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Kayttotarkoitus

QlAamp DSP  Circulating NA  Kit -arvikesarja on jarjestelmd, joka hyddyntas
piidioksidikalvoteknologiaa (QlAamp-teknologia) kiertavén solutoman DNA:n ja RNA:n

manuaaliseen eristdmiseen ja puhdistamiseen ihmisen veriplasmanaytteista.

QIAamp DSP Circulating NA Kit tarvikesarja on tarkoitettu in vitro -diagnostiikkaan.

Kayttotarkoituksen mukainen kayttajé

Tuote on tarkoitettu ammattihenkildiden, kuten molekyylibiologisen koulutuksen saaneiden

teknikoiden ja lagkareiden, kayttoon.
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Kuvaus ja toimintaperiaate

QIAamp DSP Circulating NA -testi sisaltaa 4 vaihetta (lyysaus, sidonta, pesu ja eluointi), ja se
suoritetaan QlAvac-jdrjestelmdn QlAamp Mini -putkien avulla. Tamé luotettava testitapa
vahentad naytteiden valista ristikontaminaatiota ja on kaytdgjille turvallisempi mahdollisesti

tarttuvia naytteitd kasiteltdessa.

Testi on yksinkertainen ja sopii siksi jopa 24 naytteen késittelyyn samanaikaisesti alle 2 tunnin

aikana.

Naytemaarat

QlAamp Mini -putket sitovat fragmentoidut nukleiinihapot, jotka ovat vain 20 nt:n pituisia.
Niiden saanti riippuu kuitenkin ndytemdadrdsté ja ndytteen kiertavien nukleiinihappojen

pitoisuudesta (plasmassa yleensd 1-100 ng/ml). QlAamp DSP Circulating NA -esti on

optimoitu jopa 5 ml:n ndyteméarille.
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QlAamp DSP Circulating
NA Kit -testi

Nayte
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Lyysaus

Sidonta

Eg Eluointi
T

Puhtaat nukleiinihapot

Kuva 1. Yleiskatsaus QlAamp DSP Circulating NA Kit -testiin.
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Lyysausndytteet

Biologisten nesteiden vapaasti kiertévat nukleiinihapot ovat yleensa sitoutuneet proteiineihin
tai rakkuloiden sisdlle, jolloin tehokas lyysausvaihe on valtamaton nukleiinihappojen
vapauttamiseen QlAamp Mini -putken valintaan perustuvaa sidontaa varten. Talldin naytteet
lyysataan erittéin denaturoivissa olosuhteissa korkeissa lampétiloissa proteinaasi K:n ja Buffer
ACL:n lasndollessa, miké takaa DNaasien ja RNaasien inaktivoitumisen ja nukleiinihappojen

vapautumisen proteiineista, lipideistd ja rakkuloista, joihin ne olivat sitoutuneet.
Adsorptio QlAamp Mini -kalvoon

Jotta kiertdvien nukleiinihappojen optimaalinen sitoutuminen kalvoon on mahdollista,
sidontaolosuhteissa lysaattiin on lisatty Buffer ACB. Lysaatit siirretéan taman jdlkeen
QlAamp Mini -putkeen, ja kiertavat nukleiinihapot adsorboidaan suuresta maarasta
piidioksidikalvoon samalla, kun lysaatti viedédn sen lapi tyhjidpaineen avulla. Suola ja pH-
olosuhteet varmistavat, ettd suurin osa proteiineista ja muista kontaminanteista, jotka voivat
estdd PCR-reaktioita ja muita mydhempid entsymaattisia reaktioita, eivat jaa QlAamp

Mini kalvolle.

Tyhjicputkisto (esim. QlAvac 24 Plus, jossa QlAvac Connecting System) ja alipainepumppu,
jonka avulla pystytaén tuottamaan ~800-900 mbarin tyhiid (esim. QIAGEN® Vacuum Pump)
ovat tassa protokollassa pakollisia. Vacuum Regulator -ohjauslaitetta (osa QIAvac Connecting
System -jdrjestelmad) pitaa kayttad, jotta tyhjidpaineen ja tyhjidn katevén vapautuksen

seuraaminen on helppoa.
Jaanndskontaminanttien poistaminen

Nukleiinihapot jaavéat sidotuiksi kalvoon, kun taas kontaminantit pestacn tehokkaasti pois

3 pesuvaiheen aikana.
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Puhtaiden nukleiinihappojen eluoiminen

Eluoiminen suoritetaan Buffer AVE:n avulla. Yhden vaiheen aikana hyvin puhtaat kiertcvét
nukleiinihapot eluoidaan Buffer AVE:ss&, joka on fasapainotettu huoneenlémpdiseksi. Joustava
eluutiotilavuus (50-150 pl) on mahdollinen. Jos tarvitaan suurempia nukleiinihappopitoisuuksia,
eluutiofilavuutia voidaan laskea jopa 20 pl:n tasolle. Eluution alle 50 pl:n filavuus johtaa suurempaan

nukleiinihappotilavuuteen, mutta saattaa aiheuttaa myds matalamman kokonaissaannin.

Saatu eluaattiméard voi olla noin 5 pl pienempi kuin column-putkeen lisatyn eluutiopuskurin

maara.
Nukleiinihappojen saanti ja koko

Vapaasti kiertdvien ja biologisista néytteistd eristettyjen nukleiinihappojen saanti on yleensé alle
1 pg, minkd takia niitd on vaikeaa madrittaa spektrofotometrilla. Kiertévén DNA:n ja RNA:n
absoluuttinen saanti, joka on saatu naytteesta QlAamp DSP Circulating NA Kit -tarvikesarjan
avulla, vaihtelee naytteestd ja yksildstd riippuen. Siihen vaikuttavat myds muut tekijat (esim. tietyt
sairaudet]. Lisciksi eristettyjen nukleiinihappojen kantaja-RNA todennékaisesti dominoi UV-
absorbanssilukemia (katso sivu 27). Kvantitatiivisia monistusmenetelmia suositellaan saannin

madrittdmiseen.

QIAamp DSP Circulating NA Kit 4arvikesarjan avulla puhdistettujen kiertavien nukleiinihappojen
kokojakauma voidaan tarkistaa agaroosigeelielekiroforeesilla, kohteelle spesifioidun merkityn
koettimen (1) hybridisaatiolla tai mikrofluidistisella  elekiroforeesiliouoksella  (esim. Agilent®

Bioanalyzer -jarjestelmalld).
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Protokollien kuvaus

Tassa kasikirjassa esitellaan kaksi erilaista protokollaa.

® "Breezetuuletusprotokolla: Kiertévien nukleiinihappojen puhdistaminen ihmisen
1-5 ml:n veriplasmasta” (sivu 29) on tarkoitettu jopa 5 ml:n plasman prosessointiin
1 ml:n osissa, ja se on optimoitu matalamman kynnyksen kaytannéllisyytta ja lyhytta
|&pimenoaikaa varten.

e “Tavallinen protokolla: Kiertdvien nukleiinihappojen puhdistaminen 1-5 ml:sta ihmisen
veriplasmaa” (sivu 34) on tarkoitettu jopa 5 ml:n plasman prosessointiin 1 ml:n osissa,
ja se koostuu QIAamp DSP Circulating NA Kit -tarvikesarjan késikirjan version 1

pdivitetyssa versiossa 3 (R3) esitetystd muuttumattomasta protokollasta.

Yhteenveto ja selitykset

Vapaasti kiertévat nukleiinihapot ovat ihmisen plasmassa yleensé lyhying fragmentteina
(< 1000 bp (DNA), < 1000 nt (RNA)) tai jopa niin piening kuin 20 nt (miRNAs). Vapaasti
kiertavien nukleiinihappojen pitoisuus ihmisen veriplasmassa on yleensad matala ja vaihtelee

huomattavasti yksildiden vélilla. Vaihteluvéli on 1-100 ng/ml ihmisten néytteissa (2-6).

QlAamp DSP Circulating NA Kit -tarvikesarja mahdollistaa kiertavien nukleiinihappojen
tehokkaan puhdistamisen ihmisen plasmasta. Naytteet voivat olla joko tuoreita tai
pakastettuja. QlAvac 24 Plus -jarjestelman pidennysputket ja tyhjidkasittely mahdollistavat
aloitusnaytteiden enintaan 5 ml:n tilavuuden, ja joustavat eluutiotilavuudet (20-150 pl) sallivat

matalissa pitoisuuksissa olevien nukleiinihappolajien keskittamisen.

Eluoitu ja vapaasti kiertdva genominen DNA tai RNA on valmista kéytettavaksi mydhemmissa
kayttotarkoituksissa, tai sen voi varastoida. Kaytdjien kannattaa optimoida omassa
laboratoriossaan plasman maaré ja eluutiotilavuus kyseessa olevan kohteen ja mydhemmén

sovelluksen perusteella.
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Toimitetut materiaalit

Sarjan sisalté

QlAamp DSP Circulating NA Kit (50)
Tuotenumero 61504
Preparaatioiden madrd 50

Nimi Symbolit Madrd
QIAamp Mini QIAamp Mini columns with Wash Tubes (WT) COL 50

(2 ml) (QlAamp Mini -putket ja Wash Tubes

(WT) -pesuputket, 2 ml)
EXT gglurr)n Extenders (20 ml) (putkenpidentdict, 2x25

m

WT Wash Tubes (2 ml) (pesuputket, 2 ml) 50
ET Elution Tubes (1,5 ml) (eluutioputket, 1,5 ml) TUBE 50
vC VacConnectors (VacConnector-liittimet) 50
ACL* Lysis Buffer (lyysauspuskuri)* 220 ml
ACB* Binding Buffer* (sidospuskuri*, fiiviste) | BIND | BUF | cONC | 300 ml
ACW1* Wash Buffer 1 (pesupuskuri 1%, iiviste) WASH | BUF [ 1 [CONC 19 ml
ACW21 Wash Buffer 27 (pesupuskuri 2T, fiiviste) | [WASH | BUF | 2 JCONC] 13 ml
AVE! Elution Buffer! (eluutiopuskuri®, violetit korkit) | ELU | BUF | 5x2ml
PROTK QIAGEN Proteinase K (QIAGEN-proteinaasi K) 4 x 7 ml
Carrier Carrier RNA (kantaja-RNA, punaiset korkit) 310 pg
QIAamp Mini QIAamp Mini columns with Wash Tubes (WT) COL 50

(2 ml) (QlAamp Mini -putket ja Wash Tubes
(WT) -pesuputket, 2 ml)

Kasikirja

&)

* Sisaltaa kaotrooppista suolaa. Katso sivulta 14 Varoitukset ja varotoimet.

