne olivat alueella 3,8 x 10% — 1,34 x 107 solua/ml. DNA
puhdistettiin verinaytteista kayttamalla QlAamp DSP DNA Blood Mini -
tyhjiotoimenpidetta ja 200 ul:n eluutiotilavuutta. 87 kolminkertaista naytetta kasiteltiin.

Suorituskyky mydhemmissa maarityksissa

Eristetty genominen DNA on valmis kaytettavaksi erilaisissa
myodhemmissa maarityksissa, myos useissa eri diagnostisissa in vitro -
maarrityksissa (taulukot 2-6). Eluutiotilavuuden ja PCR:ssa kaytetyn
eluaatin maaran vaikutukset PCR:n suorituskykyyn on maaritetty (katso
taulukko 7).
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Taulukko 2. HLA-tyypitys kayttamalla Dynal® AllSet*™ SSP -maarityksia
HLA-A "heikko tarkkuus”, HLA-B ”heikko tarkkuus”, DR ”heikko tarkkuus”
ja DQ "heikko tarkkuus”

HLA lokus A HLA lokus B HLA lokus DR HLA lokus DQ
Genotyyppi Nro Genotyyppi Nro Genotyyppi Nro Genotyyppi Nro
A2/A3 2 B51,B51/ 1 DR1/DR3 1 DQ2 1
B13 tai
B51/B27
A3/Al 1 B13/B35 1 DR3tai 1 DQ2/DQ3 2
DR3/DR13
A3/A25 1 B8/B27 1  DR3/DR7 1 DQ6 1
A2/A24 2 B7/B13tai 1 DR7/DR15 2 DQ2/DQ5 1
B7/B15
Al/A2 2 B7/B18 1 DR4/DR15 1 DQ2/DQ5 2
A30/A68 1 B7/B44 1  DR4/DR7 1 DQ3 1
A2/A32 1 Muu 0O DR4 1 DQ3/DQ6 2
Muu 0 DR15 1 Muu 0
DR1/DR7 1
Muu 0

Kokoveri kerattiin yksittaisilta luovuttajilta ja genominen DNA
puhdistettiin 200 pl:sta kokoverta kayttamalla QlAamp DSP DNA Blood
Mini Kit -sarjaa. Kayttamalla Dynal AllSet* SSP Assay (Dynal Biotech) -
maarityksia alleelit tunnistettiin iimoitetuissa lokuksissa annetussa
maarassa yksiloita. Nro: yksildiden maara.
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Taulukko 3. Tekijan V Leiden (FV) genotyypitys kayttamalla LightCycler®
Factor V Leiden Mutation Detection Kit -sarjaa

Genotyyppi Numero
Villityyppi 17
FV G16191 A heterotsygootti 13
FV G16191 A homotsygootti 0

Kokoveri kerattiin 30 yksittaiselta luovuttajalta ja genominen DNA
puhdistettiin 200 pl:sta kokoverta kayttamalla QlAamp DSP DNA Blood
Mini Kit -sarjaa. Alleelistatus FV G1691 A -lokuksessa maaritettiin
kayttamalla LightCycler Factor V Leiden Mutation Detection Kit -sarjaa
(Roche Group).

Taulukko 4. Tekijan V Leiden (FV) genotyypitys kayttamalla
loppuvaiheen PCR:&a ja Pyrosequencing®-analyysia PSQ-96 SNP-
Reagent Kit -sarjan kanssa Pyrosequencing PSQ 96MA -laitteessa

Genotyyppi Numero
Villityyppi 17
FV G16191 A heterotsygootti 13
FV G16191 A homotsygootti 0

