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Paredzétais lietojums

QlAamp DSP Circulating NA Kit ir sistéma, kura izmantota silicija dioksida membranas
tehnologija (QlAamp tehnologija) cirkuléjo$as starp§inu DNS un RNS izolé$anai un

attiriS8anai no cilvéka asins plazmas paraugiem.

So produktu ir paredzéts lietot tikai specialistiem, piemé&ram, laborantiem un arstiem, kuriem

ir apmactti molekulari biologisko metozu izmanto$ana.

QlAamp DSP Circulating NA Kit ir paredzéts lietoSanai in vitro diagnostika.

Kopsavilkums un skaidrojums

Brivi cirkulgjoSas nukleinskabes parasti ir sastopamas cilvéka plazma Tsu fragmentu veida —
<1000 bp (DNS), <1000 nt (RNS) vai 20 nt (mikroRNS). Brivi cirkuléjoSo nukleinskabju
koncentracija cilvéka asins plazma parasti ir zema un dazadiem cilvékiem ievérojami atskiras,

no cilvékiem iegitos paraugos svarstoties 1-100 ng/ml diapazona (1-5).

QlAamp DSP Circulating NA Kit nodroSina iespéju efektivi attirit cirkuléjosas nukleinskabes
no cilvéka plazmas. Paraugi var bat gan svaigi, gan sasaldéti. Pagarindjuma caurulites un
vakuuma apstrade ar QlAvac 24 Plus nodroSina sdkuma parauga tilpumu Iidz 5 ml, un
elastigi eluéSanas tilpumi 20-150 pl diapazona lauj koncentrét nukleinskabju veidus, kas ir

zema koncentracija.

Eluétas brivi cirkulgéjoSas DNS vai RNS ir gatavas izmantoSanai pakartotos lietojumos vai
piemérotas uzglabasanai. QlAamp DSP Circulating NA Kit nodroSina efektivu proteinu,

nukleazu un citu piemaisijumu atdaliSanu.
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Proceddras principi

QlAamp DSP Circulating NA procedira sastav no 4 posmiem (lize, saistiSana, skaloSana
un eluéSana), un to veic, izmantojot QlAamp Mini stobrinus QIAvac sistéma. Drosa
procedira palidz samazinat krustenisko kontaminaciju no parauga uz paraugu un palielina

lietotaja drosibu, rikojoties ar potenciali infekcioziem paraugiem.

Vienkarsa procedira ir piemérota Iidz 24 paraugu vienlaicigai apstradei mazak neka
2 stundu laika.

Paraugu tilpumi

QlAamp Mini stobrini saista fragmentétas nukleinskabes, kuru garums ir tikai 20 nt, bet
iegltais daudzums ir atkarigs no parauga tilpuma un parauga cirkuléjoSo nukleinskabju
koncentracijas (parasti 1-100 ng/ml plazma). QlAamp DSP Circulating NA proceddra ir
optimizéta paraugu tilpumiem Iidz 5 ml.
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QlAamp DSP Circulating
NA Kit procediira

Paraugs

|

Lize

SaistiSana

Skalosana

Eluésan

Tiras nukleinskabes

1. attéls. QlAamp DSP Circulating NA Kit procediras parskats
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Paraugu lize

Brivi cirkuléjo$as nukleinskabes biologiskajos Skidrumos parasti ir saistitas ar proteTniem vai
atrodas vezikulu apvalkos, tapéc ir nepiecieSams efektivs lizes posms, lai atbrivotu
nukleinskabes selektivai saistiSanai QlAamp Mini stobrina. Tapéc paraugi tiek lizéti ipasas
denaturacijas apstaklos paaugstinata temperatira proteinazes K un buferSkiduma Buffer
ACL klatbatné, kas nodroSina DNazes un RNazes inaktivaciju un atbrivo nukleinskabes no

saistitajiem proteiniem, lipidiem un vezikulam.
QlAamp Mini stobrina membranas adsorbcija

Lai nodrosinatu cirkuléjo$o nukleTinskabju optimalu saistiSanos pie membranas, tiek pielagoti
saisti3anas apstakli, lizatam pievienojot buferSkidumu Buffer ACB. Péc tam lizati tiek
parnesti uz QlAamp Mini stobrinu, un cirkul&jo$as nukleinskabes no liela tilpuma tiek
adsorbétas uz silicija dioksida membranas, kad lizats tiek stkts cauri vakuuma spiediena
ietekmé. Salu un pH limenis nodroSina, ka lielaka dala proteinu un citu piemaisijumu, kas
var nomakt PCR un citas pakartotas fermentativas reakcijas, nepaliek uz QlAamp Mini

stobrina membranas.

Protokola izpildei ir nepiecieSams vakuuma kolektors (piem., QlAvac 24 Plus ar QlAvac
Connecting System) un vakuuma siknis, kas spéj radit ~800-900 mbar vakuumu (piem.,
QIAGEN® Vacuum Pump). Lai viegli uzraudzitu vakuuma spiedienu un érti atbrivotu

vakuumu, jaizmanto ierice Vacuum Regulator (ietilpst sisttma QlAvac Connecting System).
AtlikuSo piemaisijumu atdaliSana

NukleTnskabes paliek saistitas ar membranu, bet piemaisijumi tiek efektivi aizskaloti

3 skalo$anas ciklos.
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Attirito nukleinskabju eluésana

Eluésanu veic, izmantojot bufer8kidumu Buffer AVE. Viena cikla laika buferSkiduma Buffer
AVE, kas Iidzsvarots I1dz istabas temperatirai, tiek eluétas augstas tiribas cirkuléjo$as
nukletnskabes. Var pielietot elastigu eluéSanas tilpumu 50-150 pl. Ja ir nepiecieSama
augstaka nukleinskabes koncentracija, eluéSanas tilpumu var samazinat pat Iidz 20 pl.
EluéSanas tilpumi, kas zemaki par 50 pl, var nodroSinat augstdkas koncentracijas
nukletnskabes eluatus, bet var samazinaties kopéjais iegutais daudzums.

Atgutais eluata tilpums var bat par I1dz 5 yl mazaks neka eluéSanas buferSkiduma tilpums,
kas pielietots stobrinam.

Nukleinskabju iegutais daudzums un lielums

Brivi cirkuléjo$o nukleinskabju iegdtais daudzums, kas izoléts no biologiskiem paraugiem,
parasti ir mazaks par 1 ug, tapéc to ir grati noteikt ar spektrofotometru. CirkuléjoSas DNS un
RNS absolltais iegdtais daudzums, kas ieglts no parauga, izmantojot QlAamp DSP
Circulating NA Kit atSkiras paraugiem, kas nemti no dazadiem cilvékiem, un ir atkarigs art
no citiem faktoriem (piem., no dazadu slimibu stavokliem). Turklat ekstrahétajas
nukleinskabés eso$ad RNS neséjvide, visticamak, dominés UV absorbcijas radijumos
(skatiet 25.1pp.). legitd daudzuma noteikSanai ieteicams izmantot kvantitativas
amplifikacijas metodes.

CirkuléjoSo nukleinskabju, kas attiritas, izmantojot QlAamp DSP Circulating NA Kit,
sadaltjumu péc lieluma var parbaudrtt, izmantojot agarozes gela elektroforézi vai hibridizaciju
ar mérkim atbilstosi markétu zondi® vai ar mikroskidruma elektroforézes $kidumu (piem.,
Agilent Bioanalyzer).
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Protokolu apraksts

Saja rokasgramata ir aprakstiti divi dazadi protokoli.
Protokols “Breeze protokols: cirkulgjoSo nukleinskabju attiriSsana no 1-5 ml cilvéka asins
plazmas” (27. Ipp.) ir paredzéts 5 ml plazmas apstradei 1 ml posmos un ir optimizéts,

samazinot roku darbu un izpildes laiku.

