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Avsedd anvandning

QIAamp DSP Circulating NA Kit &r ett system som anvander kiselmembranteknik (QlAamp-
teknik) for isolering och rening av cirkulerande cellfritt DNA och RNA fr&n plasmaprover frén

humanblod.

Produkten ar avsedd att anvdndas av yrkesanvandare, sdsom tekniker och |ékare som

ar utbildade i molekylérbiologiska metoder.

QIAamp DSP Circulating NA Kit &r avsett for in vitro-diagnostisk anvéndning.

Sammanfattning och férklaring

Fritt cirkulerande nukleinsyror férekommer vanligtvis i humanplasma som korta fragment,
< 1000 bp (DNA), < 1000 nt (RNA), eller s& sma som 20 nt (miRNA:er). Koncentrationen av
fritt cirkulerande nukleinsyror i humanblodplasma &r vanligtvis lag och varierar avsevért

mellan 1-100 ng/ml i humanprover fran olika individer (1-5).

QIAamp DSP Circulating NA Kit majliggdr effektiv rening av cirkulerande nukleinsyror frén
humanplasma. Proverna kan vara antingen frysta eller farska. Férlédngningsslangar och
vakuumbearbetning pad QlAvac 24 Plus méjliggér startprovvolymer pé upp till 5 ml och
flexibla elueringsvolymer mellan 20-150 pl méjliggér koncentrationer av nukleinsyretyper som

fsrekommer i l&ga koncentrationer.

Eluerat fritt cirkulerande DNA eller RNA é&r redo fr anvéndning i nedstromstillampningar eller
for forvaring. QlAamp DSP Circulating NA Kit ger effektiv borttagning av protein, nukleaser

och andra féroreningar.
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Anvandningsprinciper

QlAamp DSP Circulating NA-proceduren bestér av 4 steg (lysering, bindning, tvatt och
eluering) och utférs med QlAamp Mini-kolonner pé& QlAvac-systemet. Den robusta proceduren
bidrar till att minska korskontamination mellan prover och ¢ka anvdndarsckerheten vid

hantering av potentiellt smittsamma prover.

Denna enkla procedur ar lamplig fér samtidig bearbetning av upp till 24 prover p& mindre &n

2 timmar.
Provvolymer

QIAamp Mini-kolonner binder fragmenterade nukleinsyror som &r s& korta som 20 nt, men
utbytet beror pd provvolymen och koncentrationen av cirkulerande nukleinsyror i provet
(vanligtvis 1-100 ng/ml i plasma). QlAamp DSP Circulating NA-proceduren har optimerats

for provvolymer pé upp till 5 ml.
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Procedur fér QlAamp
DSP Circulating NA Kit

Prov

|

Lysering

Bindning

Rena nukleinsyror

Bild 1. Oversikt dver procedur fér QiAamp DSP Circulating NA Kit
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Lyseringsprov

Fritt cirkulerande nukleinsyror i biologiska vatskor binds vanligtvis till protein eller kapslas in
i vesiklar, vilket kréver ett effektivt lyseringssteg for att frigéra nukleinsyrorna s& att de kan
bindas selektivt till QlAamp Mini-kolonnen. Darfér lyseras prover under hégdenaturerande
forhallanden vid férhdjda temperaturer tillsammans med proteinas K och Buffer ACL, vilket
sakerstdller inaktiveringen av DNaser och RNaser samt frigér nukleinsyrorna frén bundna

proteiner, fetter och vesiklar.
Adsorption av QlIAamp Mini-kolonnmembranet

For att tilldta optimal bindning av de cirkulerande nukleinsyrorna till membranet justeras
bindningsférutsatiningarna genom att Buffer ACB tillsatts till lysatet. Lysatet éverfors darefter
till en QlAamp Minikolonn och cirkulerande nukleinsyror adsorberas frén en stor volym till
kiseldioxidmembranet ndr lysatet dras igenom detta med hjélp av vakuumtryck. Salt- och pH-
forhéllandena sdkerstéller att majoriteten av protein och andra kontaminanter som kan
férsamra PCR och andra enzymatiska nedstrémsreaktioner inte fastnar p&d QlAamp Mini-

kolonnmembranet.

Ett vakuumgrenrér (t.ex. QlAvac 24 Plus med QIAvac Connecting System) och en
vakuumpump som kan skapa ett vakuum pé ~800-900 mbar (t.ex. QIAGEN® Vacuum Pump)
krdvs for protokollet. En Vacuum Regulator bér anvéndas (del av QlAvac Connecting System)

for enkel dvervakning av vakuumtrycket och ett lampligt vakuumutslapp.
Avlagsnande av restkontaminanter

Nukleinsyrorna férblir bundna till membranet medan kontaminanterna effektivt tvéttas bort

under 3 tvattsteg.
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Eluering av rena nukleinsyror

Eluering sker med anvandning av Buffer AVE. | ett och samma steg elueras hdgrenade
nukleinsyror i Buffer AVE som ekvilibrerats till rumstemperatur. En flexibel elueringsvolym pé&
50-150 pl kan fillampas. Om hdégre koncentrationer av nukleinsyror krévs kan
elueringsvolymen minskas ner ftill 20 pl. Elueringsvolymer under 50 pl leder ftill mer

koncentrerade eluat av nukleinsyror, men kan leda till lagre totalt utbyte.

Den erhéllna eluatvolymen kan vara upp till 5 pl mindre &n den volym elueringsbuffert som

tillsattes till kolonnen.
Utbyte och storlek pé& nukleinsyror

Utbytet av fritt cirkulerande nukleinsyror som isoleras frén biologiska prover ar vanligtvis Iégre @an
1 pg och &r darfér svért att bestdmma med en spektrofotometer. Det totala utbytet cirkulerande
DNA och RNA som kan erhéllas frén ett prov med QlAamp DSP Circulating NA Kit varierar mellan
prover fran olika individer och beror ockséd p& andra faktorer (t.ex. vissa sjukdomstillsténd).
Dessutom &r det sannolikt aft férekomsten av bérarRNA i de utvunna nukleinsyrorna dominerar
UV-absorbtionsresultaten (se sidan 25). Kvantitativa férstarkningsmetoder rekommenderas for aft
faststélla utbytet.

Storleksdistributionen av cirkulerande nukleinsyror som renas med QlAamp DSP Circulating
NA Kit kan kontrolleras med agarosgelelektrofores eller hybridisering till en malspecifik méarkt

prob® eller en [&sning fér mikrofluidikelektrofores (t.ex. Agilent Bioanalyzer).
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Beskrivning av protokoll

Tvé olika protokoll tillhandahélls i den har handboken.

“Breeze-protokoll: Rening av cirkulerande nukleinsyror frén 1-5 ml humanblodplasma”
(sidan 27) anvénds fér att bearbeta upp till 5 ml plasma i steg om 1 ml och har optimerats fér

minimal manuell insats och kort omséttningstid.

“Klassiskt protokoll: Rening av cirkulerande nukleinsyror frdn 1-5 ml humanblodplasma”
(sidan 32) anvands for att bearbeta upp till 5 ml plasma i steg om 1 ml och utgér det
oférandrade protokollet for version 3 (R3) av handboken fér QlAamp DSP Circulating NA Kit.
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Material som medféljer

Kitinnehall

QlAamp DSP Circulating NA Kit (50)

Katalognr. 61504

Antal beredningar 50

QlAamp Mini QIAamp Mini columns 50
with Wash Tubes (QlAamp
Mini-kolonner med tvéttror)
(WT) (2 ml)

EXT Column Extenders 2x25
(Kolonnférléngare) (20 ml)

WT Wash Tubes (Tvéttrér) (2 ml) WASH 50

ET Elution Tubes (Elueringsror) 50
(1,5 ml)

vC VacConnectors 50
(Vakuumanslutningar)

ACL* Lysis Buffer* (Lyseringsbuffert) [ Lys T BUF | 220 ml

ACB* Binding Buffer* | BIND | BUF | conC]| 300 ml
(Bindningsbufferf) (koncentrat)

ACWI1* Woash Buffer 1* (Tvattbuffert 1)  [WASH [ BUF] 1 JCONC] 19 ml
(koncentrat)

ACW21 Woash Buffer 21 (Tvattbuffert 2)  [WASH JBUF] 2 JCONC] 13 ml
(koncentrat)

AVET Elution Buffert BUF 5x2ml
(Elueringsbuffert) (lila lock)

PROTK QIAGEN Proteinase K 4x7 ml
(Proteinas K)

Barare Carrier-RNA (Barar-RNA) CAR | RNA | 310 pg

(réda lock)
Handbok

*

-

Innehédller kaotropiskt salt. Sidan 12 innehéller Varningar och férsiktighet.
Innehéller natriumazid som konserveringsmedel.