T Sisdltad natriumatsidia sdilontéaineena.
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Sarjan komponentit

Sarjan tarkeimmat osat on esitelty alla.

Taulukko 1. Toimitettujen reagenssien vaikuttavat ainesosat

Reagenssi
Vaikuttava ainesosa Pitoisuus

Symboli Nimi
ACL Lysis Buffer (lyysauspuskuri) Guanidiinitiosyanaatti >30-< 50 % w/w
ACB Binding Buffer (sidospuskuri, iiviste) Guanidiinitiosyanaatti >30-<50 % w/w
ACWI1 Wash Buffer 1 (pesupuskuri 1, tiiviste) Guanidiinihydrokloridi > 30 - < 60% w/w
ACW2 Wash Buffer 2 (pesupuskuri 2, tiiviste) Ei mitaan -

Elution Buffer L
(M3 (eluutiopuskuri, violetit korkit) AL a

QIAGEN Proteinase K . . o
PROTK (QIAGEN-proteinaasi K] Proteinaasi K >1-<3%w/w
Carrier el LN Ei mitadn -

(kantaja-RNA, punaiset korkit)

Kontrollit ja kalibraattorit
Jotta voidaan minimoida nukleiinihapon eristyksen jalkeen luotuihin diagnostisiin tuloksiin

kohdistuvan  negatiivisen  vaikutuksen riski, mydhemmissa  kayttotarkoituksissa  on

hyddynnettava riittdvad laaduntarkkailua.
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Tarvittavat materiaalit, jotka eivat kuulu
toimitukseen

Lisdreagenssit

e FEtanolia (96-100 %) *

e Isopropanoli (100%)

® Jaamurskaa (vain “Tavallinen protokolla: Kiertdvien nukleiinihappojen puhdistaminen
1-5 ml:sta ihmisen veriplasmaa”.)

e Jotkin naytteet saattavat vaatia fosfaattipuskuroidulla keittosuolalla laimennusta

Tarvikkeet

Pipetteja (saddettavia)
Steriileja pipetinkarkia (on suositeltavaa kaytad aerosoliesteilla varustettuja
pipetinkarkid, jotta ristikontaminaatio voidaan estdd)

e 1,5 tai 2 ml:n nukleaasittomia mikroputkia

50 ml:n sentrifugiputkia

* Ala kayta denaturoitua alkoholia, joka sisdltaa muita aineita, kuten metanolia tai metyylietyyliketonia.
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Varusteet

e Vesihaude tai lammitin, johon mahtuu 50 ml:n sentrifugiputkia lampétilassa 56 °C tai
60 °C.*

® Ldmmitin tai samantapainen laite, johon mahtuu 2 ml:n pesuputket lampétilassa 56 °C

(vain tavallinen protokolla)*

Vortex-laite

Mikrosentrifugi (jossa on roottori 2 ml:n putkille)*

QlAvac 24 Plus vacuum manifold (tuotenro 19413)

QlAvac Connecting System -jcrjestelmd (tuotenro 19419) tai vastaava

Vacuum Pump (tuotenro 84010 [USA ja Kanada], 84000 [Japani] tai 84020 [muut

maat]) tai vastaava pumppu, jolla voidaan tuottaa —=800...—~900 mbarin tyhjic.

e Valinnainen: VacValves (tuotenro 19408)

* Varmista, ettd valineet on tarkastettu ja kalibroitu valmistajan ohjeiden mukaan.
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Varoitukset ja varotoimet

Huomaa, ettd saatat joutua tarkistamaan paikalliset maaréykset laitteeseen liittyvien vakavien
vaaratilanteiden raportoinnista valmistajalle ja kaytdjan ja/tai potilaan oleskelumaan

toimivaltaiselle viranomaiselle.
In vitro -diagnostiikkaan

Turvallisuustiedot

Tydskenneltdessa kemikaalien kanssa on aina kaytettava asianmukaista laboratoriotakkia,
kertakdyttkasineitd ja suojalaseja. Lisdtietoa saa tuotekohtaisista kayttdturvatiedotteista.
Ne ovat saatavana PDF-tiedostoina Internet-osoitteessa www.giagen.com/safety. Voit hakea,
lukea ja tulostaa kaikkien QIAGEN-tarvikesarjojen ja niiden osien kéaytoturvallisuustiedotteet
(Safety Data Sheet, SDS).

VAROITUS  Loukkaantumisvaara

ALA lisaa valkaisuainetta tai happamia livoksia suoraan néytteen

preparointijatteeseen.

Buffer ACL, Buffer ACB ja Buffer ACW1 sisdltavat guanidiinisuoloja, jotka valkaisuaineen

kanssa yhdistettying voivat muodostaa herkasti reagoivia aineita.

Jos naita puskureita sisaltavaa nestetta laikkyy, puhdista se laboratoriokéyttodn sopivalla
puhdistusaineella ja vedelld. Jos laikkynyt neste sisdltda mahdollisia tartunnanaiheuttaijia,
puhdista alue ensin laboratoriokdytédn sopivalla puhdistusaineella ja vedelld sekda sen

jalkeen 1-prosenttisella (v/v) natriumhypokloriitilla.
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® Naytteet voivat olla tartuntavaarallisia. Havitd ndyte- jo madritysjate paikallisten

turvallisuuskaytantdjen mukaisesti.
Tiedot hatdatilanteeseen

CHEMTREC
Yhdysvaltojen ja Kanadan ulkopuolella 1-800-424-9300
Yhdysvaltojen ja Kanadan ulkopuolella +1 703-527-3887

Varotoimet

Seuraavat varoitus- ja varotoimenpidelausunnot pdtevét QlAamp DSP Circulating  NA Kit

farvikesarjan osiin.

Buffer ACB

Sisdltéd: guanidiinitiosyanaattia. Vaaral Terveydelle haitallista nieltyné. Voi olla

Ecg haitallista ihokosketuksessa tai hengitettyné. Aiheuttaa vakavia palo- ja silmévammoja.
Haitallista vesielisille, pitkdaikaisia haittavaikutuksia. Kosketus happoihin vapauttaa
erittdin myrkyllistd kaasua. Kéytd suojakdsineitd/suojavaatetusta/silmésuojaimia/
kasvosuojainta. JOS KEMIKAALIA JOUTUU SILMIIN: huuhtele huolellisesti vedella useiden
minuuttien ajan. Poista mahdolliset piilolinssit, jos ne ovat helposti poistettavissa. Jatka

huuhtelua. Soita heti MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN tai ladkdrille.

Buffer ACL

Sisdltaa: guanidiinitiosyanaattia. Vaara! Terveydelle haitallista nieltyna. Voi olla

() haitallista ihokosketuksessa tai hengitettynd. Aiheuttaa vakavia palo- ja silmévammoja.
Haitallista vesielidille, pitkéaikaisia haittavaikutuksia. Kosketus happoihin vapauttaa
erittdin myrkyllistd kaasua. Kéytd suojakdsineitd/suojavaatetusta/silmésuojaimia/
kasvosuojainta. JOS KEMIKAALIA JOUTUU SILMIIN: huuhtele huolellisesti vedellé useiden
minuuttien ajan. Poista mahdolliset piilolinssit, jos ne ovat helposti poistettavissa. Jatka
huuhtelua. Soita heti MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN tai ladkarille.

Buffer ACW1

Sisdltaa: guanidiinihydrokloridi. Varoitus! Haitallista nieltynd tai hengitettynd. Aiheuttaa
ihodrsytystd. Aiheuttaa vakavaa silmien Grsytystd. Kayta suojakasineitd/suojavaatetusta/
silm&suojaimia/kasvosuojainta. Riisu altistuneet vaatteet, ja pese ne ennen seuraavaa
kéyttdd. Havita sisalts tai séilio toimittamalla se hyvéksyttyyn jatelaitokseen.
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Proteinaasi K

Sisdltéa: proteinaasi K:ta. Vaara! Aiheuttaa vahéistd ihodrsytystd. Voi aiheuttaa

hengitettyna allergia- tai astmaoireita tai hengitysvaikeuksia. Valta

é polyn/savun/kaasun/sumun/hdyryn/suihkeen hengittamista. Kayta
suojakdsineitd/suojavaatetusta/silmésuojaimia/kasvosuojainta. Kéytd
hengityksensuojainta. Altistumistapauksessa tai epdvarmoissa tilanteissa: Ota yhteys
MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN tai laékariin. Vie altistunut henkild raittiiseen ilmaan
ja pida hanet hengityksen kannalta mukavassa asennossa. Havitd sisdlts tai silié
toimittamalla se hyvaksyttyyn jatelaitokseen.

Havittdminen

Jatteet sisdltavat naytteitd ja reagensseja. Ne saattavat sisdltda  myrkyllista  tai
tartuntavaarallista materiaalia, joten ne on havitettava asianmukaisesti. Selvitd asianmukainen

havitystapa paikallisista turvamaarayksista.

Lisatietoa saa tuotekohtaisista kayttdturvatiedotteista (Safety Data Sheet, SDS). Ne ovat
saatavilla PDF-muotoisina verkossa sivulla www.qiagen.com/safety, jossa voit tarkastella ja
tulostaa kaikkien QIAGEN-sarjan ja sarjakomponentin kayttdturvallisuustiedotteita (Safety
Data Sheet, SDS).
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Reagenssien sdilytys ja késittely

QlAamp Mini -putkia pitad sailyttad kuivassa, 2-8 °C:n lampétilassa. Kaikkia puskureita on
sdilytettcva huoneenldmméssa (15-25 °C). QlAamp Mini -putket ja QlAamp Mini -puskurit
voidaan sdilyttad ndissd olosuhteissa tarvikesarjan pakkauksessa lukevaan viimeiseen

kéayttdpdivaan asti ilman, ettd tuotteiden suorituskyky huononee.