Protokols “Klasiskais protokols: cirkuléjoSo nukletinskabju attiriSana no 1-5 ml cilvéka asins
plazmas” (32. Ipp.) ir paredzéts lidz 5 ml plazmas apstradei 1 ml posmos, un tas ir
neizmainits QlIAamp DSP Circulating NA Kit rokasgramatas 3. parskatita izdevuma (R3)

protokols.
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Nodrosinatie materiali

Komplekta komponenti

(sarkani vacini))

Rokasgramata

QlAamp DSP Circulating NA Kit (50)

Kataloga Nr. 61504

Sagatavju skaits 50

QlAamp Mini QlAamp Mini columns with Wash 50
Tubes (QlAamp Mini stobrini ar
skaloSanas stobriniem) (WT) (2 ml)

EXT Column Extenders (Stobrina COL 2x25
paplasinataji) (20 ml)

WT Wash Tubes 50
(Skalosanas stobrini) (2 ml)

ET Elution Tubes 50
(EluéSanas stobrini) (1,5 ml)

VvC VacConnectors (Vakuuma savienotaji) 50

ACL* Lysis Buffer* (Lizes buferskidums) BUF 220 ml

ACB* Binding Buffer* (concentrate) m 300 ml
(Saistisanas buferskidums
(koncentrats))

ACW1* Wash Buffer 1* (Skalo$anas WaASH [ BUF] 1 JCONC] 19 ml
buferSkidums 1) (koncentrats)

ACw2f Wash Buffer 2t (Skalo$anas [WasH [BUF] z J[cONC] 13 m
buferSkidums 2) (koncentrats)

AVET Elution Buffert (Elué$anas 5x2ml
buferSkidums) (violeti vacini)

PROTK QIAGEN Proteinase K 4 x7ml
(QIAGEN proteinaze K) -

Carrier Carrier RNA (RNS neséjvide) 310 ug

*

-+

Satur haotropo sali. Skatiet 12. Ipp. sadalu Bridinajumi un piesardzibas pasakumi.
Ka konservantu satur natrija azidu.
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NepiecieSamie materiali, kas netiek piegadati

Stradajot ar kimiskam vielam, vienmér valkajiet piemérotu laboratorijas halatu, vienreizéjas
lietoSanas cimdus un aizsargbrilles. Lai sanemtu papildinformaciju, iepazistieties ar
attiecigajam droSibas datu lapam (DDL), kas ir pieejamas pie produkta piegadataja.

Parliecinieties, vai instrumenti ir parbauditi un kalibréti saskana ar razotaja ieteikumiem.

Visiem protokoliem

® Pipetes (pielagojamas)

e Sterili pipetes uzgali (lai palidzétu novérst krustenisko kontaminaciju, ieteicami pipetes
uzgali ar aerosola barjeram)

e Udens pelde vai sildidanas bloks, kura var ievietot 50 ml centrifligas stobrinus 56 °C vai
60 °C temperatdra*

e Sildisanas bloks vai lTdziga ierice ar 56 °C temperatdru, kura var ievietot 2 ml

skalo3anas stobrinus (tikai Klasiskajam protokolam)*

Mikrocentrifiga (ar rotoru 2 ml stobriniem)*

50 ml centrifagas stobrini

QlAvac 24 Plus vacuum manifold (kat. nr. 19413)

QlAvac Connecting System (kat. nr. 19419) vai lidzvértiga

Vacuum Pump (kat. nr. 84010 [ASV un Kanada], 84000 [Japana] vai 84020 [pargjas

valstis]) vai ltdzvertigs stknis, kas spéj razot —800 ITdz -900 mbar vakuumu

Etanols (96-100%) '

® |zopropanols (100%)

® Sasmalcinats ledus (tikai protokolam “Klasiskais protokols: cirkulgjoSo nukleinskabju
attirisana no 1-5 ml cilvéka asins plazmas”.)

e Daziem paraugiem var bat nepiecieSama atSkaidiSana ar fosfata sals buferskidumu
(PBS)

® Papildiespéja. VacValves (kat. nr. 19408)

* Parliecinieties, vai instrumenti ir parbaudtti un kalibréti saskana ar razotaja ieteikumiem.
T Neizmantojiet denaturétu spirtu, kas satur papildvielas, pieméram, metanolu vai metiletilketonu.
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Bridinajumi un piesardzibas pasakumi

LietoSanai in vitro diagnostika

Stradajot ar kimiskam vielam, vienmér valkajiet piemérotu laboratorijas halatu, vienreizéjas
lietoSanas cimdus un aizsargbrilles. Lai iegitu papildinformaciju, skatiet attiecigas droSibas
datu lapas (safety data sheet, SDS). Tas ir pieejamas tieSsaisté értda un kompaktd PDF
formatad vietné www.qgiagen.com/safety, kur var atrast, skatit un izdrukadt SDS katram
QIAGEN komplektam un komplekta komponentam.

BRIDINAJUMS Traumu risks cilvékiem

NEPIEVIENOJIET balinataju vai skabus Skidumus tieSi paraugu

sagatavo$anas atkritumiem.

BuferSkidumi Buffer ACL, Buffer ACB un Buffer ACW1 satur guanidina salus, kas,

kombingjot ar balinataju, var veidot augstas reagétspéjas savienojumus.

Ja 8kidrums, kas satur Sos buferSkidumus, ir izSlakstits, notiriet to ar piemérotu laboratorijas
mazgasanas [idzekli un tdeni. Ja izlijusais Skidrums satur potenciali infekciozas vielas,
vispirms notiriet skarto vietu ar laboratorijas mazgasanas Ilidzekli un Gdeni un péc tam ar 1%

(v/v) natrija hipohloritu.

Uz QlAamp DSP Circulating NA Kit sastavdalam attiecas talak noraditie bistamibas un

piesardzibas pasakumu pazinojumi.

12 QlAamp DSP Circulating NA Kit LietoSanas instrukcijas (rokasgramata) 09/2019


http://www.qiagen.com/safety

Buffer ACB

Satur: guanidina tiocianatu. Bistami! Kaitigs, ja norij. Var bat kaitigs,
saskaroties ar adu vai ieelpojot. lzraisa smagus adas apdegumus un acu
traumas. Kaitigs Gidens organismiem ar ilgsto§am sekam. Saskaré ar skabém
izdalas |loti toksiska gaze. Izmantot aizsargcimdus/aizsargdrébes/acu

ped

aizsargus/sejas aizsargus. JA IEKLUST ACIS: uzmanigi izskalot ar Gdeni
vairakas mindtes. Iznemt kontaktlécas, ja tas ir ievietotas un ja to ir viegli
izdarit. Turpinat skalot. Nekavéjoties sazinieties ar SAINDESANAS
INFORMACIJAS CENTRU vai arstu/gimenes arstu.

Buffer ACL

Satur: guanidina tiocianatu. Bistami! Kaitigs, ja norij. Var bat kaitigs,
saskaroties ar adu vai ieelpojot. |zraisa smagus adas apdegumus un acu
traumas. Kaitigs Gdens organismiem ar ilgsto§am sekam. Saskaré ar skabém

T izdalds loti toksiska gaze. Izmantot aizsargcimdus/aizsargdrébes/acu
aizsargus/sejas aizsargus. JA IEKLUST ACIS: uzmanigi izskalot ar Gdeni
vairakas mindtes. Iznemt kontaktlécas, ja tas ir ievietotas un ja to ir viegli
izdarit. Turpinat skalot. Nekavgjoties sazinieties ar SAINDESANAS
INFORMACIJAS CENTRU vai arstu/gimenes arstu.

Buffer ACW1

Satur: guanidina hidrohloridu. Bridinajums! Kaitigs, norijot vai ieelpojot.
Izraisa adas kairingjumu. Izraisa nopietnu acu kairingjumu. Izmantot

aizsargcimdus/aizsargdrébes/acu aizsargus/sejas aizsargus.
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Proteinase K

Satur: Proteinaze K. Bistami! Izraisa mérenu adas kairinajumu. Ja ieelpo, var
izraistt alergiju vai astmas simptomus, vai apgratinat elpoSanu. lzvairtties
ieelpot putek|us/tvaikus/gazi/dimus/izgarojumus/smidzinajumu. Izmantot
aizsargcimdus/aizsargdrébes/acu  aizsargus/sejas  aizsargus.  Lietot
elpo$anas organu aizsargierices. Saskares gadijuma vai ja ir aizdomas par
to: sazinieties ar SAINDESANAS INFORMACIJAS CENTRU vai
arstu/gimenes arstu. Nogadat cietuso svaiga gaisa un nodrosinat netraucétu

elpoSanu.
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Reagentu uzglabasana un lietoSana

QlAamp Mini stobrini jauzglaba sausa vieta 2—8 °C temperatara. Visi buferSkidumi jauzglaba
istabas temperatira (15-25 °C). QlAamp Mini stobrinus un buferSkidumus 8ados apstaklos
bez veikispéjas samazindjuma pazimém var uzglabat lidz deriguma termina beigu

datumam, kas noradits uz komplekta karbas.

Liofilizéta RNS neséjvide jauzglaba istabas temperattra (15-25 °C) l1dz deriguma termina
beigu datumam, kas noradits uz komponenta etiketes. Carrier RNA (RNS neséjvide)
buferskidumam Buffer ACL, ka aprakstits 28. Ipp sadala Breeze Protocol un 33. Ipp. sadala
Klasiskais protokols. Sis $kidums jasagatavo svaigs, un tas ir stabils 2—-8 °C temperatara

daudzums ir jasasaldé alikvotas dalas -30 Iidz -15 °C temperatra.