Kokoveri kerattiin 30 yksittaiselta luovuttajalta ja genominen DNA
puhdistettiin 200 pl:sta kokoverta kayttamalla QlAamp DSP DNA Blood
Mini Kit -sarjaa. Alleelistatus FV G1691 A -lokuksessa maaritettiin
kayttamalla loppuvaiheen PCR:aa ja Pyrosequencing-analyysia PSQ-96
SNP-Reagent Kit -sarjan kanssa Pyrosequencing PSQ 96MA -laitteessa
(Biotage).
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Taulukko 5. Protrombiinin (PT) genotyypitys kayttamalla loppuvaiheen
PCR:&aa ja Pyrosequencing-analyysia PSQ-Q96 SNP-Reagent Kit -sarjan
kanssa Pyrosequencing PSQ 96MA -laitteessa

Genotyyppi Numero
Villityyppi 30
PT G20210A heterotsygootti 0
PT G20210A A homotsygootti 0

Kokoveri kerattiin 30 yksittaiselta luovuttajalta ja genominen DNA
puhdistettiin 200 pl:sta kokoverta kayttamalla QlAamp DSP DNA Blood
Mini Kit -sarjaa. Alleelistatus PT G20210A -lokuksessa maaritettiin
kayttamalla loppuvaiheen PCR:aa ja Pyrosequencing-analyysia PSQ-96
SNP-Reagent Kit -sarjan kanssa Pyrosequencing PSQ 96MA -laitteessa
(Biotage).

Taulukko 6. ApoE-polymorfismien T112C ja C158T analysointi
loppuvaiheen PCR:lla sekvensoimalla amplikoni BigDye™ v1.1 Ready
Reaction Cycle Sequencing Kit -sarjalla ja eristys ABI PRISM® 3100
Genetic Analyzer -laitteella

Genotyyppi Numero
ApPOE*3/*3 5
ApPOE*3/*4 5
Muu 0

Kokoveri kerattiin 10 yksittaiselta luovuttajalta ja genominen DNA
puhdistettiin 200 ul:sta kokoverta kayttamalla QlAamp DSP DNA Blood
Mini Kit -sarjaa. ApoE-polymorfismien T112C ja C158T analysointi
loppuvaiheen PCR:lla sekvensoimalla amplikoni BigDye v1.1 Ready
Reaction Cycle Sequencing Kit -sarjalla ja eristys ABI PRISM 3100
Genetic Analyzer -laitteella (Life Technologies Corporation).
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Taulukko 7. PCR:ssa kaytetyn eluutiotilavuuden ja eluaatin maaran
vaikutukset PCR:n suorituskykyyn

Eluaattitiavuus / 50 pul PCR*
Eluaattitilavuus 2 ul 5l 10 pl
50 pl 100% 100% 100%
100 pl 100% 100% 97%
200 pl 100% 100% 100%

* Arvot osoittavat PCR:n osumatarkkuudet ja edustavat 48 naytteen keskiarvoa.

Eluaattivakaus

QlAamp DNA Blood Mini Kit -sarjalla luotujen eluaattien
varastointitesteissa osoitettiin yleista laboratoriokayttoon tarkoitettua
identtista tekniikkaa kayttavan sarjan avulla, etta QlAamp Mini Spin
Column -putkista eluoitu DNA puskurissa AE oli vakaata 8 vuotta, kun
sita sailytettiin joko 5 °C:ssa tai —20 °C:ssa (kuva 6). QlAamp DSP DNA
Blood Mini Kit -sarjalla saatujen eluaattien pitkakestoiset
stabiliteettitutkimukset ovat kuitenkin k&ynnissa.