Kylmakuivattua kantaja-RNA:ta pitdd sdilyttad huoneenldmméssa (15-25 °C) pakkauksessa
ilmoitettuun vanhenemispdivadn asti. Kantaja-RNA pitdd laimentaa Buffer AVE:ssg, ja
laimennettu kantaja-RNA pitad liséta Buffer ACL:Gén vélittémasti sivun 30 ohjeiden mukaisesti
(Breeze-tuuletusprotokolla) tai sivun 35 ohjeiden mukaisesti (tavallinen protokolla). Tama livos
pitdd valmistaa juuri ennen kayttdd. Kaytamattomat kantaja-RNA-annokset, jotka on

laimennettu Buffer AVE:ssd, pitad jaadyttad alikvooteiksi —30...-15 °C:n lampétilassa.
QlAamp DSP Circulating NA Kit tarvikesarja sisaltaa kayttdvalmiin proteinaasi K -livoksen,

joka laimennetaan erityisesti valmistetussa varastopuskurissa. Proteinaasi K on vakaa

pakkauksessa ilmoitettuun vanhenemispdivaan asti, kun se sdilytetaén huoneenlammassa

(15-25 °C).
Kayttostabiilius

Sarja voidaan kaytada 12 kuukauden sisélla ensimmaisestd kaytokerrasta tai viimeiseen

kayttdpdivaan asti, sen mukaan, kumpi on ensin.
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Naytteiden sdilytys ja kasittely
Veren sailytys ja kasittely

Jotta soluttomien nukleiinihappojen hajoamiselta ja solujen nukleiinihappojen vapautumiselta
valtyttdisiin, suosittelemme  kokoveren sdilyttamistd enintdén & tunnin  ajan  2-8 °C:n
lampétilassa  (esim. EDTA-naytteet). Jos kaytdssasi on stabiloituja verindyteputkia, ota
huomioon  valmistajan  suosittelemat  sdilytysolosuhteet.  Suosittelemme  ndiden
sailytysolosuhteiden validointia sen mukaan, millaisia mydhempia kayttdtarkoituksia ja

kohteita sinulla on naytteille.
Plasman sailytys ja kasittely

Plasman erottaminen ja nukleiinihappojen eristéminen on suositeltavaa  vélitémasti
verenluovutuksen jalkeen, jos EDTA:ta on kdytetty antikoagulaattina (erityisesti RNA:ta

kasiteltéessd). Plasmaa voi sdilyttad lyhytaikaisesti jopa 24 tuntia 2-8°C:n lampétilassa.

Pidemman sdilytyksen aikana plasman alikvootit seké stabiloimattomat  veringyteputket
voidaan sdilyttad 20 °C:n tai =80 °C:n lampdtilassa 12 kuukauden ajan (kun kohteena on
DNA\) tai —80 °C:n lampédtilassa 4 viikon ajan (kun kohteena on RNA).

Eluoitujen nukleiinihappojen sailytys
Eluoidut nukleiinihapot voidaan kerétd 1,5 ml:n eluutioputkiin (kuuluvat pakkaukseen). Puhdistetut
kiertavat nukleiinihapot voidaan sdilyttdd jopa 24 tunnin ajan 2-8 °C:n lampétilassa. Jos sdilytystd

tarvitaan yli 24 tunniksi, lémpétilan suositellaan olevan -30...~15 °C (DNA) ja -90...-60 °C
(RNA) mydhempid kayttdtarkoituksia varten.
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Toimenpide

Tarkeitd huomioita ennen kuin aloitat
QlAvac 24 Plus

QlAvac 24 Plus on suunniteltu nopeaan ja tehokkaaseen 24:n QIAGEN-pyérityskolonnin
yhtdaikaiseen tyhjidkasittelyyn. Néytteet ja pesulivokset viedédn putken kalvon l@pi tyhjion
avulla sen sijaan eftd ne sentrifugoitaisiin, jolloin toimenpide tapahtuu nopeammin ja sen

ihmisen toimia edellyttéviin puhdistustoimenpiteisiin kéytetty aika véhenee.

QIlAvac Connecting System -jcrjestelmdn avulla QlAvac 24 Plus -jarjestelm&a voidaan kayttad

|Gpivirtausjarjestelmand. Lapivirtausndyte kerataan erilliseen jatepulloon.
QlAvac 24 Plus -jarjestelman huollosta on tietoa kasittelyohieissa, katso QIAvac 24 Plus -késikirja.
QlAamp Mini -putkien kdsittely QlAvac 24 Plus -jdrjestelmassé

QlAamp Mini -putkia kasitelldédn QlAvac 24 Plus  -jarjestelmdssa  kertakédytoisten
VacConnectors-iittimien ja uudelleenkéytettévien VacValves-venttiilien avulla. VacValves-
venttiilit (valinnaisia) on asennettu suoraan QlAvac 24 Plus -putkiston luer-aukkoihin, jolloin ne
takaavat tasaisen huuhtelunopeuden ja eri ndytemddrien samanaikaisen késittelyn. Niité pitda
kayttad, jos naytteiden huuhtelunopeudet eroavat toisistaan merkittavasti. Nain voidaan
varmistaa tyhjién yhdenmukaisuus. VacConnectors-liittimet ovat kertakéyttaisid, ja ne sopivat
QlAamp Mini  -putkien ja VacValvesventtilien tai QlAamp Mini  -putkien ja
QlAvac 24 Plus -jariestelmdn luer-aukkojen véliin. Ne estavat pydrityskolonnin ja VacValves-
venttiilin suoran kontaktin puhdistuksen aikana. Né&in myds mahdolliset néytteiden véliset
ristikontaminaatiot  véltetéan. VacConnectors-iittimet on  havitettava  kéyton — jdlkeen.
QIlAvac Connecting System -jarjestelmd (tai samankaltainen kokoonpano, jossa on jatepullot)

vaaditaan suurten livosmddrien kéytén vuoksi (katso kuva 2).
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Kaésittelyohjeet QlAvac 24 Plus -jérjestelmdlle

o Aseta QiAvac 24 Plus aina tasaiselle pdydalle tai tydskentelytasolle. Jos
QiAvac 24 Plus -jarjestelma tippuu tasolta, sen putkisto saattaa haljeta.

e Sailyta QiAvac 24 Plus -jarjestelm@d ain puhtaana ja kuivana. Katso j@rjestelman
puhdistustoimenpiteet QIAvac 24 Plus -késikirjasta.

e QIAvac 24 Plus -jarjestelman osat eivét kestd tiettyjd livottimia (taulukko 2). Jos naitd
livottimia laikkyy jarjestelmalle, huuhtele se perusteellisesti vedella.

o Alg levitd silikonia tai tyhjiérasvaa QlAvac 24 Plus -putkiston osiin. Néin taataan
jarjestelman yhdenmukainen suorituskyky.

® Ole aina varovainen ja kaytd suojalaseja tydskennellessasi paineistetun tyhjidputkiston
I&hells.

e Ofa yhteyttd QIAGENIn tekniseen palvelupisteeseen tai paikalliseen jélleenmyyjaan, jos
haluat lisatietoja varaosista tai vaihtotuotteista.

e Tyhjidpaine tarkoittaa paine-eroa tyhjidputkiston sisdosien ja sen ulkopuolisen tilan valillé
(tavallinen ilmanpaine on 1013 mbar tai 760 mmHg), ja se voidaan mitata
QlAvac Connecting System -jarjestelman avulla (katso kuva 2). Protokollat vaativat
tyhjiopumppua, joka pystyy tuottamaan tyhjion —=800...-900 mbarin paineen (esim.
QIAGEN Vacuum Pump -tyhjidpumppu). Korkeampia tyhjiépaineita on véltettava.
Suositeltujen tyhjidpaineiden alittaminen saattaa johtaa nukleiinihappojen saantiin ja

puhdistukseen, mikd saattaa aiheuttaa kalvojen tukkeutumista.

Kuva 2. QlAvac 24 Plus -jérjestelmd, QlAvac Connecting System -jérijestelmé ja Vacuum Pump -tyhjispumppu.
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Taulukko 2. QlAvac 24 Plus -jérjestelmén kemikaalinkestévyys

Kest&d seuraavia aineita Ei kestd seuraavia aineita
Etikkahappo Kaotrooppiset suolat Bentseeni

Kromihappo Alkoholitiivisteet Fenoli

SDS Natriumkloridi Kloroformi

Tween™ 20 Urea Tolueeni

Klooripohjainen valkaisuaine Suolahappo Eetterit
Natriumhydroksidi

QlAvac 24 Plus vacuum manifold -tyhjiéjarjestelman valmisteleminen

1. Yhdistd QlAvac 24 Plus -jarjestelmé tyhjion tuottajaan. Jos kaytdssé on
QIlAvac Connecting System, yhdistd jarjestelmé putkistoon ja tyhjidn tuottajaan

QIAvac 24 Plus -késikirjan liitteen A ohjeiden mukaan.

2. Aseta VacValve-venttiili (valinnainen) jokaiseen QIAvac 24 Plus -jarjestelmén kéyttodn
tulevaan luer-aukkoon (katso kuva 3). Sulje kayttaméattomat luer-aukot luer-tulpilla tai sulje

asetettu VacValve-venttiili.

VacValves-venttiileja tulee kayttad, jos ndytteiden virtausnopeudet eroavat merkittavasti.

Nain varmistetaan yhdenmukainen tyhjic.
3. Aseta VacConnector-liitin jokaiseen VacValve-venttiiliin (katso kuva 3).

Suorita tdma vaihe vdlittdmasti ennen puhdistamisen aloittamista, jotta VacConnectors-

liittimet eivat kontaminoituisi ilmasta.
4. Aseta QlAamp Mini -putket putkiston VacConnector-iittimiin (katso kuva 3).

Huomautus: Ota pesuputki talteen kuplamuovipakkauksesta puhdistusprotokollaa varten.
5. Aseta putkenpidentdja (20 ml) jokaiseen QIAamp Mini -putkeen (katso kuva 3).

Huomautus: Varmista, etté putkenpidentdjc on asetettu QlAamp Mini -putkeen tiukasti,

jotta naytteen vuotamiselta valtytaan.