QlAamp DSP Circulating NA Kit Bruksanvisning (Handbok)

09/2019



Material som behdvs men inte medféljer

Anvéand alltid lamplig laboratorierock, engéngshandskar och skyddsglaségon vid hantering

av kemikalier. Mer information finns i tillampliga sékerhetsdatablad (Safety Data Sheets, SDS)

som kan erhéllas fran respektive tillverkare.

Kontrollera att instrumenten har kontrollerats och kalibrerats enligt tillverkarens instruktioner.

For alla protokoll

Pipetter (justerbaral)

Sterila pipettspetsar (pipettspetsar med aerosolbarricrer rekommenderas fér att
forebygga korskontamination)

Vattenbad eller vérmeblock med kapacitet fér 50 ml-centrifugrér vid 56 °C eller 60 °C*
Varmeblock eller liknande med kapacitet for 2 ml tvatirdr vid 56 °C (endast for klassiskt
protokoll)*

Mikrocentrifug (med rotor fér 2 ml provrér)*

50 ml centrifugrér

QlAvac 24 Plus Vacuum Manifold (vakuumgrenrér) (katalognr 19413)

QlAvac Connecting System (katalognr 19419) eller motsvarande

Vacuum Pump (katalognr 84010 [USA och Kanada], 84000 [Japan] eller 84020
[6vriga varlden]) eller motsvarande pump som kan skapa ett vakuum p& =800 till -900
mbar

Etanol (96-100 %)t

Isopropanol (100 %)

Krossad is (endast for “Klassiskt protokoll: Rening av cirkulerande nukleinsyror frén 1-
5 ml humanblodplasma”).

Vissa prover kan behéva spadas med fosfatbuffrad saltlésning

(phosphate-buffered saline, PBS)

Valfritt: VacValves (katalognr 19408)

* Sakerstdll att instrumenten har kontrollerats och kalibrerats enligt tillverkarens rekommendationer.

T Anvand inte denaturerad alkohol som innehéller andra substanser, sésom metanol eller metyletylketon.
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Varningar och férsiktighet

For in vitro-diagnostisk anvéndning

Anvand alltid lamplig laboratorierock, engéngshandskar och skyddsglaségon vid hantering
av kemikalier. Mer information finns i tillémpliga sékerhetsdatablad (Safety Data Sheets, SDS).
De finns tillgéngliga p& webben i behandigt PDF-format p& adressen www.giagen.com/safety,
dér du kan hitta, visa och skriva ut sdkerhetsdatablad fér varje QIAGENit och kitkomponent.

VARNING  Risk for personskada

Tillsétt ALDRIG blekmedel eller sura l&sningar direkt till provavfallet.

Buffer ACL, Buffer ACB och Buffer ACW1 innehéller guanidinsalter, vilka kan bilda starkt

reaktiva sammansattningar i kombination med blekmedel.

Om vatska med dessa buffertar spills ut ska rengéring utféras med lampliga
laboratorierengdringsmedel och vatten. Om den spillda vatskan innehaller potentiellt
smittsamma &mnen ska omrddet forst rengéras med laboratorierengéringsmedel och vatten

och dérefter med 1 % (v/v) natriumhypoklorit.

Foljande risk- och skyddsmeddelanden géller fér komponenterna i QlAamp DSP Circulating
NA Kit.
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Buffer ACB

Buffer ACL

Innehdller: guanidinisotiocyanat. Faral Farligt vid fértaring. Kan vara skadligt
vid hudkontakt eller inandning. Orsakar allvarliga frétskador pé hud och 8gon.
Skadliga langtidseffekter fér vattenlevande organismer. Utvecklar mycket giftig
gas vid kontakt med syra. Anvand skyddshandskar/skyddsklader/
égonskydd/ansiktsskydd. VID KONTAKT MED OGONEN: Skslj forsiktigt med
vatten i flera minuter. Ta ur eventuella kontaktlinser om det gdr latt aft gora.
Fortsatt att skolja. Kontakta genast GIFTINFORMATIONSCENTRAL eller

|gkare.

Innehéller: guanidinisotiocyanat. Fara! Farligt vid fértaring. Kan vara skadligt
vid hudkontakt eller inandning. Orsakar allvarliga frétskador pé hud och &gon.
Skadliga langtidseffekter for vattenlevande organismer. Utvecklar mycket giftig
gas vid kontakt med syra. Anvand skyddshandskar/skyddsklader/
égonskydd/ansiktsskydd. VID KONTAKT MED OGONEN: Skalj férsiktigt med
vatten i flera minuter. Ta ur eventuella kontakilinser om det gér létt att géra.

Fortsatt att skélja. Kontakta genast GIFTINFORMATIONSCENTRAL eller Iékare.

Buffer ACW1

Innehdller guanidinhydroklorid.  Varning! ~ Skadligt vid fortaring eller
inandning. Irriterar  huden. Orsakar allvarlig  égonirritation.  Anvéand

skyddshandskar/skyddsklader/&gonskydd/ansiktsskydd.

QIAamp DSP Circulating NA Kit Bruksanvisning (Handbok) 09/2019 13



Proteinas K

Innehaller: Proteinas K. Fara! Orsakar lindrig hudirritation. Kan orsaka allergi-

eller astmasymptom eller andningssvérigheter vid inandning. Andas inte in

damm/rék/gaser/dimma/&ngor/sprej. Anvéand skyddshandskar/
skyddsklader/dgonskydd/ansikisskydd.  Anvénd  andningsskydd.  Vid
exponering eller misstanke om exponering: Kontakta

GIFTINFORMATIONSCENTRAL eller |ékare. Flytta personen till frisk luft och se

till att han eller hon vilar i en stallning som underlattar andningen.
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Forvaring och hantering av reagenser

QIAamp Mini-kolonner ska férvaras torrt i 2-8 °C. Alla buffertar ska férvaras i rumstemperatur
(15-25 °C). QlAamp Minikolonner och -buffertar kan férvaras under dessa férutsatiningar

fram till férpackningens utgangsdatum utan férsémrad funktion.

Frystorkat barar-RNA kan férvaras i rumstemperatur (15-25 °C) fram till det utgéngsdatum som
st&r angivet pd komponentens etikett. BararRNA ska |8sas i Buffer AVE. Uppldst RNA bér
tillséttas omedelbart fill Buffer ACL enligt beskrivningen pd sidan 28 fér Breeze-protokollet och
pd sidan 33 for det klassiska protokollet. Denna 16sning ska beredas farsk och &r héallbar vid
2-8 °C i upp till 48 timmar. Oanvanda delar av bararRNA upplést i Buffer AVE ska frysas
i alikvoter vid =30 till =15 °C.

QIAamp DSP Circulating NA Kit innehdller proteinas K som &r redo fr anvéndning och som
|&ses i en sarskilt formulerad forvarningsbuffert. Proteinas K ar stabilt fram fill utgéngsdatumet

pd& komponentetiketten nér det férvaras i rumstemperatur (15-25 °C).
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Férvaring och hantering av prover

Férvaring och hantering av blod

Fér att undvika nedbrytning av cellfria nukleinsyror och att cellnukleinsyror frigérs,
rekommenderar vi att helblod férvaras i hégst 6 timmar vid 2-8 °C (t.ex. EDTA-prover). Om
du anvénder stabiliserade blodprovtagningsrér bor du félja tillverkarens férvaringsvillkor. Vi
rekommenderar att du validerar dessa férvaringsvillkor ftillsammans med din specifika

nedstrémstilldmpning och mal.

Férvaring och hantering av plasma

Vi rekommenderar aft separationen av plasma och isoleringen av nukleinsyrorna utférs
omedelbart efter bloddonationen nér du anvander EDTA som antikoagulant, sarskilt for RNA.

Vid kort férvaring kan plasma lagras i upp till 24 timmar i 2-8 °C.

For léngre forvaring kan plasmaalikvoter frén stabiliserade sévél som icke-stabiliserade
blodprovtagningsrér férvaras i ~20 °C (endast for DNA som mél) eller —-80 °C (DNA och RNA

som mal) i minst 4 veckor.