M 2-8°C -20 °C M

Kuva 6. QlIAamp Mini spin column -putkien avulla eristetyn ja puhdistetun DNA:n
pitkékestoinen stabiliteetti. DNA puhdistettiin QlAamp DNA Blood Mini Kit -sarjalla,
eluoitiin 200 yl:aan AE-puskuria ja varastoitiin joko 2-8 °C:ssa tai —20 °C:ssa 8 vuoden
ajan. DNA-naytteet analysoitiin etidiumbromidivarjatysta agaroosigeelista. M:
merkintaaine.
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Merkinnat
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Sisaltaa reagensseja, jotka riittavat <N> naytteen
valmisteluun

Viimeinen kayttopaivamaara

Diagnostinen in vitro -la&kintalaite

Vastaanotettaessa

Avattava vastaanotettaessa; sailytettava QlAamp Mini
spin column -putkissa 2-8 °C:ssa

Tuotenumero

Eranumero

Materiaalinumero

Komponentit

Sisalto

Numero

Maara

Lampadtilarajoitus

Valmistaja

Kirjoita paivamaara etanolin lisdamisen jalkeen

Lisatty

Kylmé&akuivattu
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RCNS Kayttovalmiiksi valmistettu seuraavassa

Etanoli
GuHCI Guanidiinihydrokloridi
SUBT Subtilisiini
- Seurauksena
D:ﬂ Katso kayttoohjeet
® Tarkea ilmoitus

Lahdeviitteet

QIAGEN yllapitaa laajaa ja paivitettya verkkotietokantaa QIAGEN-
tuotteita koskevista tieteellisista julkaisuista. Mittavien
hakumahdollisuuksien avulla |6ydéat tarvitsemasi artikkelit joko
yksinkertaisella hakusanahaulla tai maarittelemalla sovellukset,
tutkimusalueen, otsikon jne.

Luettelo kaikista kirjallisuusviitteista on QIAGENIn viitetietokannassa
osoitteessa www.qgiagen.com/RefDB/search.asp. Voit myods tilata sen
QIAGEN:INn teknisesta palvelupisteesta tai paikalliselta jalleenmyyjalta.

________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Yhteystiedot

QIAGEN-yhti6n tarjoama tekninen tuki on huippulaatuista ja helposti
saatavilla. Teknisen palvelun osastoilamme on kokeneita asiantuntijoita,
joilla on laaja teoreettinen ja kaytanndllinen nayte- ja
testiteknologiaosaaminen ja jotka hallitsevat QIAGEN-tuotteiden
kayton. Jos sinulla on kysyttavaa QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit -
sarjasta tai QIAGENINn tuotteista yleisesti, tai jos niiden kaytdssa imenee
ongelmia, ota yhteys meihin.

QIAGENIn asiakkaiden antama tieto tuotteiden haastavasta tai
erikoistuneesta kaytosta on yhtiodlle merkittavaa. Tieto on hyodyllista
seka QIAGENiIn muille asiantuntijoille etta tutkijoille. Otathan siis meihin
yhteytta, jos sinulla on ehdotuksia tuotteiden suorituskykyyn tai uusiin
kayttokohteisiin tai tekniikoihin liittyen.

Teknisia ohjeita ja lisatietoja l0ytyy teknisesta tukikeskuksesta osoitteessa
www.giagen.com/Support. Voit myos ottaa yhteytta QIAGENIn teknisen
palvelun osastoon tai paikalliseen jalleenmyyjaan (katso yhteystiedot
takakannesta tai osoitteesta www.giagen.com).

QIAGEN GmbH, QIAGEN Strasse 1, 40724 Hilden, Saksa

________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tilaustiedot

Tuote Sisalto Tuotenumero

QlAamp DSP DNA 50:een DNA:n valmistelukertaan: 61104
Blood Mini Kit (50) QlAamp Mini spin column -

putket, VacConnector-litimet,

QIAGEN Protease -proteaasi,

reagenssit, puskurit ja

keraysputket

LisAvarusteet

QIlAvac 24 Plus Tyhjioputkisto 1-24 spin column - 19413
vacuum manifold*  putken kasittelyyn: QlAvac 24

Plus -tyhjioputkisto, Luer-tulpat,

pikalitannat

Vacuum Pump* Yleinen tyhjiopumppu 84020

Voimassa olevat lisenssitiedot ja tuotekohtaiset vastuuvapauslausekkeet
ovat saatavilla tuotekohtaisista QIAGEN-sarjojen kayttboppaista tai
kasikirjoista. QIAGEN-sarjojen kasikirjat ja kayttooppaat loytyvat
osoitteesta www.qiagen.com, tai niita voi tiedustella QIAGENiIn
teknisesta huollosta tai paikalliselta jalleenmyyijalta.