6. Seuraa protokollien ohjeita nukleiinihappojen puhdistamisessa. Havitd VacConnectors-

liittimet asianmukaisesti kayton jalkeen.
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Jata QlAamp Mini -putken kansi auki, kun muodostat tyhjista.

Katkaise tyhjién muodostaminen vaiheiden vélillé. Né&in varmistetaan kasittelyn
yhdenmukainen ja tasainen tyhjis. Jos haluat vapauttaa tyhjién nopeammin, Vacuum

Regulator -sédnndstelijcd on kaytettéva (osa QlAvac Connecting System -jcrjestelmad).

Huomautus: VacValve-ventiiilit voidaan sulkea yksitellen sen jalkeen, kun néyte on viety
kokonaan pyérityskolonnin l&pi. Tém& mahdollistaa eri kokoisten ja viskoosisuudeltaan

eroavien ndytteiden samanaikaisen késittelyn.

. Puhdista QiAvac 24 Plus -jarjestelmé& néytteiden kasittelyn jalkeen (katso

"QiAvac 24 Plus -jarjestelman puhdistus ja dekontaminointi” julkaisussa QIAvac 24 Plus
kasikirja).
Huomautus: ACL-, ACB- ja ACW 1-puskurit eivat ole yhteensopivia valkaisuaineita

sisdltavien desinfiointiaineiden kanssa. Katso sivulta 14 Varoitukset ja varotoimet.
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Kuva 3. QiAamp Mini -putkien asentaminen QiAvac 24 Plus -jérjestelmééin VacValves-venttiilien, VacConnector-liittimien
ja putkenpidentdijien avulla.

1 QIAvac 24 Plus vacuum manifold -tyhjidputkisto 4 VacConnectorliittimet

2 QlAvac 24 Plus -drjestelmén luer-aukko (suljettu luer- 5 QlAamp Mini -putki
tulpalla)

3 VacValveventtiili * 6  Putkenpidentdia

Suosittelemme putkien ja QlAvac 24 Plus -yhjidjdriestelman kaytossa olevien QlAamp Mini
-putkien merkitsemistd kuvassa 4 esitetyn mallin mukaan, jofta néytteet eivat sekoitu keskenddn.

Taman kuvan voi kopioida ja sithen voi merkita naytteiden nimet.

* Pitad ostaa erikseen.
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Kuva 4. Putkien ja QlAamp Mini -putkien merkintémalli kéytettéiviiksi QlAvac 24 Plus -tyhjisjériestelméssa.
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Puskureiden ja reagenssien valmistelu

Buffer ACB

Lisaa 200 ml isopropanolia (100 %) 300 ml:aan Buffer ACB -livosta ennen kayttdd, jotta saat
500 ml Buffer ACB:ta. Sekoita hyvin isopropanolin liséamisen jélkeen.

Buffer ACW1*

Lisaa 25 ml etanolia (96-100 %) 19 ml:aan Buffer ACW 1 -puskurilivosta ennen kéytod, jotta
saat 44 ml Buffer ACW1 -puskuria. Sekoita hyvin etanolin liséamisen jalkeen.

Buffer ACW2t

Lisaa 30 ml etanolia (96-100 %) 13 ml:aan Buffer ACW2 -puskurilivosta ennen kaytéd, jotta
saat 43 ml Buffer ACW?2 -puskuria. Sekoita hyvin etanolin liséamisen jdlkeen.

Kantaja-RNA:n lisaaminen Buffer ACL:aan*

Kantajo-RNA:lla on kaksi tarkoitusta: ensinnékin se tehostaa nukleiinihappojen sitoutumista
QIAamp Mini kalvoon erityisesti silloin, kun naytteessd on hyvin véhan kohdemolekyyleja.
Suuren kantaja-RNA-mé&aran liséaminen myds vahentad RNA:n pilaantumisen mahdollisuutta
siind harvinaisessa tapauksessa, ettd RNaasi-molekyylit eivat valty denaturoitumiselta
kaotrooppisten suolojen ja Buffer ACL:n sisdltéman puhdistusaineiden vaikutuksesta.

Lyofilisoidun kantaja-RNA:n m&érd on riittva tarvikepakkauksessa mukana tulleelle Buffer ACL
-madrdlle. Kantajo-RNA:n  suositeltu  pitoisuus  on  sddadetty niin, ettd QlAamp DSP
Circulating NA  -protokollaa  voidaan  kayttad yleisena  puhdistusjdriestelmana.  Se  on
yhteensopiva monien eri monistusjarjestelmien kanssa ja se sopii monenlaisten RNA- ja DNA-
kohteiden kasittelyyn.

* Sisaltad kaotrooppista suolaa. Katso sivulta 14 Varoitukset ja varotoimet.
T Sisaltad natriumatsidia s@iléntdaineena.

26 QlAamp DSP Circulating NA Kit -sarjan kéyttéohje (kasikirja) 06/2022



Erilaisten monistusjdrjestelmien tehokkuus vaihtelee reaktiossa lasné olevien nukleiinihappojen
kokonaismadran mukaan. Tarvikesarjan eluaatit sisaltavat seka kiertavia nukleiinihappoja etta
kantajoRNA:ta, ja useimmissa tapauksissa kantaja-RNA:n  madra ylittaa  kiertévien
nukleiinihappojen madran selvasti. Taman takia eristettyjen kiertavien nukleiinihappojen
UV-absorbanssilukeman kvantifiointi ei anna luotettavaa tulosta, silla kantaja-RNA vaikuttaa

tallaisten mittaustapojen tuloksiin.

Jotta saadaan korkeimmat herkkyystasot monistusreaktioissa, voi olla tarpeen véhentda lisatyn

kantaja-RNA-liuoksen maarad Buffer ACL:ssa.

Kantaja-RNA:ta ei pida lisatd vapaasti kiertévien nukleiinihappojen eristémisen aikana

sellaisissa monistusjarjestelmissa, joissa on oligo-dT-alukkeita.

Lisaa 1550 pl Buffer AVE:ta* 310 pg lyofilisoitua kantaja-RNA:ta siséltavaan putkeen, jotta
saat pitoisuudeltaan 0,2 pg/pl livoksen. Livota kantaja-RNA perusteellisesti, jaa se katevén
kokoisiin alikvootteihin ja sailytd niita =30...—15 °C:ssa. Alé pakasta ja sulata kantaja-RNA:n

alikvootteja toistuvasti.

Huomaa, ettd kantaja-RNA ei liukene Buffer ACL:Gén. Se pitad ensin livottaa Buffer AVE:hen

ja lisata sitten Buffer ACL:Gan.
Laske, kuinka paljon Buffer ACL:n ja kantaja-RNA:n muodostamaa seosta tarvitaan kuhunkin
ndyte-erddn, protokollien taulukoiden avulla. Valitse samanaikaisesti kasiteltévien naytteiden

maarag.

Sekoita kadntelemdlld putkea tai pulloa varovasti 10 kertaa. Al vorteksoi, jotta

vaahtoamiselta véltytaan.

Koo ey e . . wealer g e
Sisaltdd natriumatsidia sdildntdaineena.
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Huomautus: Naytteen valmistelutoimenpide on optimoitu enintéén 1,0 pg:lle kantaja-RNA:ta
ndytettd kohden. Jos monistusjdrjestelmasi todistettavasti toimii paremmin pienemmallg
madralla kantaja-RNA:ta, siirré vain vaadittu maard livennutta kantaja-RNA:ta Buffer ACL:Ga
sisdltaviin - putkiin.  Lisdéa Buffer ACL:dan 5 pl  livennutta  kantaja-RNA:ta  jokaista
valmisteluvaiheessa vaadittua  kantaja-RNA:n  mikrogrammaa kohden. (Alle 1,0 pg:n
kantaja-RNA-madran kayttd naytettd kohden voi olla hyédyllista, ja se on validoitava kunkin

ndytetyypin ja mydhemman mé&arityksen osalta.)
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Breeze-tuuletusprotokolla: Kiertévien
nukleiinihappojen puhdistaminen ihmisen
1-5 ml:n veriplasmasta

Tata protokollaa kaytetadn kiertavan DNA:n tai RNA:n puhdistamiseen 1-5 ml:sta ihmisen
veriplasmaa, ja se on optimoitu matalan kynnyksen kaytannéllisyytta ja lyhyttd IGpimenoaikaa
varten. Jos haluat lisgtietoja kayttajien validoiduista tydnkuluista QlAamp DSP Circulating NA Kit
tarvikesarjan 1/R3-versioon liittyen, katso “Tavallinen protokolla: Kiertévien nukleiinihappojen

puhdistaminen 1-5 ml:sta ihmisen veriplasmaa” (sivu 34).
Tarkeité huomioita ennen kuin aloitat

Kaikki sentrifugointivaiheet on suoritettava huoneenlémméssa (15-25 °C).
Katkaise tyhjién virta vaiheiden vélillg, jotta voit varmistua yhdenmukaisesta ja tasaisesta
tyhjiosta protokollan eri vaiheiden valilla.
Huomautus: Vacuum Pump -tyhjidpumpun paineen pitéd olla —=800...-900 mbar.
Tasapainota ndytteet huoneenlampdon.

e Taydennd ndytteen maarad |ahimpadn tarkkaan lukuun (1-5 ml) fosfaattipuskuroidulla
keittosuolalla.
Valmistele QlAvac 24 Plus -jarjestelma sivun 21 kuvauksen mukaan.
Kuumenna vesihaude tai lammitin 56 °C:n lampatilaan, jotta niitd voidaan kayttaa
50 ml:n sentrifugiputkien kanssa vaiheessa 3.