Forvaring av eluerade nukleinsyror

Eluerade nukleinsyror samlas upp i 1,5 ml elueringsrér (medféljer). De renade cirkulerande
nukleinsyrorna kan férvaras i upp till 24 timmar i 2-8 °C. For langre férvaring én 24 timmar
rekommenderas férvaring i =30 till =15°C fér DNA och -90 fill -60 °C fér RNA-

nedstrémstillampningar.
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Forfarande

Viktigt att tanka pa fore start

QlAvac 24 Plus

QlAvac 24 Plus har utformats fér snabb och effektiv vakuumbearbetning av upp Hill
24 parallella QIAGEN-spinnkolonner.  Prov- och  tvéttldsningar  hdmtas  genom
kolonnmembranen med hjélp av vakuum istdllet fér centrifugering, vilket 8kar hastigheten och

minskar operatérens arbete med reningsprocedurerna.

Tillsammans med QlAvac Connecting System kan QlAvac 24 Plus anvéndas som eft

genomflddningssystem. Provfiltratet samlas upp i en separat avfallsflaska.

Se hanteringsriktlinjerna i handboken fér QIAvac 24 Plus fér information om underhdll

av QlAvac 24 Plus.
Bearbeta QlAamp Mini-kolonner i QlAvac 24 Plus

QIAamp Minikolonner bearbetas i QlAvac 24 Plus med VacConnectors fér engéngsbruk och
VacValves for flergangsbruk. VacValves (fillval) sétts in direkt i QlAvac 24 Plus-grenrérets
luerfack, viket ger en stadig flodeshastighet som méijliggér parallellbearbetning av olika
prowolymer. De bdér anvandas for att  sdkerstdlla et konsekvent vakuum om
provflédeshastigheterna avviker avsevért frén varandra. VacConnectors &r engéngskopplingar
som passar mellan QlAamp Minikolonner och VacValves eller mellan QlAamp Mini-kolonner
och lverfacken p& QIAvac 24 Plus. De férhindrar direkt kontakt mellan spinnkolonnen och
VacValve under reningen, vilket forebygger korskontamination mellan proverna. VacConnectors
kasseras efter en anvandning. P& grund av de stora |6sningsvolymer som anvéands krévs QlAvac

Connecting System [eller en liknande 16sning med avfallsflaskor) (se Bild 2).
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Hanteringsriktlinjer for QlAvac 24 Plus

Stall alltid QlAvac 24 Plus pé en sdker bank- eller arbetsyta. Om du tappar QlAvac 24 Plus

kan grenroret spricka.

QlAvac 24 Plus ska alltid férvaras rent och torrt. Rengéringsférfaranden finns i handboken

for QlAvac 24 Plus.

Komponenterna i QlAvac 24 Plus t&l inte vissa l6sningsmedel (Tabell 1). Om dessa

I8sningsmedel spills p& enheten ska den skéljas noggrant med vatten.

For aft sdkerstdlla en konsekvent prestanda, anvénd inte kisel- eller vakuumfett p& nagon

del av QlAvac 24 Plus-grenréret.

Var alltid férsiktig och anvénd skyddsglaségon ndr du arbetar néra ett vakuumgrenrér

med tryck.

Kontakta QIAGEN:s tekniska service eller din lokala é&terférsaljare fér information om

reservdelar.

Vakuumtrycket é&r tryckskillnaden mellan insidan av vakuumgrenréret och atmosféren
(standardatmosfartryck 1013 millibar eller 760 mm Hg) och kan métas med QlAvac
Connecting System (se Bild 2). Protokollen kréver en vakuumpump som kan skapa ett
vakuum p& -800 ftill -900 mbar (t.ex. QIAGEN Vacuum Pump). Undvik hégre
vakuumiryck. Lagre vakuumiryck én det som rekommenderas kan minska utbytet av och

renheten hos nukleinsyrorna och dkar risken fér blockerade membran.

AN "‘L)

Bild 2. QlAvac 24 Plus, QlAvac Connecting System och vakuumpump
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Tabell 1. Kemiska resistensegenskaper for QlAvac 24 Plus

Resistent mot Ej resistent mot
Attiksyra Kaotropiska salter Bensen
Kromsyra Koncentrerade alkoholer Fenol

SDS Natriumklorid Kloroform
Tween® 20 Karbamid Toluen
Klorblekning Saltsyra Etrar
Natriumhydroxid

Montera QlAvac 24 Plus vacuum manifold

1

. Anslut QIAVac 24 Plus till en vakuumkélla. Om du anvander QlAvac Connecting System

ska du ansluta systemet till grenréret och vakuumkallan enligt beskrivningen i bilaga A

i handboken fér QIAvac 24 Plus.

. Férin en VacValve {tillval) i varje luerfack p& QlAvac 24 Plus som ska anvéndas (se Bild 3).

Stang de luerfack som inte anvénds med luerlock eller sténg infogad VacValve.

For att sakerstdlla ett konsekvent vakuum bdr VacValves anvindas om provernas

flodeshastigheter avviker avsevart fran varandra.
. Satt in en VacConnector i varje VacValve (se Bild 3).

Utfdr detta steg precis innan du pébérijar reningen fér att undvika att VacConnectors

exponeras for eventuella luftféroreningar.

. Placera QlAamp Mini-kolonnerna i de VacConnectors som finns p& grenréret (se Bild 3).
Obs! Spara tvéttréret fran blisterférpackningen fér anvéndning i reningsprotokollet.

. S&tt in en kolonnférléngare (20 ml) i varje QlAamp Minikolonn (se Bild 3).

Obs! Se till att kolonnférléngaren sitter stadigt i QIAamp Minikolonnen fér att undvika

provldckage.

. Fér rening av nukleinsyror, folj anvisningarna i protokollet. Kassera VacConnectors

pé lampligt vis efter anvéndning.
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Lamna locket p& QlAamp Minikolonnen 8ppet medan vakuum appliceras.

Stang av vakuumet mellan stegen fér att sdkerstélla att en jamn och konsekvent vakuumniva
anvands under bearbetningen. En Vacuum Regulator (vakuumreglerare) kan anvéndas om

du vill frigéra vakuum snabbare (ingér i QlAvac Connecting System).

Obs! Varje VacValve kan stdngas individuellt nér provet har hémtats helt genom
spinnkolonnen, vilket mdjliggér parallellbearbetning av prover med olika volym eller

viskositet.

. Nér proverna har bearbetats rengér du QlAvac 24 Plus (se “Rengéring och

dekontaminering av QlAvac 24 Plus” i handboken fér QlAvac 24 Plus).
Obs! Buffer ACL, ACB och ACW1 &r inte kompatibla med desinfektionsmedel som

innehaller blekmedel. Sidan 12 innehdller Varningar och férsiktighet.

20
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¥

Bild 3. Konfigurera QlAvac 24 Plus med QlAamp Mini-kolonner med VacValves, VacConnectors och
kolonnfsrléngare.

1 QlAvac 24 Plus vacuum manifold 4 VacConnector

2 Lluerfack p& QlAvac 24 Plus (stings med 5 QlAamp Mini-kolonn
luerlock)

3 VacValve** 6 Kolonnférlangare

Vi rekommenderar att du mérker provréren och QlAamp Minikolonnerna fér anvéndning pé
QlAvac 24 Plus-vakuumsystemet enligt schemat i Bild 4 for att undvika férvéxling av proverna.

Detta schema kan fotokopieras och mérkas med provnamn.

* Maste képas separat.
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Datum:

Operatér:

K&rnings-ID:
07 08 o4 10 1 2
o] o o] o o] o]
19 20 21 22 23 24
O o} o o o o]

Bild 4. Markningsschema for provrdr och QlAamp Mini-kolonner fér anvéndning med vakuumsystemet QlAvac 24
Plus
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Forberedning av buffertar och reagenser

Buffer ACB

Tillsatt 200 ml isopropanol (100 %) till 300 ml Buffer ACB-koncentrat infér anvandning. Detta
ger 500 ml Buffer ACB. Blanda noggrant efter att isopropanol har tillsatts.

Buffer ACW1*

Tillsatt 25 ml etanol (96-100 %) till 19 ml Buffer ACW 1-koncentrat infér anvéndning. Detta
ger 44 ml Buffer ACW 1. Blanda noggrant efter att etanol har fillsatts.