Komplekta QlAamp DSP Circulating NA Kit ietilpst lietoSanai gatavs proteinazes K skidums,

deriguma termina beigu datumam, kas noradits uz komponenta mark&uma, ja tiek
uzglabata istabas temperatara (15-25 °C).
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Parauga materiala uzglabasana un lietosana

Asins uzglabasana un rikoSanas

Lai izvairttos no starpSinu nukleinskabju noardiSanas un Stnu nukletnskabju atbrivosanas,
pilnasinis ieteicams uzglabat ne vairak ka 6 h 2—-8 °C temperatira (piem., EDTA paraugus).
Ja izmantojat stabilizétus asins nemsSanas stobrinus, l0dzu, ievérojiet razotaja noteiktos
uzglabasanas nosacijumus. leteicams parbaudit Sos uzglabasSanas apstaklus kombinacija
ar josu konkréto pakartoto lietojumu un mérki.

Plazmas uzglabasana un rikoSanas

leteicams veikt plazmas atdaliSanu un nukleinskabes izoléSanu nekavéjoties péc asins
savaksanas, ja ka antikoagulants tiek izmantots EDTA, it ipasi RNS iegisanai. Islaicigas

uzglabasanas gadijuma plazmu var uzglabat I1dz 24 stundam 2-8 °C temperatara.

llgakas uzglabasanas gadijuma plazmas alikvotas dalas no stabilizétiem vai nestabilizétiem
asins nemsanas stobriniem var uzglabat —-20 °C temperatara (tikai, ja mérkis ir DNS) vai
-80 °C temperatara (ja mérkis ir DNS un RNS) vismaz 4 nedélas.

Eluéto nukleinskabju uzglabasana

Eluétds nukleinskabes tiek savaktas 1,5ml eluéSanas stobrinos (ietilpst piegades
komplektacija). Attiritas cirkuléjoSas nukleinskabes var uzglabat I1dz 24 stundam 2-8 °C
temperatdra. Ja uzglabasanas laiks ir ilgaks par 24 stundam, pakartotajiem lietojumiem
ieteicama uzglabasanas temperatdra ir —30 I1dz —15 °C DNS iegisanai un —90 [idz —60 °C
RNS iegusanai.
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Procedura

Svariga informacija pirms darba saksanas

QlAvac 24 Plus

QlAvac 24 Plus ir izstradats atrai un efektivai vakuumapstradei paraléli I'dz 24 QIAGEN
centrifigas stobrinus. Paraugi un skaloSanas $kidumi tiek izskti cauri stobrinu membranam
ar vakuumu, nevis ar centrifugéSanu, nodrosinot lielaku atrumu un mazak roku darba

attiriSanas proceddras.

Kombinacija ar iekartu QlAvac Connecting System sistému QlAvac 24 Plus var izmantot ka

caurplades sistému. Paraugu caurplide tiek savakta atseviSka atkritumu pudele.

Informaciju par QlAvac 24 Plus apkopi skatiet rikoSanas noradijumos QIAvac 24 Plus

rokasgramata.

QlAamp Mini stobrinu apstrade sistéma QlAvac 24 Plus

QlAamp Mini stobrinus sisttma QlAvac 24 Plus apstrada, izmantojot vienreizlietojamus
savienotajus VacConnectors un atkartoti lietojamus varstus VacValves. Varstus VacValves
(papildiespéja) ievieto tieSi QlAvac 24 Plus kolektora Luer tipa slotos un nodrosina pastavigu
plismas atrumu, kas atvieglo dazada tilpuma paraugu paral€lu apstradi. Tie jaizmanto, lai
nodroSinatu nemainigu vakuumu, ja paraugu plasmas atrumi ievérojami atSkiras. Savienotaji
VacConnectors ir vienreizlietojami savienotaji, ko uzstada starp QlAamp Mini stobriniem un
varstiem VacValves vai starp QlAamp Mini stobriniem un sistémas QlAvac 24 Plus Luer tipa
slotiem. Tie novérs tieSu saskari starp centrifiigas stobriniem un varstu VacValve attiriSanas
laika, tadéejadi nepielaujot krustenisko kontaminaciju starp paraugiem. P&c vienas lietoSanas
savienotaji VacConnectors jaizmet. Lielu Skiduma tilpumu dél ir nepiecieSsama iekarta

QlAvac Connecting System (vai l1dziga iekarta ar atkritumu pudelém) (skatiet 2. attéls).
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Riko$anas noradijumi darbam ar QlAvac 24 Plus

Vienmeér novietojiet QlAvac 24 Plus uz nostiprinata darbgalda vai nostiprinatas darba

virsmas. NokriSanas gadijuma QIlAvac 24 Plus kolektors var saplist.

Vienmeér uzglabajiet QlAvac 24 Plus tira un sausa vieta. Informaciju par tiriS8anas
proceddram skatiet QlAvac 24 Plus rokasgramata.

lekartas QlAvac 24 Plus komponenti nav izturigi pret noteiktiem Skidinatajiem

(1. tabula). Ja Sie Skidinataji tiek izlieti uz iekartas, rapigi noskalojiet to ar Gdeni.
Lai nodroSinatu nemainigu veiktspéju, nelietojiet silikona vai vakuuma smérvielas
nevienai QlAvac 24 Plus kolektora dalai.

Stradajot vakuuma kolektora tuvuma, kad tas atrodas zem spiediena, vienmér

ievérojiet piesardzibu un valkajiet aizsargbrilles.

Lai sanemtu informaciju par rezerves vai nomainas dalam, sazinieties ar QIAGEN
tehniska atbalsta dienestu vai vietéjo izplatitaju.

Vakuuma spiediens ir spiediena starpiba starp spiedienu vakuuma kolektora iekSpusé
un atmosféras spiedienu (standarta atmosféras spiediens ir 1013 millibari vai

760 mm Hg), un to var izmérTt, izmantojot sistému QlAvac Connecting System (skatiet
2. attéls). Protokolu izpildei ir nepiecieSams vakuuma siknis, kas spéj radrt vakuumu
diapazona no —-800 ITdz —900 mbar (piem., QIAGEN Vacuum Pump). Augstaks
vakuuma spiediens nav pielaujams. Par ieteikto zemaka vakuuma spiediena
izmantoSana var samazinat nukleinskabes iegito daudzumu un tirtbu un palielinat

membranu aizsprosto$anas risku.

2. attels. QlAvac 24 Plus, QlAvac Connecting System un Vacuum Pump
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-

. tabula. QlAvac 24 Plus kimiskas izturibas ipasSibas

Izturigs pret Nav izturigs pret
Etikskabe Haotropie sali Benzols
Hromskabe Koncentréti spirti Fenols

SDS Natrija hlorids Hloroforms
Tween® 20 Urinviela Toluols
Hlorkalkis Salsskabe Eteri

Natrija hidroksids

QlAvac 24 Plus vacuum manifold uzstadiSana

1

. Savienojiet QlAvac 24 Plus ar vakuuma avotu. Ja izmantojat iekartu QlAvac
Connecting System, savienojiet sistému ar kolektoru un vakuuma avotu, ka aprakstits

QIAvac 24 Plus rokasgramatas A pielikuma.

2. levietojiet varstu VacValve (papildiespé&ja) katra QlAvac 24 Plus Luer tipa slota, ko

paredzéts izmantot (skatiet 3. attéls). Aizveriet neizmantotos Luer tipa slotus ar Luer

tipa spraudniem vai aizveriet ievietoto varstu VacValve.

Varsti VacValves jaizmanto, lai nodroSinatu nemainigu vakuumu, ja paraugu plismas

atrumi ieverojami atskiras.

3. levietojiet savienotaju VacConnector katra varsta VacValve (skatiet 3. attéls).

Veiciet So darbibu tieSi pirms attiriS8anas sakuma, lai nepaklautu savienotajus

VacConnectors gaisa eso$o iespé&jamo piesarnotaju iedarbibai.

4. levietojiet QlAamp Mini stobrinus savienotajos VacConnectors kolektora (skatiet

3. attéls).

Piezime. Saglabaijiet blistera iepakojuma eso3o skaloSanas stobrinu izmantosanai

attirisanas protokola.

5. Katra QlAamp Mini stobrina ievietojiet stobrina paplasinataju (20 ml) (skatiet 3. attéls).

Piezime. Lai nepielautu parauga nopladi, parliecinieties, ka stobrina paplasinatajs ir

cieSi ievietots QlAamp Mini stobrina.
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6. Lai veiktu nukleinskabes attiriSanu, ievérojiet protokolos sniegtos noradijumus. Péc

lietoSanas pareizi atbrivojieties no savienotajiem VacConnectors.

Pielietojot vakuumu, atstajiet QlAamp Mini stobrina vacinu atvértu.

Starp posmiem izslédziet vakuumu, lai nodrosinatu, ka apstrades laika tiek pielietots
pastavigs, vienmeérigs vakuums. Lai atrak iegitu vakuumu, jaizmanto ierice Vacuum
Regulator (ietilpst iekartd QlAvac Connecting System).

Piezime. Katru varstu VacValve var aizvért atseviski, kad paraugs ir pilniba izstkts
cauri centrifligas stobrinam. Tadejadi var paraléli apstradat paraugus ar dazadu tilpumu

un viskozitati.