* Kaytettavaksi tyhjioprotokollien kanssa.
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Tavaramerkit: QIAGEN®, QIAamp®, QlAcube®, artus®, Pyrosequencing® (QIAGEN Group); ABI PRISM®, BigDye™ (Life Technologies
Corporation); BD™, Vacutainer® (Becton, Dickinson and Company); Bio-One®, Vacuette® (Greiner Bio-One); Dynal®, AllSet*™ (Dynal
Biotech); Eppendorf® (Eppendorf AG); LightCycler® (Roche Group); Monovette®, Sarstedt® (Sarstedt AG & Co.). Tassa asiakirjassa
mainittuja rekisterdityja nimia, tavaramerkkeja jne. on pidettava lain suojaamina, vaikkei niité olisi erityisesti sellaisiksi merkitty.

Rajoitettu lisenssisopimus QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit -sarjasta

Taman tuotteen kaytto tarkoittaa ostajan tai kayttajan suostumusta noudattaa seuraavia ehtoja:

1.

Tuotetta saa kayttaa ainoastaan tuotteen mukana toimitettujen asiakirjojen ja taméan kayttboppaan ohjeiden mukaan, ja sen
kanssa saa kayttda vain sarjan siséltamia komponentteja. QIAGEN ei myodnna lisenssia mihink&d&n aineettomaan omaisuuteensa,
eika taméan sarjan oheisia komponentteja saa kayttaa tai littdd muihin komponentteihin, jotka eivéat sisélly tahan sarjaan, kuten
tuotteen mukana toimitetuissa asiakirjoissa, tassa kayttboppaassa ja lisaimateriaalissa mainitaan. Ne ovat saatavilla osoitteesta
www.giagen.com. Osa lisamateriaalista on QIAGEN-kayttajien toisille QIAGEN-kayttajille laatimaa. QIAGEN ei ole testannut tai
tarkistanut kyseista materiaalia. QIAGEN ei anna takuuta lisamateriaalille eika takaa, ettei se loukkaa kolmansien osapuolten
oikeuksia.

Muutoin kuin nimenomaisesti iimoitettujen kayttdoikeuksien osalta QIAGEN ei takaa, etta taméa tarvikesarja ja/tai sen kayttajat
eivat loukkaa kolmansien osapuolten oikeuksia.

Tama sarja ja sen komponentit on lisensoitu kertakayttdoon, eika niita saa kayttaa uudelleen, kunnostaa tai myyda eteenpain.
QIAGEN kiistaa nimenomaisesti kaikki kayttooikeudet, suorat tai epasuorat, joita ei ole tdss& nimenomaisesti iimoitettu.

Sarjan ostaja ja kaytt&aja suostuvat sihen, ett& he eivat ryhdy tai anna kenellekaéan toiselle lupaa ryhty& toimenpiteisiin, jotka
saattavat aiheuttaa tai edistaa mitaan ylla kiellettya toimintaa. QIAGEN voi kaantya mink& tahansa tuomioistuimen puoleen
pannakseen taytantédn taman rajoitetun lisenssisopimuksen kiellot ja saada hyvityksen kaikista valmistelu- ja oikeuskuluista
(asianajopalkkiot mukaan lukien), kun tarkoituksena on taman rajoitetun lisenssisopimuksen tai sarjaan ja/tai sen komponentteihin
littyvien immateriaalioikeuksien taytantédnpano.

Katso paivitetyt kayttdoikeusehdot osoitteesta www.giagen.com.

© 2012 QIAGEN, kaikki oikeudet pidatetaan.
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