Buffer ACW2T

Tillsétt 30 ml etanol (96-100 %) till 13 ml Buffer ACW2-koncentrat infér anvéndning. Detta
ger 43 ml Buffer ACW?2. Blanda noggrant efter att etanol har tillsatts.

Tillsatta barar-RNA till Buffer ACL*

Bérar RNA har 2 syften. For det forsta forbéttrar det bindningen av nukleinsyror till QlAamp
Mini-membranet, sarskilt om det &r mycket f& malmolekyler i provet. Fér det andra minskar
tillsatsen av stora mangder barar-RNA risken fér RNA-nedbrytning i den séllsynta héndelsen
att  RNase-molekylerna undgér denaturering genom de kaotropiska salterna  och

rengoringsmedlen i Buffer ACL.

Mangden frystorkat béarar-RNA ér tillréickligt for den volym Buffer ACL som medféljer kitet. Den
rekommenderade koncentrationen av bdararRNA har anpassats s& att QlAamp DSP
Circulating NA-protokollet kan anvdndas som ett generiskt reningssystem kompatibelt med

ménga olika férstarkningssystem, och ar lamplig for ett stort urval RNA- och DNA-mal.

* Innehaller kaotropiskt salt. Se varningar och férsiktighetsdtgérder pa sida 12.
t Innehéller natriumazid som konserveringsmedel.
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Olika férstarkningssystem har varierande effektivitet beroende p& den totala méngden
nukleinsyror som férekommer i reaktionen. Eluat fr&n denna sats innehdller bade cirkulerande
nukleinsyror och bararRNA, och méngden bararRNA &verstiger vida mangden cirkulerande
nukleinsyror i de flesta fall. Darfér kommer méngdbestémningen av isolerade cirkulerande
nukleinsyror genom UV-absorbanslésning inte vara tillrécklig, eftersom resultaten frén sédana

métningar avgérs av férekomsten av bararRNA.

For att erhdlla hégsta kanslighetsniva p& férstarkningsreaktionerna kan det vara nédvandigt
att minska méngden barar-RNA som fillsétts till Buffer ACL.

For forstarkningssystem som inbegriper oligo dT-primrar far b&rar-RNA inte tillsattas under

isoleringen av fritt cirkulerande nukleinsyror.

Tillsatt 1550 pl Buffer AVE* till réret som innehdller 310 pg frystorkat barar-RNA for att erhdlla
en 18sning med koncentrationen 0,2 pg/pl. Lés upp barar-RNA:t grundligt, dela upp det
i alikvoter med lamplig storlek och férvara det i =30 till =15 °C. Undvik att frysa och tina upp

alikvoterna med bérar-RNA mer an 3 génger.

Det gér inte att [6sa upp bérar-RNA i Buffer ACL. Det maste férst 18sas upp i Buffer AVE och
darefter tillséttas till Buffer ACL.

Berdkna hur stor volym Buffer ACL-bararRNA-blandning som behdvs per provsats enligt

tabellerna i protokollen. Valj antalet prover som ska bearbetas samtidigt.

Blanda férsiktigt genom att vénda réret eller flaskan 10 génger. Fér att undvika skumbildning,

vortexblanda inte.

*Innehéller natriumazid som konserveringsmedel.
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Obs! Provberedningsproceduren &r optimerad fér max 1,0 pg bérar-RNA per prov. Om
mindre barar-RNA har visat sig vara béttre for ditt forstdrkningssystem ska endast erforderlig
méngd uppldst bararRNA éverforas till provréren med Buffer ACL. Fr varje mikrogram barar-
RNA som krdvs per beredning ska 5 pl upplst barar-RNA tillséttas till Buffer ACL. (Anvéndning
av mindre &n 1,0 pg barar-RNA per prov kan vara lampligt och méste valideras for varje

specifik provtyp och nedstrémsmetod.)
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Breeze-protokoll: Rening av cirkulerande
nukleinsyror frén 1-5 ml humanblodplasma

Detta protokoll &r avsett for rening av cirkulerande DNA och RNA frén 1-5 ml

humanblodplasma och har optimerats fér minimal arbetsinsats och kort bearbetningstid. Se

"Klassiskt protokoll: Rening av cirkulerande nukleinsyror frédn 1-5 ml humanblodplasma”

(sidan 32) for befintliga anvéndarvaliderade arbetsfléden som anvénder version 1/R3 av
QIAamp DSP Circulating Kit.

Viktigt att tanka pa fore start

Alla centrifugeringssteg utférs i rumstemperatur (15-25 °C).

Stang av vakuumet mellan stegen for att séikerstdlla att en j@mn och konsekvent vakuumnivé

anvands under protokollstegen.

Obs! Vakuumpumptrycket bér vara mellan -800 och — 900 mbar.

Ekvilibrera proverna till rumstemperatur.

Anvénd fosfatbuffrad saltlésning tills provvolymen ar lika med den narmaste exakta
volymen (1 ml till 5 ml).

Stall in QlAvac 24 Plus enligt beskrivningen pé sidan 19.

Vérm ett vattenbad eller eft vérmeblock till 56 °C fér anvéndning med 50 ml centrifugrér
i steg 3.

Ekvilibrera QlAamp Mini-spinnkolonnerna fill rumstemperatur i minst 1 timme fére
anvéndning.

Kontrollera att Buffer ACB, Buffer ACW1 och Buffer ACW2 har forberetts (tillsattning av
isopropanol eller etanol) enligt anvisningarna pé sidan 24.

Tillsétt bararRNA rekonstituterat i Buffer AVE till Buffer ACL i enlighet med anvisningarna
i Tabell 2.
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Tabell 2. Volym Buffer ACL och bérar-RNA (lsst i Buffer AVE) som krévs for bearbetning av 1-5 ml humanblodplasmaprover

Konfiguration A B C D E Barar-RNA
for ml plasma ol 2l 3l P 5l i Buffer AVE (pl)
Number of samples Buffer ACL (ml)
(Antal prover)
1 0,9 1,8 2,6 3,5 4,4 5,6
2 1,8 &3 53 7,0 8,8 11,3
3 2,6 5,3 7.9 10,6 13,2 16,9
4 3,5 7,0 10,6 14,1 17,6 22,5
5 4,4 8,8 13,2 17,6 22,0 28,1
6 53 10,6 15,8 21,1 26,4 33,8
7 6,2 12,3 18,5 24,6 30,8 39,4
8 7,0 14,1 21,1 28,2 35,2 45,0
9 7,9 15,8 23,8 31,7 39,6 50,6
10 8,8 17,6 26,4 35,2 44,0 56,3
11 9,7 19,4 29,0 38,7 48,4 61,9
12 10,6 21,1 31,7 42,2 52,8 67,5
13 11,4 22,9 34,3 45,8 57,2 73,1
14 12,3 24,6 37,0 49,3 61,6 78,8
15 13,2 26,4 39,6 52,8 66,0 84,4
16 14,1 28,2 42,2 56,3 70,4 90,0
17 15,0 29,9 44,9 59,8 74,8 95,6
18 15,8 31,7 47,5 63,4 79,2 101,3
19 16,7 33,4 50,2 66,9 83,6 106,9
20 17,6 35,2 52,8 70,4 88,0 112,5
21 18,5 37,0 55,4 73,9 92,4 118,1
22 19,4 38,7 58,1 77,4 96,8 123,8
23 20,2 40,5 60,7 81,0 101,2 129,4
24 21,1 42,2 63,4 84,5 105,6 135,0
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Forfarande: Breeze-protokoll

1. Pipettera QIAGEN Proteinase K, plasma och Buffer ACL i den ordningen i ett 50 ml

centrifugrér (medféljer ej).

Konfiguration A B C D E
ProtK (pl) 100 200 300 400 500
Plasma (ml) 1 2 3 4 5
ACL (ml) 08 1,6 2,4 3,2 4

2. Sténg locket och pulsvortexblanda i 5 x 2 sekunder.

Kontrollera att en synlig virvel bildas i provroret. For att sckerstélla effektiv lysering

&r det viktigt att provet och Buffer ACL blandas noga fér att f& fram en homogen 18sning.

Obs! Stér inte proceduren under den hér tiden. Fortsétt omedelbart vidare till steg 3 for

att starta lyseringsinkubationen.
3. Inkubera i 56 °C (+ 1 °C)i 15 (+ 1) minuter.
4. Satt tillbaka provréret pa arbetsbdnken och skruva loss korken.