. Péc paraugu apstrades notiriet iekartu QlAvac 24 Plus (skatiet nodalu “QlAvac 24 Plus

tiriSana un dekontaminacija” QIAvac 24 Plus rokasgramata).

Piezime. Buferskidumi ACL, ACB un ACW1 nav saderigi ar dezinfekcijas ITdzekliem,

kas satur balinatajus. Skatiet 12. Ipp. sadalu Bridinajumi un piesardzibas pasakumi.

20
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3. attéls. Sistéemas QlAvac 24 Plus apriko$ana ar QlAamp Mini stobriniem, izmantojot varstus VacValves,
savienotajus VacConnectors un stobrinu paplasinatajus.

1 QIAvac 24 Plus vacuum manifold 4 VacConnector

2 QlAvac 24 Plus Luer tipa slots 5 QlAamp Mini stobrins
(noslégts ar Luer tipa spraudni)

3 VacValve** 6 Stobrina paplasinataji

Lai izvairTtos no paraugu sajauk3anas, ieteicams markét stobrinus un QlAamp Mini stobrinus
lietoSanai QlAvac 24 Plus vakuuma sistéma atbilstoSi shémai, kas paradita Seit: 4. attéls.

So attélu var nokopét un markét ar paraugu nosaukumiem.

* Jaiegadajas atseviski.
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Datums:

Operators:

Sérijas ID:
07 435 049 10 11 2
o o] o o] o o]
14 20 21 22 23 24
O O O ] O O

4. attéls. MarkéSanas shéma QlAamp Mini stobriniem lietoSanai QlAvac 24 Plus vakuuma sistéma
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BuferSkidumu un reagentu sagatavoSana

Buffer ACB

Pirms lietoSanas pievienojiet 300 ml buferS8kiduma Buffer ACB koncentratam 200 ml
izopropanola (100%), lai iegitu 500 ml buferSkiduma Buffer ACB. Pé&c izopropanola

pievienoSanas ripigi samaisiet.

Buffer ACW1*

Pirms lietoSanas pievienojiet 19 ml buferS8kiduma Buffer ACW1 koncentratam 25 ml etanola
(96-100%), lai iegutu 44 ml buferSkiduma Buffer ACW1. Pé&c etanola pievieno$anas rapigi

samaisiet.

Buffer ACW2T

Pirms lietoSanas pievienojiet 13 ml buferSkiduma Buffer ACW2 koncentratam 30 ml etanola
(96-100%), lai iegatu 43 ml buferSkiduma Buffer ACW2. P&c etanola pievieno$anas rapigi

samaisiet.

RNS neséjvides pievienoSana buferskidumam Buffer ACL*

RNS neséjvide paredzéta 2 nolukiem: pirmkart, ta veicina nukleinskabju saistiSanos pie
QlAamp Mini membranas, it Tpasi, ja parauga ir loti maz mérka molekulu. Otrkart, liela
daudzuma RNS neséjvides pievienoSana samazina RNS noardiSanas iespé&ju tados retos
gadijumos, kad nenotiek RNazes molekulu denaturdcija ar haotropiem saliem un
mazgasanas [1dzekliem buferskiduma Buffer ACL.

* Satur haotropo sali. Bridinajumus un piesardzibas pasakumus skatiet 12. Ipp.
T Ka konservantu satur natrija azidu.
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NodroS$inatais liofilizEétas RNS neséjvides daudzums ir pietieckams komplekta ieklauta
buferSkiduma Buffer ACL tilpumam. leteicama RNS neséjvides koncentracija ir pielagota t3,
lai QlAamp DSP Circulating NA protokolu varétu izmantot k& visparéju attiris8anas sistému,
kas ir saderiga ar daudzam dazadam amplifikacijas sisttmam, un bitu piemérota plaSam

RNS un DNS mérku diapazonam.

Amplifikacijas sistému efektivitate atSkiras atkariba no reakcija eso$a kopéja nukleinskabju
apjoma. Eluati, kas iegati no komplekta, satur gan cirkuléjo$as nukleinskabes, gan RNS
neséjvidi, un vairuma gadijumu RNS neséjvides daudzums ievérojami parsniegs cirkuléjoSo
nukletnskabju daudzumu. Tapéc izoléto cirkulgéjoSo nukleinskabju daudzuma noteikSana
péc UV absorbcijas raditdja nebls atbilstosa, jo Sadu mérijjumu rezultdtus nosaka RNS

neséjvides klatbatne.

Lai iegitu amplifikacijas reakciju jutiguma augstako [Tmeni, var bt nepiecieSams samazinat
bufer8kidumam Buffer ACL pievienotas RNS neséjvides daudzumu.

Amplifikacijas sistémas, kuras izmanto oligo dT praimerus, brivi cirkulgjoSo nukleTnskabju

izoléSanas laika nav japievieno RNS neséjvide.

Pievienojiet 1550 pl Buffer AVE* stobrina, kurs satur 310 ug liofilizétas RNS neséjvides, lai

alikvotas dalas un uzglabajiet =30 lldz -15 °C temperatara. Nesasaldéjiet un neatkauséjiet
alikvotas dalas vairak neka 3 reizes.

Nemiet véra, ka RNS neséjvide neskist buferSkiduma Buffer ACL. Ta vispirms jaiz8kidina

buferskiduma Buffer AVE un péc tam japievieno bufer8kidumam Buffer ACL.

* Ka konservantu satur natrija azidu.

QlAamp DSP Circulating NA Kit LietoSanas instrukcijas (rokasgramata) 09/2019 25



Aprékiniet paraugu partijai nepiecieSama Buffer ACL-RNS neseéjvides maisijuma tilpumu

atbilstoSi protokolos sniegtajam tabulam. Izvélieties vienlaikus apstradajamo paraugu skaitu.

Uzmanigi samaisiet, 10 reizes apgriezot stobrinu vai pudeliti. Lai nepielautu putoSanos,
neskaliniet.

Piezime. Paraugu sagatavoSanas proceddra ir optimizéta maksimali 1,0 ug RNS neséjvidei
uz paraugu. Ja ir noskaidrots, ka jasu amplifikacijas sistémai labak piemérots mazaks RNS
neséjvides daudzums, parnesiet uz stobriniem, kas satur bufer8kidumu Buffer ACL, tikai
nepiecieSamo RNS neséjvides daudzumu. Uz katru sagatavotaja Skiduma nepiecieSamas
RNS neséjvides mikrogramu pievienojiet buferSkidumam Buffer ACL 5 pl izSkidinatas RNS
neséjvides. (Var bit izdevigi izmantot mazak neka 1,0 yg RNS neséjvides uz paraugu, un
tas ir japarbauda katram konkrétam parauga tipam un pakartotajai analizei.)
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Breeze protokols: cirkuléjoso nukleinskabju
attiriSana no 1-5 ml cilvéka asins plazmas

Sis protokols ir paredzéts cirkulgjoso DNS un RNS attiridanai no 1-5 ml cilvéka asins
plazmas un ir optimizéts, samazinot roku darbu un izpildes laiku. Eso3as lietotaju
apstiprinatas darbplismas, izmantojot QIAamp DSP Circulating Kit versiju 1/R3, ladzu,

skatiet sadala “Klasiskais protokols: cirkul&joSo nukleinskabju attiriSana no 1-5 ml cilvéka
asins plazmas” (32. Ipp.).

Svariga informacija pirms darba saksanas

® Visi centrifugéSanas posmi tiek veikti istabas temperatara (15-25 °C).

e Starp posmiem izslédziet vakuumu, lai nodrosinatu, ka protokola posmu laika tiek

pielietots pastavigs, vienmérigs vakuums.

® Piezime. Vakuuma sikna spiedienam jabat no —-800 ITdz —900 mbar.

® |idzsvarojiet paraugus I1dz istabas temperatirai.

® Izmantojiet ar fosfatu buferétu fiziologisko $kidumu, lai sasniegtu tuvako precizo
parauga tilpumu (1 ml Iidz 5 ml).

® Sagatavojiet QlAvac 24 Plus, ka aprakstits 19. Ipp.

® Uzsildiet Gdens peldi vai sildiSanas bloku I1dz 56 °C lietoSanai ar 50 ml centrifigas
stobriniem 3. posma.

® Pirms lietoSanas [1dzsvarojiet QlAamp Mini centrifigas stobrinus vismaz 1 stundu l1dz
istabas temperatarai.

e Parliecinieties, ka ir sagatavoti buferskidumi Buffer ACB, Buffer ACW1 un Buffer ACW2

(izopropanola vai etanola pievieno$ana) atbilstosi noradijumiem 24. Ipp.