® Tasapainota QlAamp Mini -pydrityskolonni huoneenlémpddn vahintaan yhta tuntia
ennen kayttda.

e Varmista, ettd Buffer ACB, Buffer ACW1 ja Buffer ACW?2 on valmisteltu (lisdamalla
isopropanolia tai etanolia), sivulla 26 olevien ohjeiden mukaan.

o Llisaa Buffer AVE:ssa kayttdvalmiiksi saatettua kantaja-RNA:ta Buffer ACL:Gén taulukon 3

ohjeiden mukaan.
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Taulukko 3. Buffer ACL:n ja kantaja-RNA:n mdérd (Buffer AVE:hen livenneet), joka vaaditaan 1-5 ml:n ihmisen
veriplasmandytteiden kdsittelyyn

Plasman maardén (ml) A B C D E
asetukset
1 ml 2 ml 3ml 4ml 5 ml
Naytteiden madrd Buffer ACL (ml) Kantaja-RNA:n
madrd Buffer
AVE:ssé (pl)
1 0,9 1,8 2,6 3,5 4,4 5,6

’

3 2,6 53 7.9 10,6 13,2 16,9

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

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

9 7.9 15,8 23,8 31,7 39,6 50,6

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

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

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

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

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

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

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

w
o
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Toimenpide: Breeze-tuuletusprotokolla

1. Pipetoi QIAGEN Proteinase K, plasma ja Buffer ACL téssa jarjestyksessa 50 ml:n

sentrifugiputkeen (ei sisdlly pakkaukseen).

Asetus A B C D E
ProtK (pl) 100 200 300 400 500
Plasma (ml) 1 2 8 4 5
ACL (ml) 0,8 1,6 2,4 3,2 4

2. Sulje korkki ja sekoita pulssivorteksilla 5 x 2 sekunnin ajan.

Varmista, etté ndkyva nestepydrre syntyy putkessa. Jotta saadaan aikaan tehokas lyysi,
ndytteen ja Buffer ACL:n lapikotainen sekoittuminen ja livoksen homogeenisuus on

tarkedd.

Huomautus: Alg keskeytd toimenpidettd téman ajan sisalla. Siirry heti vaiheeseen 3 ja

aloita lyysin inkuboiminen.
3. Inkuboi 56 °C:ssa (1 °C) 15 (+1) minuutin ajan.
4. Aseta putki takaisin laboratorion poydalle ja kierra korkki auki.

5. Lisaa Buffer ACB putkessa olevaan lysaattiin. Valitse madra vaiheen 1 valmisteluosion

mukaan.
Asetus A B C D E
ACB (ml) 1,8 3,6 5,4 7.2 9

6. Sulje korkki ja sekoita huolellisesti pulssivorteksilla 5 x 2 sekunnin ajan.

Varmista, ettd nakyva nestepydrre syntyy putkessa. Jotta saadaan aikaan tehokas lyysi,
lysaatin ja Buffer ACB:n lépikotainen sekoittuminen ja liuoksen homogeenisuus on

tarkedd.
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Inkuboi lysaatin ja Buffer ACB:n muodostamaa seosta putkessa 5 (1) minuutin ajan

huoneenldmmadssa.

. Aseta QlAamp Mini -putki QlAvac 24 Plus -jarjestelman VacConnector-liittimeen (katso

"QIAvac 24 Plus vacuum manifold -tyhjidjarjestelman valmisteleminen” sivulla 21). Aseta

20 ml:n putkenpidentdja avoimeen QlAamp Mini -putkeen.

Varmista, ettd putkenpidentdjd on asetettu tiukasti QlAamp Mini -putkeen, jofta ndytteen

vuotamiselta valtytaan.

Huomautus: Laita pesuputki talteen vaiheen 13 kuivapydritystd varten.

. Laita vaiheen 7 lysaatti varovasti QIAamp Mini -putken putkenpidentdjaan. Kytke virta

tyhjidpumppuun. Kun kaikki lysaatit on viety putkien l&pi kokonaan, katkaise
tyhjidpumpun virta ja vapauta paine O millibaariin. Poista putkenpidentdja varovasti ja
havitd se.

Huomaa, ettd néytteiden suurilla lysaattim@érillé (noin 18 ml, jos aloitetaan 5 ml:n
naytteelld) saattaa kestad jopa 20 minuuttia kulkea l&pi QlAamp Mini -kalvon
tyhjidpaineen vaikutuksesta.

Jotta tyhjidpaineen vapauttaminen on nopeaa ja kétevad, Vacuum Regulator
-sGdnndstelijad suositellaan kaytettévaksi (osa QiAvac Connecting System -jcrjestelmad).
Huomautus: Jotta ristikontaminaatiolta valtytaan, @la laita QlAamp Mini -putkia ristiin
putkenpidentdijia poistettaessa.

Laita 600 pl Buffer ACW1:t& QlAamp Mini -putkeen. J&td putken korkki auki ja avaa
tyhjiopumppu. Kun kaikki Buffer ACW1 on viety QlAamp Mini -putken lapi, katkaise
tyhjiépumpun virta ja vapauta paine O millibaariin.

Laita 750 pl Buffer ACW2:t& QlAamp Mini -putkeen. Jata putken korkki auki ja avaa
tyhjiopumppu. Kun kaikki Buffer ACW?2 on viety QlAamp Mini -putken lépi, katkaise
tyhjidpumpun virta ja vapauta paine O millibaariin.

Laita 750 pl etanolia (96-100 %) QlAamp Mini -putkeen. J&td putken korkki auki ja
avaa tyhjidpumppu. Kun kaikki etanoli on viety pydrityskolonnin lépi, katkaise

tyhjidpumpun virta ja vapauta paine O millibaariin.
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13.

Sulie QlAamp Mini -putken kansi. Poista se tyhjidputkistosta ja hévita VacConnectorliitin.
Aseta QlAamp Mini -putki puhtaaseen 2 ml:n pesuputkeen (vaiheesta 8) ja sentrifugoi
taydell& teholla (20 000 x g; 14 000 rpm) 3 (£0,5) minuutin ajan.

. Aseta QlAamp Mini -putki uuteen 2 ml:n pesuputkeen. Avaa kansi ja inkuboi

kokoonpanoa huoneenldmmdssa 3 minuutin ajan, jotta kalvo kuivuu kokonaan.

. Aseta QlAmp Mini -putki puhtaaseen 1,5 ml:n eluutioputkeen (sisdltyy pakkaukseen) ja

havitd 2 ml:n pesuputki (jota kaytettiin vaiheessa 14). Laita 20-150 pl Buffer AVE:tg
QIAamp Mini -putken kalvon keskelle. Sulje korkki ja inkuboi huoneenlampétilassa

3 (x0,5) minuutin ajan.

Tarkead: Varmista, ettd Buffer AVE -eluutiopuskuri on tasapainotettu huoneenlémpdiseksi
(15-25 °C). Jos eluutio suoritetaan pienille maarille (< 50 pl), eluutiopuskuri on

annosteltava kalvon keskelle, jotta sitoutuneet nukleiinihapot eluoituvat kokonaan.

Eluutiotilavuus on joustava, ja sitd voi saataa vastaamaan mydhempien kayttotarkoitusten
vaatimuksia.

Buffer AVE:n pienempien madrien eluutio johtaa korkeampaan
nukleiinihappopitoisuuteen, mutta saattaa myds aiheuttaa pienempdd kokonaissaantia.
Saatu eluaattimédrd voi olla jopa 5 pl véhemmén kuin QIAamp Mini -putken kalvolle

levitetty eluutiotilavuus.

Huomautus: Jos NA-saannin odotetaan olevan vahdaistd, véhan sitovan putken

kayttaminen eluution aikana on suositeltavaa (ei sisdlly pakkaukseen).

. Kayta mikrosentrifugissa taydelld teholla (20 000 x g tai 14 000 rpm) 1 minuutin ajan,

jotta nukleiinihapot eluoituvat.

Huomautus: Suuntaa eluutioputkien korkit niin, etté ne osoittavat painvastaiseen suuntaan
roottorin pydrimiseen néhden (esim. jos roottori pydrii mydtépdivadn, aseta korkit

vastapdivadn).
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Tavallinen protokolla: Kiertévien
nukleiinihappojen puhdistaminen 1-5 ml:sta
ihmisen veriplasmaa

Tama protokolla koostuu QIAamp DSP Circulating NA Kit -tarvikesarjan kdsikirjan 3. version

(R3) muuttumattomasta protokollasta, jota kéytetddn esim. olemassa olevissa kéyttdjien

validoimissa tydvaiheissa 1-5 ml:lle ihmisen plasmaa.

Tarkeitd huomioita ennen kuin aloitat

34

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

Katkaise tyhjién virta vaiheiden vélillg, jotta voit varmistua yhdenmukaisesta ja tasaisesta
tyhjiosta protokollan eri vaiheiden valilla.

Huomautus: Vacuum Pump -tyhjidpumpun paineen pitéd olla —=800...-900 mbar.
Tasapainota ndytteet huoneenlampdon.

Taydennd ndytteen maarad |ghimpadn tarkkaan lukuun (1-5 ml) fosfaattipuskuroidulla
keittosuolalla.

Valmistele QlAvac 24 Plus -jarjestelma sivun 21 kuvauksen mukaan.

Kuumenna vesihaude tai lammitin 60°C lampétilaan, jotta niitd voidaan kayttad 50 ml:n
sentrifugiputkien kanssa vaiheessa 3.

Aseta lammitin 56 °C lampétilaan. Lammitintd kaytetadn 2 ml:n pesuputkien kanssa
vaiheessa 14.

Tasapainota QlAamp Mini -pydrityskolonnia huoneenldmméssa vahintaan 1 tunnin ajan
ennen kayttdd.

Varmista, etté Buffer ACB, Buffer ACW1 ja Buffer ACW?2 on valmisteltu (lisdamallé
isopropanolia tai etanolia) sivulla 26 olevien ohjeiden mukaan.

Liséa Buffer AVE:ssa kayttovalmiiksi saatettua kantaja-RNA:ta Buffer ACL:Gan taulukon 4

ohjeiden mukaan.
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Taulukko 4. Buffer ACL:n ja kantaja-RNA:n médré (Buffer AVE:hen livenneet), joka vaaditaan 1-5 ml:n ihmisen
veriplasmanéiytteiden késittelyyn

Plasman maardén (ml) A B C D E
asetukset
1 ml 2 ml 3 ml 4ml 5 ml
Néiytteiden médrd Buffer ACL (ml) Kantaja-RNA:n
madrd Buffer
AVE:ssé (pl)
1 0,9 1,8 2,6 3,5 4,4 5,6

3 2,6 53 7.9 10,6 13,2 16,9

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

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

9 7.9 15,8 23,8 31,7 39,6 50,6

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

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

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

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

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

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

23 20,2 40,5 60,7 81,0 101,2 129,4
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Toimenpide: Tavallinen protokolla

1

. Pipetoi QIAGEN Proteinase K, plasma ja Buffer ACL t&ssa jarjestyksessé 50 ml:n

sentrifugiputkeen (ei sisdlly pakkaukseen).