5. Tillsatt Buffer ACB till lysatet i provroret. Vélj volym enligt konfigurationen i steg 1.

Konfiguration A B C D E

ACB (ml) 1,8 3,6 54 7.2 9

6. Stang locket och pulsvortexblanda noggrant i 5 x 2 sekunder.

Kontrollera att en synlig virvel bildas i provréret. For att sakerstélla effektiv lysering &r det

viktigt aft lysatet och Buffer ACB blandas noga fér att f& fram en homogen 16sning.

7. Inkubera lysat-Buffer ACB-blandningen i provréret i 5 (+ 1) i rumstemperatur.
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8.

12.

13.

Satt in QlAamp Minikolonnerna i VacConnector pd QlAvac 24 Plus (se “Montera QlAvac
24 Plus vacuum manifold”, sidan 19). Satt in en 20 ml kolonnférléngare i den éppna

QlAamp Mini-kolonnen.

Se fill att kolonnférlangaren sitter stadigt i QlAamp Mini-kolonnen fér aft undvika

provldackage.

Obs! Spara tvéttréret for torkcentrifugeringen i steg 13.

. Applicera forsiktigt lysatet frén steg 7 i kolonnférléngaren pd QlAamp Mini-kolonnen. Satt

igadng vakuumpumpen. Naér alla lysat har hamtats fullsténdigt genom kolonnerna sténger
du av vakuumpumpen och slépper trycket till O mbar. Ta férsiktigt bort kolonnférléngaren

och kassera den.

Observera att stora provlysatvolymer (omkring 18 ml nar du bérjar med ett 5 ml prov) kan
behéva upp till 20 minuter fr att passera genom QIAamp Mini-membranet med hjélp av

vakuumkraft.

En Vacuum Regulator (vakuumreglerare) kan anvéndas om du vill frigéra vakuum snabbare

och enklare (ingér i QIAvac Connecting System).

Obs! Fér att undvika korskontamination ska du undvika att korsangrdnsa QlAamp Mini-

kolonner medan kolonnférlangare avlagsnas.

. Tillsatt 600 pl Buffer ACW1 i QlAamp Mini-kolonnen. L&t locket p& kolonnen vara &ppet

och sl& pé& vakuumpumpen. Nér all Buffer ACW1 har hamtats fullstédndigt genom QlAamp

Mini-kolonnen stanger du av vakuumpumpen och slapper trycket till O mbar.

. Tillsétt 750 pl Buffer ACW2 i QlAamp Mini-kolonnen. L&t locket pé& kolonnen vara dppet

och sl& p& vakuumpumpen. Nér all Buffer ACW2 har hémtats fullstandigt genom QlAamp
Mini-kolonnen sténger du av vakuumpumpen och slépper trycket till O mbar.
Tillsétt 750 pl etanol (96-100 %) i QlAamp Mini-kolonnen. L&t locket p& kolonnen vara
Sppet och sld pa vakuumpumpen. Nér all etanol har hémtats fullstandigt genom
spinnkolonnen stéinger du av vakuumpumpen och slépper trycket till O mbar.
Stang locket pa QlAamp Minikolonnen. Ta bort den fran vakuumgrenrdret och kassera

VacConnector. Stéll QlAamp Minikolonnen i eft rent 2 ml tvattrdr (fran steg 8) och
centrifugera med full hastighet (20 000 x g; 14 000 rpm) i 3 ( 0,5) minuter.
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14.

15.

Placera QlAamp Mini-kolonnen i eft rent 2 ml tvatrér. Oppna locket och inkubera

i rumstemperatur i 3 minuter fills membranet ar helt torrt.

Stéll QlAamp Mini-kolonnen i eft rent 1,5 ml tvéttrdr (medfélier) och kassera 2 mltvéttroret
fran steg 14. Tillsatt 20-150 pl Buffer AVE mitt p& QlAamp Mini-kolonnmembranet. Sténg
locket och inkubera i rumstemperatur i 3 (+0.5) minuter.

Viktigt: Se fill att Buffer AVE (elueringsbufferten) ekvilibreras fill rumstemperatur (15-25 °C).
Om elueringen gérs i smd volymer (<50 pl) méste elueringsbufferten dispenseras mitt pé
membranet for fullsténdig eluering av bundna nukleinsyror.

Elueringsvolymen &r flexibel och kan anpassas efter kraven f5r nedstrémstillémpningar.
Eluering med mindre volymer Buffer AVE leder till hdgre koncentrationer av nukleinsyror,
men kan leda till lagre totalt utbyte.

Eluatvolymutbytet kan vara upp till 5 pl mindre dn elueringsvolymen som tillsattes pa

membranet i QlAamp Minikolonnen.

Obs! For férvantat laga utbyten av nukleinsyror kan ett légbindande provrér anvéndas for

eluering (medfdljer inte).

. Centrifugera i en mikrocentrifug med full hastighet ca 20 000 x g; 14 000 rpm) i 1 minut

for aft eluera nukleinsyror.
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Klassiskt protokoll: Rening av cirkulerande
nukleinsyror fran 1-5 ml humanblodplasma

Detta protokoll utgér det oféréndrade protokollet frén handboken fér QlAamp DSP Circulating

NA Kit version 3 (R3) fér anvéndning med bland annat befintliga anvéndarvaliderade

arbetsfldden fér 1-5 ml humanplasma.

Viktigt att tanka pa fore start

Alla centrifugeringssteg utférs i rumstemperatur (15-25 °C).

Stang av vakuumet mellan stegen for att séikerstdlla att en j@mn och konsekvent vakuumnivé

anvands under protokollstegen.
Obs! Vakuumpumptrycket bér vara mellan -800 och — 900 mbar.
Ekvilibrera proverna till rumstemperatur.

Anvénd fosfatbuffrad saltldsning tills provvolymen ar lika med den narmaste exakta

volymen (1 ml till 5 ml).

Stall in QlAvac 24 Plus enligt beskrivningen pé sidan 19.

Vérm ett vattenbad eller eft varmeblock till 60 °C fér anvandning med 50 ml centrifugror
i steg 3.

Vérm ett vérmeblock till 56 °C fér anvéndning med 2 ml tvéttrdr i steg 14.

Ekvilibrera QlAamp Mini-spinnkolonnerna till rumstemperatur i minst 1 timme foére
anvandning.

Kontrollera att Buffer ACB, Buffer ACW1 och Buffer ACW2 har férberetts (tillsatning av
isopropanol eller etanol) enligt anvisningarna pé& sidan 24.

Tillsétt bararRNA rekonstituterat i Buffer AVE till Buffer ACL i enlighet med anvisningarna
i Tabell 3.
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Tabell 3. Volym Buffer ACL och bérar-RNA (I5st i Buffer AVE) som krévs fér bearbetning av 1-5 ml humanblodplasmaprover

Konfiguration A B C D E Barar-RNA
for ml plasma i Buffer AVE (pl)
1T ml 2ml 3ml 4 ml 5 ml

Number of samples Buffer ACL (ml)

(Antal prover)

1 0,9 1,8 2,6 3,5 4,4 5,6

2 1,8 &3 53 7,0 8,8 11,3

3 2,6 53 7,9 10,6 13,2 16,9

4 3,5 7,0 10,6 14,1 17,6 22,5

5 4,4 8,8 13,2 17,6 22,0 28,1

6 53 10,6 15,8 21,1 26,4 33,8

7 6,2 12,3 18,5 24,6 30,8 39,4

8 7,0 14,1 21,1 28,2 35,2 45,0

9 7,9 15,8 23,8 31,7 39,6 50,6

10 8,8 17,6 26,4 35,2 44,0 56,3

11 9.7 19,4 29,0 38,7 48,4 61,9

12 10,6 21,1 31,7 42,2 52,8 67,5

13 11,4 22,9 34,3 45,8 57,2 73,1

14 12,3 24,6 37,0 49,3 61,6 78,8

15 13,2 26,4 39,6 52,8 66,0 84,4

16 14,1 28,2 42,2 56,3 70,4 90,0

17 15,0 29,9 44,9 59,8 74,8 95,6

18 15,8 31,7 47,5 63,4 79,2 101,3

19 16,7 33,4 50,2 66,9 83,6 106,9

20 17,6 35,2 52,8 70,4 88,0 112,5

21 18,5 37,0 55,4 73,9 92,4 118,1

22 19,4 38,7 58,1 77 .4 96,8 123,8

23 20,2 40,5 60,7 81,0 101,2 129,4

24 21,1 42,2 63,4 84,5 105,6 135,0
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Forfarande: Klassiskt protokoll

1. Pipettera QIAGEN Proteinase K, plasma och Buffer ACL i den ordningen i ett 50 ml

centrifugrér (medféljer ej).