ACL atbilstosi noradijumiem 2. tabula.
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2. tabula. Buferskiduma Buffer ACL un RNS neséjvides (izskidinata buferSkiduma Buffer AVE) tilpums, kas
nepiecieSams 1-5 ml cilvéka asins plazmas paraugu apstradei

lestatiSana mli A B C D E RNS neséjvide
plazmas 1ml 2ml 3ml 4 ml 5ml g:ff?:ﬁ?;éniﬁn
Paraugu skaits Buffer ACL (ml)

1 0,9 1,8 2,6 3,5 4.4 5,6

2 1,8 3,5 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 57,2 731
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 16,7 334 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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Procedira: Breeze protokols

1. Pipetéjiet QIAGEN Proteinase K, plazmu un buferSkidumu Buffer ACL $ada seciba

50 ml centrifugas stobrina (neietilpst komplektacija).

lestatiS8ana A B C D E
ProtK (pl) 100 200 300 400 500
Plazma (ml) 1 2 3 4 5
ACL (ml) 0,8 1,6 2,4 3,2 4

2. Aizveriet vacinu un samaisiet, 5 x 2 sekundes ar partraukumiem saskalinot.

Parliecinieties, ka stobrina veidojas saskatams virpulis. Lai nodro$inatu efektivu 1z, ir

Piezime. Saja bridi nepartrauciet procediru. Nekavéjoties turpiniet ar 3. posmu, lai

saktu hizes inkubaciju.
3. Inkubgjiet 56 °C (+1°C) temperatara 15 (1) mindtes.
4. Novietojiet stobrinu atpakal uz laboratorijas galda un noskravéjiet vacinu.

5. Stobrina esoSajam lizatam pievienojiet Buffer ACB. Izvélieties tilpumu atbilstoSi

iestatiSanai 1. posma.

lestatiS8ana A B C D E

ACB (ml) 1,8 3,6 54 7,2 9

6. Aizveriet vacinu un ripigi samaisiet, 5 x 2 sekundes ar partraukumiem saskalinot.

Parliecinieties, ka stobrina veidojas saskatams virpulis. Lai nodroSinatu efektivu lizi, ir

7. Inkubgéjiet lizata—Buffer ACB maisTjumu stobrina 5 (+1) mindtes istabas temperatara.
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8.

10.

11.

12.

levietojiet QlAamp Mini stobrinus savienotajos VacConnector iekarta QlAvac 24 Plus
(skatiet “QlAvac 24 Plus vacuum manifold uzstadiSana”, 19. Ipp.). levietojiet 20 ml
stobrina paplaSinataju atverta QlAamp Mini stobrina.

Lai nepielautu parauga nopladi, parliecinieties, ka stobrina paplasinatajs ir ciesi
ievietots QlAamp Mini stobrina.

Piezime. Sagatavojiet skaloSanas stobrinu sausajai centrifugéSanai 13. posma.

. Uzmanigi pielietojiet lizatu no 7. posma stobrina paplasinataja, kas atrodas QlAamp

Mini stobrina. leslédziet vakuuma sukni. Kad visi lizati ir pilniba izstkti cauri stobriniem,
izsleédziet vakuuma sikni un samaziniet spiedienu Iidz 0 mbar. Uzmanigi iznemiet un
izmetiet stobrina papla$inataju.

Lddzu, nemiet véra, ka lieliem parauga lizata tilpumiem (aptuveni 18 ml, ja sakts ar

5 ml paraugu) var bit nepiecieSams [tdz 20 minatém, lai ar vakuuma spéku Skérsotu

QlAamp Mini membranu.

Lai atri un érti atbrivotu vakuuma spiedienu, jaizmanto ierice Vacuum Regulator (ietilpst

iekarta QlAvac Connecting System).

Piezime. Lai nepielautu krustenisko kontaminaciju, ieverojiet piesardzibu un
neskérsojiet blakus esoSos QIAamp Mini stobrinus stobrinu paplasinataju iznemsanas
laika.

Pievienojiet 600 pl Buffer ACW1 QlAamp Mini stobrinam. Atstajiet stobrina vacinu
atvértu un ieslédziet vakuuma sdkni. Kad viss buferSkidums Buffer ACW1 ir pilniba
izstkts cauri QlAamp Mini stobrinam, izslédziet vakuuma stkni un samaziniet

spiedienu I1dz 0 mbar.

Pievienojiet 750 pl Buffer ACW2 QlAamp Mini stobrinam. Atstajiet stobrina vacinu
atveértu un ieslédziet vakuuma sdkni. Kad viss buferSkidums Buffer ACW?2 ir pilniba
izstkts cauri QlAamp Mini stobrinam, izslédziet vakuuma stkni un samaziniet
spiedienu ITdz 0 mbar.

Pievienojiet 750 pl etanola (96—100%) QlAamp Mini stobrinam. Atstajiet stobrina vacinu
atvértu un ieslédziet vakuuma sikni. Kad viss etanols ir pilniba izstkts cauri centrifigas

stobrinam, izslédziet vakuuma stkni un samaziniet spiedienu [ildz 0 mbar.
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13.

14.

15.

16.

Aizveriet QlAamp Mini stobrina vacinu. Iznemiet stobrinu no vakuuma kolektora un
izmetiet savienotaju VacConnector. levietojiet QlAamp Mini stobrinu tira 2 ml
skalo3anas stobrina (no 8. posma) un centrifuggjiet pilna atruma (20 000 x g;

14 000 apgr./min) 3 (x0,5) mindtes.

levietojiet QlIAamp Mini stobrinu jauna 2 ml skaloSanas stobrina. Atveriet vacinu un
inkubgjiet bloku istabas temperatira 3 mindtes, lai pilnTba nozavétu membranu.
levietojiet QlAamp Mini stobrinu tira 1,5 ml eluéSanas stobrina (ietilpst komplektacija)
un izmetiet 2 ml skalo$anas stobrinu, ko izmantojat 14. posma. Uzmanigi pievienojiet
20-150 pl buferskiduma Buffer AVE QlAamp Mini stobrina membranas centra.
Aizveriet vacinu un inkubéjiet istabas temperatara 3 (+0,5) minates.

Svarigi! Parliecinieties, vai buferS8kidums Buffer AVE ir lldzsvarots [idz istabas
temperatdrai (15-25 °C). Ja eluéSana tiek veikta maziem tilpumiem (<50 pl), lai pilnTba
eluétu saistitas nukleinskabes, eluéSanas buferskidums jadozé membranas centra.
EluéSanas tilpums ir mainigs un var tikt pielagots atbilstoSi pakartoto lietojumu
vajadzibam.

EluéSana ar mazakiem Buffer AVE tilpumiem var nodrosSinat augstaku nukleinskabes

koncentraciju, bet var samazinaties kopégjais iegutais daudzums.

Atgutais eluata tilpums var bat par 5 yl mazéks neka eluésanas tilpums, kas pielietots
QIAamp Mini stobrina membranai.

Piezime. Ja paredzams zems NA iegitais daudzums, eluéSanai ieteicams izmantot
zemas saistiSanas stobrinu (neietilpst komplektacija).

Centrifugéjiet mikrocentrifiga pilna atruma (20 000 x g; 14 000 apgr./min) 1 mindti, lai
eluétu nukleinskabes.
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Klasiskais protokols: cirkuléjoso nukleinskabju
attiriSana no 1-5 ml cilvéka asins plazmas

Sis protokols ir nemainits QIAamp DSP Circulating NA Kit rokasgramatas 3. parskatita
izdevuma (R3) protokols izmantoSanai ar, pieméram, pastavosajam lietotaju apstiprinatajam

darbpldsmam 1-5 ml cilvéka plazmai.

Svariga informacija pirms darba saksanas

® Visi centrifugéSanas posmi tiek veikti istabas temperatara (15-25 °C).

e Starp posmiem izslédziet vakuumu, lai nodrosinatu, ka protokola posmu laika tiek

pielietots pastavigs, vienmérigs vakuums.
Piezime. Vakuuma sikna spiedienam jabat no —800 [1dz -900 mbar.

® |idzsvarojiet paraugus I1dz istabas temperatirai.

® Izmantojiet ar fosfatu buferétu fiziologisko $kidumu, lai sasniegtu tuvako precizo
parauga tilpumu (1 ml Iidz 5 ml).

® Sagatavojiet QlAvac 24 Plus, ka aprakstits 19. Ipp.

® Uzsildiet Gdens peldi vai sildiSanas bloku Iidz 60°C lietoSanai ar 50 ml centrifigas
stobriniem 3. posma.

® Uzsildiet sildi8anas bloku I1dz 56 °C lietoSanai ar 2 ml skaloSanas stobriniem
14. posma.

® Pirms lietoSanas lidzsvarojiet QlAamp Mini centrifigas stobrinus vismaz 1 stundu I1dz
istabas temperaturai.

e Parliecinieties, ka ir sagatavoti buferskidumi Buffer ACB, Buffer ACW1 un Buffer ACW2

(izopropanola vai etanola pievieno$ana) atbilstosi noradijumiem 24. Ipp.