2

Asetus A B C D E
ProtK (pl) 100 200 300 400 500
Plasma (ml) 1 2 8 4 5
ACL (ml) 0,8 1,6 2,4 3,2 4

. Sulje korkki ja sekoita pulssivorteksilla 30 sekunnin ajan.

Varmista, etté ndkyva nestepydrre syntyy putkessa. Jotta saadaan aikaan tehokas lyysi,
naytteen ja Buffer ACL:n lapikotainen sekoittuminen ja livoksen homogeenisuus on

tarkedd.

Huomautus: Al keskeytd toimenpidettd taman ajan sisalla. Siirry heti vaiheeseen 3 ja

aloita lyysin inkuboiminen.

3. Inkuboi 60 °C:ssa (1 °C) 30 (+2) minuutin ajan.

4. Aseta putki takaisin laboratorion poydalle ja kierra korkki auki.
5. Lisaa Buffer ACB putkessa olevaan lysaattiin. Valitse madra vaiheen 1 valmisteluosion
mukaan.
Asetus A B C D E
ACB (ml) 1,8 3,6 54 7.2 9

6

7

36

. Sulje korkki ja sekoita huolellisesti pulssivorteksilla 30 sekunnin ajan.

Varmista, ettd nakyva nestepydrre syntyy putkessa. Jotta saadaan aikaan tehokas lyysi,
lysaatin ja Buffer ACB:n lépikotainen sekoittuminen ja liuoksen homogeenisuus on

tarkedd.

. Inkuboi lysaatin ja Buffer ACB:n sekoitus putkessa 5 (+1) minuutin ajan j@dhauteessa.

QlAamp DSP Circulating NA Kit -sarjan kéyttéohje (kasikirja) 06/2022



8. Aseta QlAamp Mini -putki QlAvac 24 Plus -jarjestelmén VacConnector-liittimeen (katso
"QIAvac 24 Plus vacuum manifold -tyhjidjarjestelman valmisteleminen” sivulla 21). Aseta

20 ml:n putkenpidentdijé avoimeen QlAamp Mini -putkeen.

Varmista, etté putkenpidentdjd on asetettu tiukasti QlAamp Mini -putkeen, jofta ndytteen

vuotamiselta valtytaan.
Huomautus: Laita pesuputki talteen vaiheen 13 kuivapyéritystd varten.

9. Laita vaiheen 7 lysaatti varovasti QlAamp Mini -putken putkenpidentdjadn. Kytke virta
tyhjidpumppuun saétamalla sithen —800...-900 millibaarin paine. Kun kaikki lysaatit on
viety putkien lépi kokonaan, katkaise tyhjidpumpun virta ja vapauta paine O millibaariin.
Poista putkenpidentdjd varovasti ja havitd se.

Huomaa, ettd naytteiden suurilla lysaattimaarilla (noin 18 ml, jos aloitetaan 5 ml:n
naytteelld) saattaa kestad jopa 20 minuuttia kulkea lapi QlAamp Mini -kalvon
tyhjidpaineen vaikutuksesta.

Jotta tyhjidpaineen vapauttaminen on nopeaa ja kétevad, Vacuum Regulator
-sGdnndstelijad suositellaan kaytettévaksi (osa QiAvac Connecting System -jcrjestelmdd).
Huomautus: Jotta ristikontaminaatiolta véltytadn, ala laita QlAamp Mini -putkia ristiin
putkenpidentdijia poistettaessa.

10. Laita 600 pl Buffer ACW1:t& QlAamp Mini -putkeen. Jata putken korkki auki ja avaa
tyhjidpumppu. Kun kaikki Buffer ACW1 on viety QlAamp Mini -putken lépi, katkaise
tyhjiépumpun virta ja vapauta paine O millibaariin.

11. Laita 750 pl Buffer ACW2:t& QlAamp Mini -putkeen. Jata putken korkki auki ja avaa
tyhjidpumppu. Kun kaikki Buffer ACW?2 on viety QlAamp Mini -putken lapi, katkaise
tyhjiépumpun virta ja vapauta paine O millibaariin.

12. Laita 750 pl etanolia (96-100 %) QlAamp Mini -putkeen. J&ta putken korkki auki ja
avaa tyhjidpumppu. Kun kaikki etanoli on viety pydrityskolonnin lépi, katkaise
tyhjidpumpun virta ja vapauta paine O millibaariin.

13. Sulie QlAamp Mini -putken kansi. Poista se tyhjidputkistosta ja havita VacConnector-liitin.

Aseta QlAamp Mini -putki puhtaaseen 2 ml:n pesuputkeen (vaiheesta 8) ja sentrifugoi
taydella teholla (20 000 x g; 14 000 rpm) 3 (+0,5) minuutin ajan.
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14.

Aseta QIAamp Mini -putki uuteen 2 ml:n pesuputkeen. Avaa kansi ja inkuboi
kokoonpanoa 56 °C (1 °C) lampatilassa 10 (+1) minuutin ajan, jotta kalvo kuivuu

kokonaan.

. Aseta QlAmp Mini -putki puhtaaseen 1,5 ml:n eluutioputkeen (sisdltyy pakkaukseen) ja

havitd 2 ml:n pesuputki (jota kaytettiin vaiheessa 13). Laita 20150 pl Buffer AVE:tg
QIAamp Mini -putken kalvon keskelle. Sulje korkki ja inkuboi huoneenlampétilassa

3 (x0,5) minuutin ajan.

Tarkead: Varmista, ettd Buffer AVE -eluutiopuskuri on tasapainotettu huoneenlédmpdiseksi
(15-25 °C). Jos eluutio suoritetaan pienille madrille (< 50 pl), eluutiopuskuri on

annosteltava kalvon keskelle, jofta sitoutuneet nukleiinihapot eluoituvat kokonaan.

Eluutiotilavuus on joustava, ja sitd voi saataa vastaamaan mydhempien kayttdtarkoitusten
vaatimuksia.

Buffer AVE:n pienempien madrien eluutio johtaa korkeampaan
nukleiinihappopitoisuuteen, mutta saattaa myds aiheuttaa pienempad kokonaissaantia.
Saatu eluaattimdérd voi olla jopa 5 pl véhemman kuin QlAamp Mini -putkeen levitetty

eluutiotilavuus.

Huomautus: Jos NA-saannin odotetaan olevan vahdaistd, vahan sitovan putken

kayttaminen eluution aikana on suositeltavaa (ei sisélly pakkaukseen).

. Kayta mikrosentrifugissa taydelld teholla (20 000 x g tai 14 000 rpm) 1 minuutin ajan,

jotta nukleiinihapot eluoituvat.

Huomautus: Suuntaa eluutioputkien korkit niin, ettd ne osoittavat pdinvastaiseen suuntaan
roottorin pydrimiseen ndhden (esim. jos roottori pydrii mydtapdivaan, aseta korkit

vastapdivadn).

Laadunvalvonta

QIAGENIn ISO-sertifioidun laadunvarmistusjcriestelméan mukaisesti jokainen QlAamp DSP

Circulating NA Kit +arvikesarjaerd testataan madréttyjen vaatimusten mukaisesti tuotteiden

yhdenmukaisen laadun takaamiseksi.
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Rajoitukset

Jarjestelman suorituskyky kiertavien ja soluttomien nukleiinihappojen eristémista varten on
luotu ihmisen plasmandytteiden pohjalta seuraavista Blood Collection Tubes -verindyteputkista

johtamalla:

® K2-EDTA (Beckton Dickinson and Company, tuotenro 367525)
® PAXgene® Blood ccfDNA Tube (PreAnalytiX, tuotenro 768115)
e Cell-Free DNA BCT (Streck, tuotenro 218962)

Kayttajan vastuulla on validoida jarjestelmén suorituskyky kaikissa niissé laboratoriossa

kaytetyissé menetelmissd, joita QIAGENIn tekemat suorituskykytutkimukset eivat kata.

Jotta voidaan minimoida diagnostisiin tuloksiin kohdistuvan negatiivisen vaikutuksen riski,
mydhemmissé  kayttotarkoituksissa  on hyddynneftava  riittavad  laaduntarkkailua.
Lisavalidointiin suositellaan kéytettévaksi seuraavia ohjeita: International Conference on
Harmonization of Technical Requirements (ICH), julkaisussa ICH Q2(R1) Validation Of
Analytical Procedures: Test And Methodology.

Saatu  diagnostinen tulos on tulkitava yhdessad muiden kliinisten |8yddsten  tai

laboratoriolydésten kanssa.
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Suorituskykyominaisuudet

Soveltuvat  suorituskykyominaisuudet ovat saatavilla  tuotesivun  materiaalivalilehdestd

osoitteessa www.qgiagen.com.
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Vianmaaritysopas

Tama vianmaaritysopas voi auttaa mahdollisissa esiin tulevissa ongelmissa. Katso myds usein
kysyttyja Asked Questions, FAQ)
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGENin teknisen palvelun asiantuntijat vastaavat

kysymyksia  (Frequently teknisen tuen sivulta:

mielellaan kysymyksiisi joko tahan kasikirjaan liittyvista tiedoista ja/tai protokollista tai nayte-

ja madritystekniikoista (katso yhteystiedot osoitteesta www.qiagen.com).

Huomautuksia ja ehdotuksia

Véhan tai ei yhtdan nukleiinihappoja eluaatissa

a)

b)

<)

d)

g

h)
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Stabiloimattoman plasman kéyttd

Pidentynyt aika veringytteen oton
ja plasman valmistelun valilla

Naytteet, jotka on jGédytetty ja
sulatettu useammin kuin kerran.

Naytteiden kohde-DNA:n pieni
pitoisuus

Néytteen tehoton lyysaus Buffer
ACL:ssa

Buffer ACL:n ja kantaja-RNA:n
muodostamaa seosta ei ole
sekoitettu tarpeeksi

Matalaprosenttisen etanolin kayttd
96-100-prosenttisen sijasta

Buffer ACB on valmisteltu védrin

Stabiloimattomien plasmandytteiden kéyttd saattaa johtaa DNA:n
lisccéintyneeseen hajoamiseen. Suosittelemme CEN/TS
16835-3:2015 -ohjeen noudattamista. Toista puhdistustoimenpide
uusille naytteille.