Konfiguration A B C D E
ProtK (pl) 100 200 300 400 500
Plasma (ml) 1 2 3 4 5
ACL (ml) 08 1,6 2,4 3,2 4

2. Stang locket och pulsvortexblanda i 30 sekunder.

Kontrollera att en synlig virvel bildas i provroret. For att sckerstdlla effektiv lysering

&r det viktigt att provet och Buffer ACL blandas noga fér att f& fram en homogen 18sning.

Obs! Stér inte proceduren under den hér tiden. Fortsétt omedelbart vidare till steg 3 for

att starta lyseringsinkubationen.
3. Inkubera i 60 °C (+ 1°C) i 30 = 2 minuter.
4. Satt tillbaka provréret p& arbetsbénken och skruva loss korken.

5. Tillsatt Buffer ACB till lysatet i provroret. Vélj volym enligt konfigurationen i steg 1.

Konfiguration A B C D E

ACB (ml) 1,8 3,6 5,4 7,2 9

6. Stang locket och pulsvortexblanda noggrant i 30 sekunder.

Kontrollera att en synlig virvel bildas i provréret. For att sakerstélla effektiv lysering &r det

viktigt aft lysatet och Buffer ACB blandas noga fér att f& fram en homogen 16sning.

7. Inkubera lysat-Buffer ACB-blandningen i provréret i 5 (+ 1) minuter pé is.
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8.

13.

Satt in QlAamp Minikolonnerna i VacConnector pd QlAvac 24 Plus (se “Montera QlAvac
24 Plus vacuum manifold”, sidan 19). Satt in en 20 ml kolonnférléngare i den éppna

QlAamp Mini-kolonnen.

Se fill att kolonnférlangaren sitter stadigt i QlAamp Mini-kolonnen fér aft undvika

provldackage.

Obs! Spara tvdttréret for torkcentrifugeringen i steg 13.

. Applicera férsiktigt lysatet frén steg 7 i kolonnférlangaren p& QlAamp Mini-kolonnen. Sl&

pé vakuumpumpen och minska trycket till ~800 till <900 mbar. Nér alla lysat har hémtats
fullsténdigt genom kolonnerna stdnger du av vakuumpumpen och slépper trycket il

0 mbar. Ta farsiktigt bort kolonnférléngaren och kassera den.

Observera att stora provlysatvolymer (omkring 18 ml nar du bérjar med ett 5 ml prov) kan
behéva upp till 20 minuter fér att passera genom QIAamp Mini-membranet med hjalp av

vakuumkraft.

En Vacuum Regulator (vakuumreglerare) kan anvéndas om du vill frigéra vakuum snabbare

och enklare (ingér i QlAvac Connecting System).

Obs! Fér att undvika korskontamination ska du undvika att korsangrdnsa QlAamp Mini-

kolonner medan kolonnférlangare avlagsnas.

. Tillsatt 600 pl Buffer ACW1 i QlAamp Mini-kolonnen. L&t locket p& kolonnen vara éppet

och sl& pé& vakuumpumpen. Nér all Buffer ACW1 har hamtats fullstédndigt genom QlAamp

Mini-kolonnen stanger du av vakuumpumpen och slapper trycket till O mbar.

. Tillsatt 750 pl Buffer ACW2 i QlAamp Mini-kolonnen. L&t locket pé& kolonnen vara dppet

och sl& p& vakuumpumpen. Nér all Buffer ACW2 har hémtats fullstandigt genom QlAamp

Mini-kolonnen sténger du av vakuumpumpen och slépper trycket till O mbar.

. Tillsatt 750 pl etanol (96-100 %) i QlAamp Minikolonnen. L&t locket pd kolonnen vara

dppet och sl& pé& vakuumpumpen. Nar all etanol har hamtats fullsténdigt genom

spinnkolonnen sténger du av vakuumpumpen och sldpper trycket till O mbar.
Stang locket p& QlAamp Minikolonnen. Ta bort den fran vakuumgrenrdret och kassera

VacConnector. Stéll QlAamp Minikolonnen i eft rent 2 ml tvéttrdr (fran steg 8) och
centrifugera med full hastighet {20 000 x g; 14 000 rpm) i 3 (£ 0,5) minuter.
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14.

15.

Placera QlAamp Mini-kolonnen i ett rent 2 ml tvéttrér. Oppna locket och inkubera i 56 °C

(£ 1°C)i 10 (x 1) minuter tills membranet ar helt torrt.

Stéll QlAamp Mini-kolonnen i eft rent 1,5 ml tvéttrdr (medfélier) och kassera 2 mltvéttroret
fran steg 13. Tillsatt 20-150 pl Buffer AVE mitt p& QlAamp Minikolonnmembranet. Sténg
locket och inkubera i rumstemperatur i 3 (+0.5) minuter.

Viktigt: Se till att Buffer AVE (elueringsbufferten) ekvilibreras fill rumstemperatur (15-25 °C).
Om elueringen gérs i smd volymer (<50 pl) méste elueringsbufferten dispenseras mitt pé

membranet for fullsténdig eluering av bundna nukleinsyror.
Elueringsvolymen &r flexibel och kan anpassas efter kraven fér nedstrémstillampningar.

Eluering med mindre volymer Buffer AVE leder till hdgre koncentrationer av nukleinsyror,
men kan leda till lagre totalt utbyte.

Eluatvolymutbytet kan vara upp till 5 pl mindre &n elueringsvolymen som tillsattes pa
QIAamp Minikolonnen.

Obs! For férvantat laga utbyten av nukleinsyror kan ett légbindande provrér anvéndas for

eluering (medfdljer inte).

. Centrifugera i en mikrocentrifug med full hastighet ca 20 000 x g; 14 000 rpm) i 1 minut

for aft eluera nukleinsyror.
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Kvalitetskontroll

For att sakerstalla en enhetlig produktkvalitet testas varje lot av QlAamp DSP Circulating NA
Kit med faststallda specifikationer enligt QIAGEN:s ISO-certifierade kvalitetshanteringssystem.

Begransningar

Systemprestandan fér isolering av cirkulerande, cellfria nukleinsyror har beréknats med

humanplasmaprover som har hamtats frén féljande blodprovtagningsror:

e K2-EDTA (Beckton Dickinson, Kat. nr 367525)
® PAXgene Blood ccfDNA Tube (PreAnlaytiX, Kat. nr 768115)
e Cell-Free DNA BCT (Streck, Kat. nr 218962)

Det &r anvandarnas ansvar att validera systemets prestanda fér eventuella procedurer som

anvands i deras laboratorium och inte ingdr i QIAGEN:s prestandastudier.

For att minimera risken for negativ p&verkan pé diagnostiska resultat bér lémpliga kontroller
fér nedstrémstillampningar anvéndas. For ytterligare validering rekommenderas riktlinjerna
frén International Conference on Harmonization of Technical Requirements (ICH) i ICH Q2(R1)
Validation Of Analytical Procedures: Text And Methodology.

Eventuella diagnostiska resultat som erhélls méste tolkas tillsammans med &vriga kliniska fynd

eller laboratoriefynd.
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Symboler

Symbol

: <N>

IVD

Symbolfsrklaring

Innehéller tillréickligt med reagenser fér <N> test

Utgangsdatum

In vitro-diagnostisk medicinsk produkt

Vid ankomst

Oppna vid leverans. Férvara QlAamp Mini-spinnkolonnerna vid 2-8 °C

Katalognummer
Antal
Partinummer
Materialnummer
Komponenter
Volym

Tillséitta

Temperaturbegrénsning
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Tillverkare

Las bruksanvisningen innan anvéndning

E i

[EE Skriv ner aktuellt datum efter tillsats av etanol i flaskan
[EtOH |

©?

Etanol

Skriv ner aktuellt datum efter tillsats av isopropanol i flaskan

IPA
IPA Isopropanol
CONT Innehéller
q Leder till
GITC Guanidintiocyanat
GuHCI Guanidinhydroklorid
BRI 58] s

GTIN GSl-artikelnummer

QIAamp DSP Circulating NA Kit Bruksanvisning (Handbok) 09/2019

39




Referenser

1. Levy, B. (2019) Prenatal Diagnosis. Methods in Molecular Biology. 2nd ed. New York:

Humana Press.