ACL atbilsto$i noradijumiem 3. tabula.
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3. tabula. Buferskiduma Buffer ACL un RNS neséjvides (izskidinata buferSkiduma Buffer AVE) tilpums, kas
nepiecieSams 1-5 ml cilvéka asins plazmas paraugu apstradei

lestatiSana mli A B C D E RNS neséjvide
plazmas 1ml 2mi 3ml 4 mi 5ml g:ff?:ﬁ?;éniﬁn
Paraugu skaits Buffer ACL (ml)

1 0,9 1,8 2,6 3,5 4.4 5,6

2 1,8 3,5 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 57,2 731
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 16,7 334 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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Procedira: Klasiskais protokols

1. Pipetéjiet QIAGEN Proteinase K, plazmu un buferskidumu Buffer ACL 8ada seciba

50 ml centrifugas stobrina (neietilpst komplektacija).

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

2. Aizveriet vacinu un samaisiet, 30 sekundes ar partraukumiem saskalinot.

Parliecinieties, ka stobrina veidojas saskatams virpulis. Lai nodro$inatu efektivu 1z, ir

Piezime. Saja bridi nepartrauciet procediru. Nekavéjoties turpiniet ar 3. posmu, lai

saktu lizes inkubaciju.
3. Inkubgjiet 60 °C (£1°C) temperatara 30 (+2) mindtes.
4. Novietojiet stobrinu atpakal uz laboratorijas galda un noskravéjiet vacinu.

5. Stobrina esoSajam lizatam pievienojiet Buffer ACB. Izvélieties tilpumu atbilstoSi

iestatiSanai 1. posma.

lestatiSana A B C D E

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

6. Aizveriet vacinu un ripigi samaisiet, 30 sekundes ar partraukumiem saskalinot.

Parliecinieties, ka stobrina veidojas saskatams virpulis. Lai nodroSinatu efektivu lizi, ir

7. Inkubgjiet lizata—Buffer ACB maisTjumu stobrina 5 (+1) minates uz ledus.
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8. levietojiet QlAamp Mini stobrinus savienotajos VacConnector iekarta QlAvac 24 Plus
(skatiet “QlAvac 24 Plus vacuum manifold uzstadiSana”, 19. Ipp.). levietojiet 20 ml
stobrina paplaSinataju atverta QlAamp Mini stobrina.

Lai nepielautu parauga nopladi, parliecinieties, ka stobrina paplasinatajs ir ciesi
ievietots QlAamp Mini stobrina.
Piezime. Sagatavojiet skaloSanas stobrinu sausajai centrifugéSanai 13. posma.

9. Uzmanigi pielietojiet lizatu no 7. posma stobrina paplasinataja, kas atrodas QlAamp
Mini stobrina. leslédziet vakuuma sukni, pielietojot —800 lidz 900 mbar spiedienu. Ka
visi lizati ir pilniba izstkti cauri stobriniem, izslédziet vakuuma sikni un samaziniet
spiedienu ITdz 0 mbar. Uzmanigi iznemiet un izmetiet stobrina paplasinataju.

Lddzu, nemiet véra, ka lieliem parauga lizata tilpumiem (aptuveni 18 ml, ja sakts ar
5 ml paraugu) var bit nepiecieSams [tdz 20 minatém, lai ar vakuuma spéku Skérsotu

QlAamp Mini membranu.

d

Lai atri un érti atbrivotu vakuuma spiedienu, jaizmanto ierice Vacuum Regulator (ietilpst

iekarta QlAvac Connecting System).

Piezime. Lai nepielautu krustenisko kontaminaciju, ieverojiet piesardzibu un
neskérsojiet blakus esoSos QIAamp Mini stobrinus stobrinu paplasinataju iznemsanas
laika.

10. Pievienojiet 600 pl Buffer ACW1 QlAamp Mini stobrinam. Atstajiet stobrina vacinu
atveértu un ieslédziet vakuuma sikni. Kad viss buferS8kidums Buffer ACW1 ir pilntba
izstkts cauri QlAamp Mini stobrinam, izslédziet vakuuma stkni un samaziniet

spiedienu I1dz 0 mbar.

11. Pievienojiet 750 pl Buffer ACW2 QlAamp Mini stobrinam. Atstajiet stobrina vacinu
atvértu un ieslédziet vakuuma skni. Kad viss buferSkidums Buffer ACW?2 ir pilniba
izstkts cauri QlAamp Mini stobrinam, izslédziet vakuuma stkni un samaziniet

spiedienu I1dz 0 mbar.
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12.

13.

14.

15.

16.

Pievienojiet 750 ul etanola (96—100%) QlAamp Mini stobrinam. Atstajiet stobrina vacinu
atvértu un ieslédziet vakuuma stkni. Kad viss etanols ir pilniba izslkts cauri centrifigas

stobrinam, izslédziet vakuuma stkni un samaziniet spiedienu [1dz 0 mbar.

Aizveriet QlAamp Mini stobrina vacinu. Iznemiet stobrinu no vakuuma kolektora un
izmetiet savienotaju VacConnector. levietojiet QlAamp Mini stobrinu tira 2 ml
skaloSanas stobrina (no 8. posma) un centrifuggjiet pilna atruma (20 000 x g;

14 000 apgr./min) 3 (x0,5) minGtes.

levietojiet QlAamp Mini stobrinu jauna 2 ml skaloSanas stobrina. Atveriet vacinu un
inkubgjiet bloku 56 °C(x 1 °C) temperattra 10 (x 1) minates, lai pilniba nozavétu
membranu.

levietojiet QlAamp Mini stobrinu tira 1,5 ml eluéSanas stobrina (ietilpst komplektacija)
un izmetiet 2 ml skalo$anas stobrinu, ko izmantojat 13. posma. Uzmanigi pievienojiet
20-150 pl buferSkiduma Buffer AVE QlAamp Mini stobrina membranas centra.
Aizveriet vacinu un inkubéjiet istabas temperatara 3 (+0,5) minates.

Svarigi! Parliecinieties, vai buferSkidums Buffer AVE ir lldzsvarots [idz istabas
temperatdrai (15-25 °C). Ja elué8ana tiek veikta maziem tilpumiem (<50 pl), lai pilnTba
eluétu saistitas nukleinskabes, eluéSanas buferskidums jadozé membranas centra.
Eluésanas tilpums ir mainigs un var tikt pielagots atbilstoSi pakartoto lietojumu
vajadzibam.

EluéSana ar mazakiem Buffer AVE tilpumiem var nodrosinat augstaku nukleinskabes

koncentraciju, bet var samazinaties kopégjais iegutais daudzums.

Atgutais eluata tilpums var bt par 5 yl mazaks neka eluésanas tilpums, kas pielietots
QlAamp Mini stobrinam.

Piezime. Ja paredzams zems NA iegitais daudzums, eluéSanai ieteicams izmantot
zemas saistiSanas stobrinu (neietilpst komplektacija).

Centrifugéjiet mikrocentrifiga pilna atruma (20 000 x g; 14 000 apgr./min) 1 minati, lai
eluétu nukleinskabes.
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Kvalitates kontrole

AtbilstoSi 1ISO prasibam sertificétajai QIAGEN kvalitates vadibas sistémai katra QlAamp
DSP Circulating NA Kit partija ir parbaudita, salidzinot ar iepriek$ noteiktdm specifikacijam,

lai nodroSinatu pastavigu produkta kvalitati.

lerobezojumi

Sistémas veiktspéja cirkuléjoSo starpsinu nukleinskabju izoléSana ir noteikta, izmantojot
cilveka plazmas paraugus, kas iegtti no talak noradttajiem asins nems$anas stobriniem:

e K2-EDTA (Beckton Dickinson, kat. Nr. 367525)

® PAXgene Blood ccfDNA Tube (PreAnlaytiX, kat. Nr. 768115)

® Cell-Free DNA BCT (Streck, kat. Nr. 218962)

Lietotaja pienakums ir parbaudrtt sistemas veiktsp&ju attieciba uz visam vinu laboratorija

izmantotajam proceddram, kas nav ietvertas QIAGEN veiktspé&jas pétijumos.

Lai samazinatu negativas ietekmes uz diagnostikas rezultatiem risku, pakartotiem
lietojumiem ir jaizmanto atbilstoSi kontrolmateriali. Lai iegltu papildu informaciju par
validaciju, ieteicams skatit Starptautiskas konferences par tehnisko prasibu saskanoSanu
(International Conference on Harmonization, ICH) sagatavotas vadlinijjas ICH Q2(R1)
“Analizu procediru validacija: teksts un metodologija”.