Nukleoituneet verisolut saattavat hajota ja vapauttaa genomista DNA:ta
plasmaan, jolloin kohteen nukleiinihappo laimenee.

Toistuvaa pakastamista ja sulattamista on véltettéva, sillé se saattaa
johtaa DNA:n hajoamiseen. Kéytd aina tuoreita néytteitd tai vain
kerran sulatettuja néytteitd.

Plasmandytteet jatettiin huoneenlampddn liian pitkaksi aikaa. Toista
puhdistustoimenpide uvusille naytteille.

Huomautus: Joidenkin ihmisten plasman soluttoman NA:n pitoisuus
saattaa olla pieni. Télldin pitéé valita suurempi madrd néytettd ja pieni
eluaattimadra.

Jos QIAGEN Proteinase K on altistunut korkeille Iampétiloille
pitkittyneesti, sen vaikutus saattaa heiketd. Toista toimenpide uusilla
naytteillé ja tuoreella QIAGEN Proteinase K:lla.

Sekoita Buffer ACL kantaja-RNA:n kanssa kadntelemélld ngitd aineita
sisdltévad putkea varovasti ainakin 10 kerfaa.

Toista puhdistustoimenpide uusille néytteille 96-100-prosenttisella
etanolilla. Alé kdyta denaturoitua alkoholia, joka siséltéé muita aineita,
kuten metanolia tai metyylietyyliketonia.

Tarkista, ettd Buffer ACB:n pitoisuus saatettiin kéyttdvalmiiksi oikealla
maardlla isopropanolia (ei etanolia, katso sivu 26).

QlAamp DSP Circulating NA Kit -sarjan kéyttéohje (kasikirja) 06/2022


http://www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx
http://www.qiagen.com/

Huomautuksia ja ehdotuksia

i) Buffer ACW1 tai Buffer ACW2 on  Tarkista, ettd Buffer ACW 1- ja Buffer ACW?2 -puskurilivokset
valmisteltu vaarin laimennettiin oikealla maaralla etanolia (katso sivu 26). Toista
puhdistustoimenpide uvusille naytteille.

i Buffer ACW1 tai 70-prosenttisella Tarkista, etté Buffer ACW 1- ja Buffer ACW?2 -puskurilivokset on
etanolilla valmisteltu Buffer ACW2  laimennettu 96-100-prosenttisella etanolilla (katso sivu 26). Toista
puhdistustoimenpide uvusille naytteille.

RNA tai DNA ei toimi hyvin entsyymireaktioissa

a)  Vahan tai ei yhtaén DNA:ta Katso mahdolliset syyt kohdasta “Vahan tai ei yhtaan nukleiinihappoja
eluaatissa eluaatissa” ylté. Suurenna reaktioissa kaytettyd eluaatin maaraa
tarvittaessa.

b)  Kaytetty véard eluutiotilavuus Méaéritd sopiva eluaatin enimmdismadrd myshempid kéyttdtarkoituksia
varten. Pienennd tai suurenna my8hempid kdyttdtarkoituksia varten
lisattyd eluaattimédrad sen mukaisesti. Elutiotilavuutta voidaan séétéd
samassa suhteessa.

Huomautus: Buffer AVE:n pienempien mé&drien eluutio johtaa
korkeampaan nukleiinihappopitoisuuteen, mutta saattaa myds aiheuttaa
pienempéd kokonaissaantia.

c)  Puskureita ei ole sekoitettu Buffer ACW2 -pesupuskurin suolo- ja etanolikomponentit ovat ehké
perusteellisesti. eronneet foisistaan, koska se on jatetty seisomaan pitkiksi ajoiksi ajojen
vdlilla. Sekoita puskurit aina perusteellisesti ennen jokaista ajoa.

d)  Kantaja-RNA:n aiheuttama hairié Jos eluaatin kantaja-RNA aiheuttaa hairiétd mychemmassa
entsymaattisessa reaktiossa, voi olla tarpeen pienentéé kantaja-RNA:n
madrad tai jGttdd se kokonaan pois.

Yleinen késittely

a)  Tukkeutunut QlAamp Mini -putki Jos virtausnopeutta on véhennetty, tyhjién aikaa voidaan pidentdd.

Vaihtoehtoisesti voit sulkea VacValve-venttiilin, jos se on ollut kéytéssa,
ja poistaa putkenpidentdjan, VacConnectoriittimen ja VacValve-
venttiilin muodostaman kokoonpanon QlAamp Mini -putkesta ilman,
eftd menetdt putkenpidentdjan lysaatteja.

Poista QlAamp Mini -putki tyhjidputkistosta, aseta se 2 ml:n
pesuputkeen ja pydritd sitd téydellé teholla kunnes néyte on lapdissyt
kalvon kokonaan. Korvaa putkenpidentdjén, VacConnector-liittimen ja
VacValve-venttiilin kokoonpano, joka sisltad jéljell olevat lysaatit.
Kytke virta tyhjispumppuun, avaa VacValve-venttiili ja jatka lopun
lysaatin asettelua.

Toista ylléoleva toimenpide, jos QlAamp Mini -putki tukkeutuu edelleen.

Plasmaan on saattanut muodostua kryosaostumia toistuvan
jadadytémisen ja sulattamisen vuoksi. Ne saattavat tukkia QlAamp
Mini -putken. Alg kéytd plasmaa, joka on jGédytetty ja sulatetty
enemmdn kuin kerran.
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Huomautuksia ja ehdotuksia

b)

S

44

Vaihtelevat eluutiotilavuudet

-800...-900 millibaarin
tyhjidpainetta ei saavutettu

Jos kryosaostumat ovat nékyvia, puhdista nayte kayttamalla sita
sentrifugissa 5 minuutin ajan teholla 16 000 x g.

Eri naytteet voivat vaikuttaa lopullisen eluaatin maaréén. Saatu
eluaattimadrd voi olla jopa 5 pl véhemmén kuin QlAamp Mini -putkeen
levitetty eluutiotilavuus.

Tyhjidputkistoa ei ole suljettu tiukasti. Paina tyhjidputkiston kantta alas
kun tyhiié on kaynnistetty. Tarkista, onko tyhjidpaine saavutettu.

QlAvac-kannen tiiviste on loppuunkulunut. Tarkista putkiston tiiviste
silmémadrdisesti ja vaihda tarpeen vaatiessa.

VacValves-ventiilit ovat loppuunkuluneet. Poista kaikki
VacValves-venttiilit ja aseta VacConnectors-liittimet suoraan lver-
pidennyksiin. Aseta QlAamp Mini -putket VacConnectorsiittimiin, sulje
putkien kansi ja kdynnisté tyhiié. Tarkista, onko tyhjiépaine saavutettu.
Vaihda VacValves-venttiilit tarpeen vaatiessa.

Tyhjidpumpun liiténtd vuotaa. Sulje kaikki luer-pidennykset luer-korkeilla
ja kytke virta tyhjispumppuun. Tarkista tyhjidpaineen tasaisuus pumpun
kéynnistyksen jdlkeen (ja onko Vacuum Regulator -séénnéstelijén
venttiili suljettu). Vaihda pumpun ja tyhjidputkiston liitdnnat keskenéén
tarpeen vaatiessa.

Jos tyhjidpainetta ei edelleenkddn saavuteta, korvaa tyhjidpumppu
tehokkaammalla.
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Symbolit

Kayttdohjeessa tai pakkauksessa ja etiketeissa kaytetddan seuraavia symboleita:

Symbolin mddritelmé

<

o

o) N L[Jd 83
JEEEEEEE = " 9
Z

GTIN

Sisaltaa reagensseja, jotka riittavat <N> reaktioon

Viimeinen kaytopaivamaara

Tama tuote tayttdd in vitro -diagnostisia laakinnallisia
laitteita  koskevan  eurooppalaisen  sa@nndksen
2017/7 46 vaatimukset.

Diagnostinen in vitro ladketieteellinen laite

Tuotenumero

Eranumero

Materiaalinumero (ts. komponentin merkintd)
Komponentit

Sisaltd

Numero

GTIN-numero
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Symboli

Symbolin madaritelma

46

=l o

A

o
i

>

P =

I ) S b

<
0
=t

=

R tarkoittaa kayttdohjeiden versiota ja n on versionumero

Lampatilarajoitus

Valmistaja

Katso kaytoohjeet

Sailytettava auringonvalolta suojattuna

Varoitus/huomio

Vastaanotettaessa

Avattava vastaanotettaessa. Sdilytettavé QlAamp Mini

Spin column -pyérityskolonnissa 2-8 °C:ssa
Maéra

Liscitty

Kirjoita pdivamé&drd etanolin lisdamisen jalkeen
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Symbolin madaritelma

Symboli
Efanol
62
[

Kirjoita pdivamaard isopropanolin lisdamisen jalkeen

IPA Isopropanoli
- Seurauksena
GITC Guanidiinitiosyanaatti
GuHCI Guanidiinihydrokloridi
BRIJ 58
Proteinaasi K
UDI Yksilsllinen laitetunniste
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Liite A: Suositus veriplasman erottamiselle ja
sGilyttamiselle

Lisatietoja verindyteputkien (esim. PAXgene ccfDNA Tube- tai Streck Cell-Free DNA
Tube -putket) stabilisoinnista saat valmistajan ohjeista plasman erottamiseen ja sdilyttdmiseen
liittyen. Suosittelemme ndiden sailytysolosuhteiden validointia sen mukaan, millaisia

mydhempid kaytdtarkoituksia ja kohteita sinulla on néytteille.

Stabiloimatonta BCT:td varten suosittelemme seuraamaan ISO 20186-3:2019 -standardia, In
vitro -diagnostiset molekyylitutkimukset — Laskimokokoveren tutkimusta edeltavien prosessien
tekniset tiedot — Osa 3: Eristetty kiertdvé soluton DNA plasmasta, tai CEN/TS 17742, In vitro
-diagnostiset molekyylitutkimukset — laskimokokoveren tutkimusta edeltavien prosessien tekniset

tiedot — Eristetty kiertava soluton RNA plasmasta.