2. Hahn, S. and Zimmermann, B.G. (2010) Cell-free DNA in maternal plasma: has the size-
distribution puzzle been solved? Clin Chem. 56, 1210-1211.

3. Anfossi, S., Babayan, A., Pantel, K., and Calin, G. (2018) Clinical utility of circulating
non-coding RNAs - an update. Nat Rev Clin Oncol 15, 541-563.

4. Babayan, A. and Pantel, K. (2018) Advances in liquid biopsy approaches for early

detection and monitoring of cancer. Genome Med 10, 21.

5. Terrinoni, A.,et al (2019) The circulating miRNAs as diagnostic and prognostic markers.
Clin Chem Lab Med. 57, 932-953.

Kontaktinformation

For teknisk hjalp och ytterligare information, besdk vart center fér teknisk support pa
support.giagen.com eller ring en av QIAGEN:s avdelningar fér teknisk support eller lokala

distributérer (se baksidan eller besdk www.giagen.com).
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Felsékningshandbok

Den hdr felsékningshandboken kan vara till hjdlp fér att I16sa eventuella problem som uppstdr.

For kontaktinformation, se baksidan eller bessk www.qiagen.com.

Kommentarer och férslag pé étgérd

Lite eller ingen nukleinsyra i eluatet

a)  Anvandning av e stabiliserad
plasma

b)  Langre tid mellan blodtagning
och plasmaberedning.

c)  Proverna har frysts och tinats
mer dn en gang

d)  L&g koncentration av mél-DNA
i proverna

e)  Ineffektiv provlysering

i Buffer ACL

f) Buffer ACLbararRNA-
blandningen &r inte tillréickligt

blandad

g)  Etanol med l&g procent
anvéindes istéllet for

96-100 %

h)  Buffer ACB ér felakfigt
férberedd

i) Buffer ACW1 eller Buffer
ACW?2 ér felaktigt forberedda

i} Buffer ACWT1 eller Buffer
ACW?2 férbereddes med
70 % etanol

Ej stabiliserade plasmaprover kan leda fill snabbare DNA-nedbryting.

Vi rekommenderar att CEN/TS 16835-3:2015 féljs. Upprepa reningsférfarandet
med nya prover.

Kérnférsedda blodkroppar kan brytas ned och frigéra genomiskt DNA i plasman,
vilket spader ut mélnukleinsyran.

Undvik att tina och frysa upprepade génger eftersom detta kan leda till nedbrytning
av DNA. Anvénd dlltid férska prover eller prover som endast har finats en géng.
Plasmaproverna lémnades st&ende i rumstemperatur for lénge. Upprepa
reningsférfarandet med nya prover

Obs! Vissa individer kan ha en lag koncentration cellfria nukleinsyror i plasman.

| sédana fall bér en dkad provwolym och en lag eluatvolym véljas.

Om QIAGEN Proteinase K utstts for férhdjd temperatur under en léngre tid kan det
férlora akfivitet. Upprepa proceduren med nya prover och nytt QIAGEN Proteinase K.

Blanda Buffer ACL med bérarRNA genom att véinda provréret med Buffer ACL-bdrar-
RNA férsiktigt minst 10 génger.

Upprepa reningsforfarandet med nya prover och 96-100 % etanol. Anvéind inte
denaturerad alkohol som innehdller andra substanser, sésom metanol eller
metyletylketon.

Kontrollera att Buffer ACB-koncentratet rekonstituerades med rétt volym isopropanol
(inte etanol, se sidan 24).

Kontrollera att Buffer ACW1- och Buffer ACW2-koncentraten spéddes med réitt
volym etanol (se sidan 24). Upprepa reningsfrfarandet med nya prover.

Kontrollera att Buffer ACW 1- och Buffer ACW2-koncentraten spéiddes med
96-100 % efanol (se sidan 24). Upprepa reningsférfarandet med nya prover.

DNA eller RNA fungerar infe bra i enzymatiska nedstrémsreaktioner

a)  Lite eller ingen DNA i eluatet

b)  Felaktig elueringsvolym

Se "Lite eller ingen nukleinsyra i eluatet” ovan fér méjliga orsaker. Oka méngden
eluat som fillsatts till reaktionen om detta &r majligt.

Berdkna lémplig maxvolym fér eluatet fér din nedstrémstillampning. Minska eller 8ka
eluatvolymen som tillsétts i nedstrdmstillampningen dérefter. Elueringsvolymen kan
anpassas proportionerligt.

Obs! Eluering med mindre volymer Buffer AVE leder till hégre koncentrationer av
nukleinsyror, men kan leda till lagre totalt utbyte.
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Kommentarer och férslag pa atgérd

c)  Buffertarna har inte blandats  Salt- och etanolkomponenterna hos tvéttbufferten Buffer ACW?2 kan ha separerat
ordentligt efter att de har [émnats stéende under en ldngre fid mellan kérningar. Blanda
alltid buffertarna noggrant infér varie kérning.

d)  Stérningar pa grund av Om f5rekomsten av bérarRNA i eluatet stér de enzymatiska
bararRNA nedstrémstillampningarna kan det vara nédvandigt att minska méngden
barar-RNA eller ta bort det helt och hallet.

Allmén hantering

a)  Blockerad QlAamp Om flddeshastfigheten minskar kan vakuumtiden férléngas.

Minikolonn Alternativt kan du stinga VacValve, om den anvénds, och férsiktigt fa bort montaget

med kolonnférléngaren, VacConnector och VacValve frén QlAamp Minikolonnen
utan att férlora nagot lysat i kolonnférléngaren.

Ta bort QlAamp Minikolonnen frén vakuumgrenréret, stéll den i ett 2 ml tvéttrdr och
cenfrifugera den med full hastighet tills provet helt har passerat genom membranet.
Sétt fillbaka montaget med kolonnférléngaren, VacConnector och VacValve som
innehdller det kvarvarande lysatet. Sl& pé& vakuumpumpen, dppna VacValve och
fortsaitt aft fillséitta det kvarvarande lysatet.

Upprepa ovanstdende procedur om QlAamp Minikolonnen fortsétter att blockeras.

Kryoféllningar kan ha bildats i plasman pé grund av upprepad frysning och
uppfining. Dessa kan blockera QIAamp Minikolonnen. Anvéind infe plasma som
har frysts och tinats mer &én en géng.

Om kryoféllningar syns kan du rengdra provet genom att centrifugera det i 5 minuter
med 16 000 x g.

b)  Varierande elueringsvolymer  Olika prover kan péverka volymen hos det férdiga eluatet. Eluatvolymutbytet kan vara
upp till 5 pl mindre @n elueringsvolymen som tillsattes pa QlAamp Minikolonnen.

c)  Vakuumtryck pa -800 fill Vakuumgrenréret sluter infe tétt. Tryck pd locket p& vakuumgrenréret nér
—900 mbar uppnéddes inte vakuumpumpen &r pé. Kontrollera om vakuumtrycket uppnés.

Packningen i QlAvaclocket &r utsliten. Kontrollera grenrérets férsegling manuellt
och byt ut den vid behov.

VacValves é&r utslitna. Ta bort alla VacValves och sétt in VacConnectors direkt
i luerfériéingningara. Sétt in QlAamp Minikolonner i VacConnectors, stéing
kolonnernas lock och slé pé vakuumpumpen. Kontrollera om vakuumtrycket uppnas.

Byt ut VacValves vid behov.

Anslutningen till vakuumpumpen léicker. Sténg alla luerfériéingningar med luerlock och
sl& p& vakuumpumpen. Kontrollera att vakuumtrycket &r stabilt efter att pumpen har
slagits p& (och Vacuum Regulator-ventilen &r stiingd). Byt ut anslutningarna mellan
pumpen och vakuumgrenréret vid behov.

Om vakuumirycket fortfarande inte uppnas bér vakuumpumpen erséttas med en
starkare pump.
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Bilaga A: Rekommendation fér separation och
férvaring av blodplasma

For blodprovtagningsrér for stabilisering (t.ex. PAXgene ccfDNA Tube eller Streck Cell-Free
DNA Tube) ska tillverkarnas anvisningar fér separation och férvaring av plasma féljas.
Vi rekommenderar att du validerar dessa férvaringsvillkor tillsammans med din specifika

nedstrémstillampning och mal.
Vi rekommenderar att CEN/TS 16835-3:2015 fljs for ej stabiliserade blodprovtagningsrér.