Visi iegutie diagnostikas rezultati jainterpreté kopa ar citiem kltniskam vai laboratoriskam

atradném.
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Simboli

Simbols

; <N>

IVD

Simbola definicija

Satur reagentus, kuru daudzums ir pietiekams <N> testu veikSanai

Izlietot dz

In vitro diagnostikas medicinas ierice

Sanemot

Atvért péc piegades; uzglabat QlAamp Mini Spin stobrinus 2—-8 °C temperatira

Kataloga numurs

Numurs

Partijas numurs

Materiala numurs
Komponenti
Tilpums

Japievieno

Temperatiras ierobezojums
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IPA

GITC

GuHCI

BRIJ 58
GTIN

Razotajs

Skatit lietoSanas noradijumus

Péc etanola pievieno$anas pudeles saturam pierakstiet pasreizéjo datumu

Etanols

Péc izopropanola pievieno$anas pudeles saturam pierakstiet pasreiz&jo datumu

Izopropanols

Satur

Izraisa

Guanidina tiocianats

Guanidina hidrohlorids

BRIJ 58

Globalais tirdzniecibas identifikacijas numurs
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Kontaktinformacija

Lai sanemtu tehnisku palidzibu un papildu informaciju, ladzu, apmeklgjiet masu tehniska

atbalsta centra vietni www.qgiagen.com vai zvaniet kadai no QIAGEN tehnisko pakalpojumu

dienesta nodalam vai vietgjiem izplatitajiem (skatiet aizmuguréjo vaku vai apmeklgjiet vietni

www.giagen.com).
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Noradijumi par problému novérsanu

Sie noradijumi par problému novér$anu var palidzét atrisinat radu$as problémas.

Kontaktinformaciju

www.giagen.com.

skatiet

uz aizmuguréja vaka vai apmeklgjiet timekla vietni

Komentari un ieteikumi

Eluata ir loti maz vai nav nukleinskabju

a)

b)

<)

d)

e)

f)

9)

h)

Nestabilizétas plazmas
lietoSana

Palielinats laiks starp asins
nemsanu un plazmas
sagatavoS$anu

Paraugi ir sasaldéti un
atkauséti vairak neka vienu
reizi.

Zema mérka DNS
koncentracija paraugos

Neefektiva parauga lize
bufer$kiduma Buffer ACL

Buffer ACL-RNS neséjvides
maisijums nav pietiekami
samaisits

Lietots etanols ar zemu
procentualo vértibu, nevis
96-100%

BuferSkidums Buffer ACB
nav pareizi sagatavots
Buferskidums Buffer ACW1
vai Buffer ACW2 nav pareizi
sagatavots

Buferskidums Buffer ACW1
vai Buffer ACW2 sagatavots
ar 70% etanolu

Nestabilizétas plazmas paraugi var izraisTt paatrinatu DNS noardisanos. Més
iesakam ievérot CEN/TS 16835-3:2015. Atkartojiet attiriSanas proceddru ar
jauniem paraugiem.

Kodolotas asins $iinas var sadalities un atbrivot plazma genoma DNS, atSkaidot
mérka nukleTnskabi.

Jaizvairas no vairakkartéjas paraugu sasaldéSanas un atkausésanas, jo tas var
izraisit DNS noardiSanos. Vienmér izmantojiet svaigus paraugus vai paraugus,
kuri ir atkauseéti tikai vienu reizi.

Plazmas paraugi ir parak ilgi atstati istabas temperatdra. Atkartojiet attiriSanas
proceddiru ar jauniem paraugiem

Piezime. Daziem cilvékiem plazma var bt zema starpStnu nukleinskabju
koncentracija; tada gadijuma jaizvélas palielinats parauga tilpums un zems eluata
tilpums.

Ja komponents QIAGEN Proteinase K ilgaku laiku tiek paklauts paaugstinatas
temperatdras iedarbibai, tas var zaudét aktivitati. Atkartojiet procediru, izmantojot
jaunu paraugu un svaigu QIAGEN Proteinase K.

Samaisiet buferSkidumu Buffer ACL ar RNS neséjvidi, uzmanigi apgriezot Buffer
ACL-RNS neséjvides stobrinu vismaz 10 reizes.

Atkartojiet atfiriSanas proceddru ar jauniem paraugiem un 96—100% etanolu.
Neizmantojiet denaturétu spirtu, kas satur papildvielas, pieméram, metanolu vai
metiletilketonu.

Parbaudiet, vai buferSkiduma Buffer ACB koncentrats ir atSkaidits ar pareizu
izopropanola tilpumu (nevis ar etanolu; skatiet 24. Ipp.).

Parbaudiet, vai buferskidumu Buffer ACW1 un Buffer ACW2 koncentrati ir

atSkaidtti ar pareizu etanola tilpumu (skatiet 24. Ipp.). Atkartojiet attiriSanas
proceddiru ar jauniem paraugiem.

Parbaudiet, vai buferSkidumu Buffer ACW1 un Buffer ACW2 koncentrati ir
atSkaiditi ar 96—100% etanolu (skatiet 24. Ipp.). Atkartojiet attiriSanas procedaru
ar jauniem paraugiem.
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Komentari un ieteikumi

DNS vai RNS labi nereage pakartotas fermentativajas reakcijas

a)  Eluata ir maz vai nav DNS

b)  lzmantots nepiemérots
eluésanas tilpums

c)  BuferSkidumi nav rapigi
samaistti

d)  Trauc&jumi RNS neséjvides
de|
Visparéja rikosanas

a)  Nosprostots QlAamp Mini
stobring

b)  Mainigi eluésanas tilpumi

c)  Nav sasniegts vakuuma
spiediens —800 Iidz —
900 mbar

lesp&jamos iemeslus skatiet iepriek$ sadala “Eluata ir loti maz vai nav
nukleinskabju”. Ja iespéjams, palieliniet reakcijai pievienota eluata tilpumu.

Nosakiet pakartotajam lietojumam pieméroto eluata maksimalo tilpumu.
Samaziniet vai palieliniet pievienota eluata tilpumu atbilstosi pakartotajam
lietojumam. EluéSanas tilpumu var pielagot proporcionali.

Piezime. EluéSana ar mazakiem Buffer AVE tilpumiem var nodros$inat augstaku
nukleTnskabes koncentraciju, bet var samazinaties kopéjais iegltais daudzums.

Skalosanas buferskiduma Buffer ACW?2 sals un etanola komponenti var bat
atdalljuSies, ja buferSkidums starp sérijam ir parak ilgi stavéjis. Pirms katras
sérijas vienmeér rapigi samaisiet buferSkidumus.

Ja RNS neséjvides klatbatne eluata rada pakartotas fermentacijas reakcijas
traucéjumus, var bit nepiecieSams samazinat RNS neséjvides daudzumu vai
pilntba atteikties no tas.

Ja plismas atrums ir samazinats, var palielinat vakuuma laiku.

Alternativa iespéja ir aizvért varstu VacValve, ja tas tiek izmantots, un uzmanigi
iznemt stobrina paplasinataja—VacConnector—VacValve bloku no QlAamp Mini
stobrina, nekada apméra nezaudgjot lizatu stobrina paplasinataja.

Iznemiet QlAamp Mini stobrinu no vakuuma kolektora, ievietojiet to 2 ml
skaloS$anas stobrina un centrifugéjiet pilna atruma, 'dz paraugs ir pilntba $kérsojis
membranu. Nomainiet stobrina paplasinataja—\VacConnector-VacValve bloku,
kura atrodas atlikuSais lizats. leslédziet vakuuma sikni, atveriet varstu VacValve
un turpiniet atlikusa lizata ieladi.

Ja QlAamp Mini Column joprojam nosprostojas, atkartojiet iepriek$ aprakstito
proceddiru.

Atkartotas sasaldéSanas un atkausé$anas dé| plazma, iesp&jams, ir izveidojusies
krioprecipitati. Tie var nosprostot QIAamp Mini stobrinu. Neizmantojiet plazmu,
kas sasaldéta un atkauséta vairak neka vienu reizi.

Ja ir redzami krioprecipitati, dzidriniet paraugu, centrifugéjot 5 mindtes ar atrumu
16 000 x g.

Dazadi paraugi var ietekmét gala eluata tilpumu. Atgatais eluata tilpums var bat
par 5 pl mazaks neka eluéSanas tilpums, kas pielietots QlAamp Mini stobrinam.

Vakuuma kolektors nav ciesi aizvérts. Kad vakuums ir ieslégts, piespiediet
vakuuma kolektora vaku. Parbaudiet, vai ir sasniegts vakuuma spiediens.

Ir nolietojusies QIAvac vaka blive. Vizuali parbaudiet kolektora blivi un, ja
nepiecieSams, nomainiet.

Nolietojusies varsti VacValves. Iznemiet visus varstus VacValves un ievietojiet
savienotajus VacConnectors tiei Luer tipa paplasinatajos. levietojiet QlAamp
Mini stobrinus savienotdjos VacConnectors, aizveriet stobrinu vaku un ieslédziet
vakuumu. Parbaudiet, vai ir sasniegts vakuuma spiediens. Ja nepiecieSams,
nomainiet varstus VacValves.