Jotta kiertavat ja soluttomat nukleiinihapot voidaan erottaa veringytteistd, suosittelemme témén
protokollan seuraamista. Se sisdltad korkean g-voiman sentrifugointivaiheen, jotta solujédnteet
saadaan poistettua ja ndin vihennettyd néytteen solujen mahdollisesti genomista DNA:ta ja
RNA:ta.

1. Aseta kaikki EDTA Blood in BD Vacutainer® tubes -putket (tai muut padverindyteputket,
joissa EDTA on antikoagulaattina) sentrifugiin, joka on viilennetty 4 °C lampétilaan ja

jossa on ulos kadntyva roottori ja asianmukaiset kotelot.
2. Sentrifugoi veringytteitd 10 minuutin ajan teholla 1900 x g (3000 rpm) 4 °C:ssa.

3. Aspiroi plasman supernatantti varovasti ilman ettd plasmasolujen pintakerros hdiriintyy.

Yhteen 10 ml:n paaverindyteputkeen mahtuu noin 4-5 ml plasmaa.

Huomautus: Plasmaa voidaan kayttaa kiertavien nukleiinihappojen eristémiseen tassa
vaiheessa. Seuraava suurella nopeudella toimiva sentrifugi kuitenkin poistaa
ylimaaraisen solujaanteen ja kiertavien nukleiinihappojen kontaminaatit vaurioituneista

nukleoituneista verisoluista johdetun genomisen DNA:n ja RNA:n avulla.
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4. Aspiroitu plasma siirretdan tuoreeseen sentrifugiputkeen.

5. Sentrifugoi plasmanéytteitd 10 minuutin ajan nopeudella 16 000 x g (kiintedkulmaisessa
roottorissa) 4 °C:n lampétilassa.

Nain ylim&ardiset ja solulliset nukleiinihapot, jotka ovat kiinni solujGénteissd, poistetaan.

6. Poista supernatantti varovasti ja siirrd se uuteen putkeen pellettia hairitsematta.

7. Jos plasmaa kaytetaén nukleiinihappojen erottamiseen samana pdivéng, sailytd sitd 2-8 °C:n
|agmpatilassa seuraavaan kasittelyyn asti. Pidemman scilytyksen aikana plasman alikvootit
sekd stabiloimattomat veringyteputket voidaan sdilyttad —20 °C:n (kun kohteena on DNA) tai
-80 °C:n lampétilassa (kun kohteena on RNA) ainakin 4 viikon ajan. Ennen kuin kaytat

plasmaa kiertavien nukleiinihappojen erottamiseen, sulata plasmaputket huoneenlamméssa.

8. Valinnainen: Sentrifugoi plasmanéytteité 5 minuutin ajan nopeudella 16 000 x g

(kiintedkulmaisessa roottorissa), jotta saat poistettua kryosaostumat.

Valinnainen: Siirré supernatantti uuteen putkeen ja aloita kiertévien nukleiinihappojen

erottamisen protokolla.
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Liite B Yleisia huomautuksia RNA:n kasittelysté

RNA:n kasitteleminen

Ribonukleaasit (RNaasit) ovat erittdin vakaita ja aktiivisia entsyymeija, jotka eivat tavallisesti
edellytd kofaktoreita toimiakseen. Koska RNaaseja on vaikea inaktivoida ja jopa pikkuruiset
maardt riittdvat tuhoamaan RNA:ta, mitdén muovi- tai lasitarvikkeita ei saa  kaytad
poistamatta ensin mahdollista RNaasi-kontaminaatiota. On oltava erittdin varovainen, ettei
RNaaseja viedd vahingossa RNA-ndytteeseen puhdistustoimenpiteen aikana tai sen jalkeen.
Jotta voidaan luoda ja yllapitéé RNaasitonta ympéristdd, esikdsittelyn aikana on ryhdyttéva
seuraaviin varotoimiin ja kaytettava kertakayttdisia ja eikertakayttdisia astioita ja livoksia

RNA:n kanssa tydskenneltéessé.
Yleinen kasittely

Asianmukaista mikrobiologista, aseptista tekniikkaa on aina kaytettava tydskenneltéessd
RNA:n kanssa. Késissd ja pdlyssa voi olla bakteereita ja homeita, ja ne ovat yleisia
Rnaasi-kontaminaation Iéhteitd. Esté ihon pinnan tai polyisten laboratoriovélineiden
aiheuttamat RNaasi-kontaminaatiot kayttamalla aina lateksi- tai vinyylikasineitd, kun késittelet
reagensseja ja RNA-ndytteitd. Vaihda kdsineet usein ja pidd putket suljettuina aina kun
mahdollista. Pidé puhdistetty RNA  jaéssa, kun alikvootteja pipetoidaan mydhempid

kayttotarkoituksia varten.
Kertakayttdiset muoviosat

Steriilien, RNaasittomien ja kertakéyttdisten polypropeeniputkien kéyttd on suositeltavaa koko

toimenpiteen ajan.
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Tilaustiedot

Tuote Sisdlto Tuotenro
QIAamp DSP Circulating NA 50 preparaatiota varten: QlAamp 61504
Kit (50) Mini -putket, putkenpidentdijat,

VacConnector-liitimet, QIAGEN
Proteinase K, reagenssit, puskurit ja
ndytteenottoputket
Liséivarusteet
QIAvac 24 Plus vacuum Tyhjidputkisto 1-24 pydrityskolonnin 19413
manifold -yhjidputkisto* kasittelyyn: QlAvac 24 Plus Vacuum
manifold -tyhjidputkisto, luer-tulpat,
pikaliitannat
Vacuum Pump* Yleinen tyhjispumppu 84010
[USA ja
Kanadal]
84000
[Japani]
84020
[muut
maat]
QlAvac Connecting System* Jarjestelma, jolla yhdistetédn 19419

* Kaytettévéiksi tyhjidprotokollien kanssa.

Voimassa olevat lisenssitiedot ja tuotekohtaiset vastuuvapauslausekkeet ovat saatavilla
tuotekohtaisista QIAGEN-sarjojen kayttdoppaista tai kasikirjoista. QIAGEN-sarjojen kasikirjat

ja kayttdoppaat ovat saatavilla osoitteesta www.qgiagen.com, tai niitd voi tiedustella

tyhjidputkisto ja tyhjidpumppu:
sisaltaa tarjottimen, jatepullot, putket,
liiténnat, venttiilin, mittarin ja

24 VacValves-venttiilia

QIAGENIn teknisestd palvelusta tai paikalliselta jalleenmyyijalta.
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Asiakirjan muutoshistoria

Versio

Kuvaus

R1, heinakuu 2022

52

IVDR Kit -sarjan version 2 julkaisu, ei muutoksia
protokolliin tai suorituskykytietoihin verrattuna sarjan
versioon 1; lisdys “manuaalisesta” eristamisestd
kayttotarkoitukseen; pienia paivityksia ja korjauksia
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Tama sivu on jatetty tarkoituksella tyhjdksi.
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Tama sivu on jatetty tarkoituksella tyhjdksi.
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li isopimus QlAamp DSP Circulating NA Kit -tarvikesarjasta

Tamén tuotteen kéyttd tarkoittaa ostajan fai kéytt

suostumusta noudattaa seuraavia ehtoja:

1. Tuofetta saa kéyttad ainoastaan tuotteen mukana toimitettujen protokollien ja taman késikirjan i sekd ai paneelin sisélta osien kanssa.
QIAGEN ei myénn& immateriaaliomaisuutensa lisenssid tarkoitukseen kéyttad tai liittaé témén paneelin sisaltémié osia muiden osien kanssa, jotka eivét sisélly tahan
paneeliin lukuun oftamatta osia, jotka kuvataan tuotteen mukana toimitetuissa protokollissa, tdssd kasikirjassa ja muissa protokollissa, jotka ovat saatavana osoitteessa
www.qiagen.com. Osa lisémateriaalista on QIAGEN-kéyttdjien toisille QIAGEN-kéyttdiille laatimaa. QIAGEN ei ole testannut tai tarkistanut kyseisté materiaalia.
QIAGEN ei anna takuuta lisémateriadlille eiké takaa, eftei se loukkaa kolmansien osapuolten oikeuksia.

2. Muutoin kuin selvésti ilmoitettujen lisenssien osalta QIAGEN ei takaa, eftd tdmd paneeli |c/fo| sen kayttaja(t) ei (eivat) loukkaa kolmansien osapuolten oikeuksia.
3. Téma paneeli ja sen osat on lisensoitu kertakéyttéon, ja niiden uudelleenkéyttd, k tai edell ynti ovat kiellettyjé.

4. QIAGEN kiistaa ni isesti kaikki kéyttdoikeudet, suorat tai epdsuorat, joita ei ole fdssé nimenomaisesti ilmoitettu.

5. Paneelin ostaja tai kéyttéjd suostuu siihen, eftei héin suorita tai anna muiden suorittaa I‘olmenpweltc |otl<c volslvct johtaa edelléd mainittuihin kiellettyihin
tapahtumiin tai edesauttaa niiden syntymistd. QIAGEN saattaa vedota témén rajoitetun lisenssi ioistuimessa. QIAGEN perii kaikki tutkinta- ja

oikeuskulut asianajajan palkkiot mukaan lukien, jotka aiheutuvat témén rajoitetun llsen55|sop|muksen tai sen henkistd omaisuutta koskevien oikeuksien
toimeenpanemisesta paneelin ja/tai sen osien osalta.

Katso pdivitetyt kéyttdoikeusehdot osoitteesta www.qiagen.com.

Tavaramerkit: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, (QIAGEN Group); Agilent® (Agilent Technologies, Inc.); BD™, Vacutainer® (Becton Dickinson and Company);
PAXgene® (PreAnalytiX GmbH); Tween™ (ICI Americas Inc.). Tassé asiakirjassa mainittuja rekisterdityjd nimid, tavaramerkkejd jne. on pidettévé lain suojaamina,
vaikkei niitd olisi erityisesti sellaisiksi merkitty.

Jun-2022 HB-3049-001 1127632 © 2022 QIAGEN, kaikki oikeudet pidatetéan.
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