For att isolera cirkulerande, cellfria nukleinsyror frén blodprover rekommenderar vi att du féljer
detfta protokoll, vilket omfattar ett centrifugeringssteg med héga g-krafter for att avldgsna

celldebris och dérmed minska mangden cellulart eller genomiskt DNA eller RNA i provet.

1. Placera EDTA-helblod i BD Vacutainer®-provrér (eller andra priméarblodprovrér med EDTA
som antikoagulant) i en centrifug som har kylts till 4 °C med en swing-out-rotor och lampliga

bagare.
2. Centrifugera blodproverna i 10 minuter med 1900 x g (3000 rpm) i 4 °C.

3. Aspirera plasmasupernatanten forsiktigt utan att stéra plasma-cell-gréanslagret. Cirka 4-5 ml

plasma kan utvinnas fran ett 10 ml primérprovrér.

Obs! Plasma kan nu anvéndas fér utvinning av cirkulerande nukleinsyror. Den féljande
héghastighetscentrifugeringen kommer dock att ta bort ytterligare celldebris och
féroreningar frén de cirkulerande nukleinsyrorna genom genomiskt DNA och RNA som

harleds frén skadade karnférsedda blodkroppar.

4. Aspirerad plasma &verfors till eft nytt centrifugror.

5. Centrifugera plasmaproverna i 10 minuter med 16 000 x g (med en fastvinkelrotor) i 4 °C.
Detta avldgsnar ytterligare cell-nukleinsyror som sitter fast i celldebris.

6. Avlagsna supernatanten forsiktigt och éverfor den till et nytt provrdr utan att stéra pelletten.
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7.

Om plasma kommer att anvéndas fér utvinning av nukleinsyror samma dag ska den
forvaras vid 2-8 °C tills dess att den ska bearbetas. Fér ldngre férvaring kan
plasmaalikvoter frén séval stabiliserade som icke-stabiliserade blodprovtagningsrér
forvaras i =20 °C (DNA som mal) eller —-80 °C (RNA som mdél) i minst 4 veckor. Innan
plasman anvénds fér utvinning av cirkulerande nukleinsyror ska plasmaprovréren tinas

i rumstemperatur.

. Valfritt: Centrifugera plasmaproverna i 5 minuter vid 16 000 x g (med en fastvinkelrotor)

for att ta bort kryoféllningar.

Valfritt: Overfér supernatanten till eft nytt provrér och pébéria sedan protokollet for

utvinning av cirkulerande nukleinsyror.
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Bilaga B: Allménna hanvisningar angdende
RNA-hantering

Arbeta med RNA

Ribonukleaser (RNaser) &r mycket motsté&ndskraftiga och aktiva enzymer, som normalt inte
behéver kofaktorer for att fungera. RNaser @r svéra att inaktivera och endast en liten méngd
racker for att bryta ner RNA. Darfor skall inga laboratoriematerial av glas eller plast anvéndas,
dar RNase-kontaminationer inte eliminerats forst. Se till att inga RNase-kontaminationer kan
tillkomma p& RNA-proven under eller efter reningsproceduren. For att skapa och uppratthélla
en RNase-fri omgivning bér féljande férsiktighetsatgarder féljas vid forbehandling och bruk

av engdngs- och flergangsbehdllare och I6sningar nar du arbetar med RNA.

Allman hantering

Arbetet med RNA ska dlltid félja principerna fér korrekta mikrobiologiska och aseptiska
arbetstekniker. Hander och dammpartiklar kan bara pé bakterier och mégelsvampar, vilket &r
de vanligaste orsakerna till RNase-kontamination. For att undvika RNase-kontamination via
huden eller genom dammiga laboratorieinstrument, bér du darfér alltid béra latex- eller
vinylhandskar vid hantering av reagenser eller RNA-prover. Byt laboratoriehandskarna ofta
och stéing alltid alla rér direkt efter anvandning. Lat renat RNA ligga kvar pd is, om alikvoter

pipetteras fér nedstrémstillampningar.

Plastvaror fér engdngsbruk

Anvdndning av sterila, RNase-fria polypropylenprovrér fér engéngsbruk rekommenderas fér

hela proceduren.
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Bestallningsinformation

Produkt Innehall Kat.nr
QIAamp DSP Circulating For 50 beredningar: QlAamp 61504
NA Kit (50) Minikolonner, kolonnférlangare,

VacConnectors, QIAGEN Proteinase K,
reagens, buffertar och provtagningsrér

Tillbehsr
QlAvac 24 Plus vacuum Vakuumgrenrér for bearbetning av 19413
manifold* 1-24 spinnkolonner: QlAvac 24 Plus

vacuum manifold, luerlock och

snabbkopplingar

Vacuum Pump* Universalvakuumpump 84010
[USA och
Kanada]
84000
[Japan]
84020
[6vriga
varlden]
QlAvac Connecting System* System fér att ansluta vakuumgrenrér 19419

* Fér anvandning med vakuumprotokoll.

till vakuumpump: innehéller bricka,
avfallsflaskor, slangar, kopplingar,
ventil, matenhet och 24 VacValves

Uppdaterad licensinformation och produktspecifika friskrivningsklausuler finns i respektive
QIAGEN-kithandbok eller -bruksanvisning. Handbécker och bruksanvisningar for QIAGEN-kit

finns p& www.giagen.com eller kan bestdllas fran QIAGENS tekniska service eller din lokala

aterforsaljare.
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Dokumentrevisioner

Datum Andringar
R4 Andring av anvéndningsomréde fran endast humanplasma till cellfria
09/2019 nukleinsyror. Inférande av protokollet “Breeze”. Protokoll fér urin och

miRNA ingdr inte.

Uppdatering av sékerhetsinformation.

Begransat licensavtal fér QIAamp DSP Circulating NA Kit
Anvéndning av den hér produkten innebér att képare eller anvéndare av produkten godkénner féljande villkor:

1. Produkten far endast anvéindas i enlighet med de protokoll som medfélier produkten och den hér handboken och fér endast anvéindas med komponenterna som ingér
i kitet. QIAGEN ger ingen licens fér nagon av sina immateriella tillgéngar fér att anvéinda eller inkludera komponenterna i detta kit med komponenter som inte ingér
i detta kit, férutom vad som beskrivs i de protokoll som medféljer produkten, den hér handboken och ytterligare protokoll som finns p& www.qiagen.com. Vissa av de
hér ytterligare protokollen har fillhandahéllits av QIAGEN-anvéndare fér andra QIAGEN-anvéindare. De hér protokollen har inte festats noggrant eller optimerats av
QIAGEN. QIAGEN garanterar inte att de inte kréinker tredje parts réttigheter.

2. Forutom de uttryckligen angivna licenserna kan QIAGEN inte garantera att detta kit och/eller dess anvéndning inte kranker tredje parts rattigheter.

3. Kitet och dess komponenter ér licensierade fér engéngsbruk och fér inte éteranvéndas, férbéttras eller séljas vidare.

4. QIAGEN avsdger sig specifikt ansvar fér alla andra licenser, uttryckliga eller underférstédda, én de uttryckligen angivna.

5. Inkdparen och anvéndaren av detta kit samtycker fill att inte vidta, eller filléta att négon annan vidtar, steg som kan leda till eller underlétta atgérder som ér forbjudna

enligt ovan. QIAGEN kan kréva upphévande av detta begrénsade licensavtal i domstol och ska erséittas fér alla underséknings- och réttegéngskostnader, inklusive
advokatkostnader, vid eventuell atgard fér att uppratthélla detta begréinsade licensavtal eller négon av féretagets immateriella réttigheter avseende kitet och/eller
n&gon av dess komponenter.

Fér uppdaterade licensvillkor, se www.qiagen.com.

Varumérken: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp® (QIAGEN Group); BD Vacutainer® (Becton, Dickinson and Company); Tween® (ICI Americas Inc.). Registrerade
namn, varumérken osv. som anvénds i detta dokument, @ven nér de inte uttryckligen har markerats som sadana, fér inte betraktas som oskyddade i lag.

1118364 10/2019 HB-0466-005 © 2019 QIAGEN, med ensamréitt.
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