Savienojuma ar vakuuma sukni ir stice. Aizveriet visus Luer tipa paplasinatajus ar
Luer tipa vaciniem un ieslédziet vakuuma sakni. Kad stknis ir ieslégts,
parbaudiet, vai vakuuma spiediens ir stabils (un vai ierices Vacuum Regulator
varsts ir aizverts). Ja nepiecieS§ams, nomainiet savienojumus starp stkni un
vakuuma kolektoru.

Ja vakuuma spiediens joprojam nav sasniegts, nomainiet vakuuma stkni pret
spécigaku.
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A pielikums. leteikums asins plazmas
atdalisanai un uzglabasanai

Lai stabilizétu asins nemSanas stobrinus (piem., PAXgene ccfDNA stobrinu vai Streck Cell-
Free DNA stobrinu), lddzu, ievérojiet razotaja noradijumus attieciba uz plazmas atdaliS8anu
un uzglabasanu. leteicams parbaudit Sos uzglabaSanas apstaklus kombinacija ar jasu

konkréto pakartoto lietojumu un mérki.
Nestabilizétu BCT gadijuma més iesakam ievérot CEN/TS 16835-3:2015.

Lai izolétu cirkulgjoSas starpSunu nukleinskabes no asins paraugiem, més iesakam ieveérot
So protokolu, kura ietilpst liela gravitacijas spéka centrifugé$anas posms, lai atdalitu Stnu

atliekas, tadéjadi samazinot $tnu vai genoma DNS un RNS daudzumu parauga.

1. levietojiet EDTA pilnasinis BD Vacutainer® stobrinos (vai citos primarajos asins
stobrinos, kas satur EDTA ka antikoagulantu) centriftiga, kas atdzeséta Iidz 4 °C un

aprikota ar svarstigo rotoru un kausiem.

2. Centrifugégjiet asins paraugus 10 mindtes ar atrumu 1900 x g (3000 apgr./min) 4 °C
temperatara.
3. Uzmanigi aspiréjiet plazmas virsslani, neaizskarot plazmas— Stnu saskares slani. No

viena 10 ml primara asins stobrina var iegat aptuveni 4-5 ml plazmas.

Piezime. Saja stadija plazmu var izmantot cirkul&jo$o nukleinskabju ekstrakcijai. Tomér
nakama liela atruma centrifugéSana atdalis papildu $0nu atliekas un cirkuléjo$o
nukleinskabju piesarnojumu ar genoma DNS un RNS, kas iegati no bojatam kodolotam
asins Sunam.

4. Aspiréta plazma tiek parnesta uz svaigu centrifiigas stobrinu.

5. Centrifuggjiet plazmas paraugus 10 minates ar atrumu 16 000 x g (fikséta lenka rotora)
4 °C temperatara.

Ta tiks atdalttas papildu Siinu nukleinskabes, kas piestiprinatas Stnu atlikumiem.
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6. Uzmanigi nonemiet virsslani un parnesiet jauna stobrina, nepieskaroties granulam.

7. Ja plazma taja pasa diena tiks izmantota nukleinskabju ekstrakcijai, uzglabajiet 2-8 °C

temperatdra [1dz turpmakai apstradei. ligakas uzglabasanas gadijuma plazmas
alikvotas dalas no stabilizétiem vai nestabilizétiem asins nem8anas stobriniem var
uzglabat —20 °C temperatira (ja mérkis ir DNS) vai —80 °C temperatiira (ja mérkis ir
RNS) vismaz 4 nedélas. Pirms plazmas izmantoSanas nukleinskabju ekstrakcijai

atkauseéjiet plazmas stobrinus istabas temperatara.

. Papildiespéja. Lai atdalitu krioprecipitatus, centrifugéjiet plazmas paraugus 5 mindtes

ar atrumu 16 000 x g (fikséta lenka rotora).
Papildiespéja. Parnesiet virsslani jauna stobrina un tad saciet cirkuléjosSo

nukletnskabju ekstrakcijas protokola izpildi.
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B pielikums. Visparigas piezimes par RNS
apstradi

RNS apstrade

Ribonukleazes (RNazes) ir loti stabili un aktlvi enzimi, kuru darbibai parasti nav
nepiecieSami kofaktori. RNazes ir griti inaktivéjamas, un pat ar nelielu daudzumu pietiek, lai
noarditu RNS, tapéc nedrikst izmantot plastmasas vai stikla piederumus, ieprieks
nenovérsot iespéjamo kontaminaciju ar RNazi. Jarikojas |oti uzmanigi, lai RNazes nejausi
nenoklatu RNS parauga attiriS8anas proceddras laika vai péc tas. Lai izveidotu un uzturétu
vidi bez RNazém, stradajot ar RNS, priekSapstrades laika un lietojot vienreizlietojamus un

vairakkart lietojamus traukus un Skidumus, javeic talak noraditie piesardzibas pasakumi.

Visparéja rikoSanas

Stradajot ar RNS, vienmér jaizmanto atbilstoSi mikrobiologiski, aseptiski panémieni. Uz
rokam un puteklu dalinam var bat baktérijas un peléjuma sénites, kas ir visbiezak
sastopamie kontaminacijas ar RNazi avoti. Stradajot ar reagentiem un RNS paraugiem,
vienmér valkajiet lateksa vai vinila cimdus, lai novérstu kontaminaciju ar RNazi no adas
virsmas vai puteklaina laboratorijas aprikojuma. BieZi mainiet cimdus un, kad vien
iespéjams, turiet stobrinus noslégtus. Kad alikvotas dalas tiek pipetétas pakartotiem

lietojumiem, turiet attirito RNS uz ledus.

Vienreizlietojami plastmasas piederumi

Visas proceddiras laika ieteicams lietot sterilus, vienreizlietojamus polipropiléna piederumus

bez RNazes.
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Informacija par pasttiSanu

Produkts Saturs Kat. nr.
QlAamp DSP Circulating NA Kit 50 paraugu sagatavosanai: QlAamp 61504
(50) Mini stobrini, stobrinu paplasinataji,
savienot3ji VacConnectors, QIAGEN
Proteinase K, reagenti, buferSkidumi un
paraugu nemsanas stobrini
Piederumi
QlAvac 24 Plus vacuum Vakuuma kolektors 1-24 centrifligas 19413
manifold* stobrinu apstradei: QlAvac 24 Plus
vacuum manifold, Luer tipa spraudni un
atrie savienotaji
Vacuum Pump* Universals vakuuma siknis 84010 [ASV
un Kanada]
84000
[Japana]
84020
[paréjas
valstis]
QlAvac Connecting System* Sistéma vakuuma kolektora 19419

* Lieto$anai ar vakuuma protokoliem.

savienoSanai ar vakuuma sakni: ietilpst
paplate, atkritumu pudeles, caurulites,
savienojumi, varsti, mérierice un 24
varsti VacValves

Jaunako informaciju par licencéSanu un produktu juridiskds atrunas skatiet attieciga

QIAGEN komplekta rokasgramata vai lietotaja instrukcija. QIAGEN komplektu lietotaja

rokasgramatas un lietotaja instrukcijas ir pieejamas vietné www.qiagen.com, ka ari tas var

pieprasit QIAGEN tehniska atbalsta centros vai pie viet&jiem izplatitajiem.
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Rokasgramatas parskatiSanas vésture

Datums Izmainas
R4 Izmainas sadala Paredzétais lietojums tikai attiectba uz starpstnu
09.2019 nukleTnskabju iegiSanu no cilvéka plazmas. Protokola “Breeze” ieklausana.

Nav ieklauti protokoli Urine un miRNA.
DroSibas informacijas atjauninajums.

Zotas i ligums QIlAamp DSP Circulating NA Kit

1 produkta izmantosana liecina par katra produkta pircéja vai lietotaja piekrisanu talak minétajiem nosacijumiem.

1. 8o produktu drikst lietot tikai saskana ar kopa ar produktu nodrosinatajiem protokoliem un 3o rokasgramatu un tikai kopa ar sastavdalam, kas ietilpst $aja
komplekta. Uzneémums QIAGEN nepieskir nekada veida licenci uz nevienu no ta intelektualajiem Tpasumiem, lai $aja komplekta ietvertas sastavdalas
izmantotu kopa ar jebkadam sastavdalam, kas neietilpst $aja komplekta, vai ar tam apvienotu, iznemot gadijumus, kas aprakstiti kopa ar produktu

piegadatajos protokolos un $aja rokasgramata, ka arf papildu protokolos, kas pieejami timekla vietné www.qiagen.com. DaZus no Siem papildu protokoliem
QIAGEN lietotaji nodrosina QIAGEN lietotajiem. Sie protokoli nav riipigi testéti vai optimizéti uzneémuma QIAGEN. Uznémums QIAGEN nedz apliecina, nedz

garanté, ka tie neparkapj treSo personu tiesibas.
2. Uznémums QIAGEN nesniedz citas garantijas, iznemot skaidri noraditas licences, ka $is komplekts un/vai ta lietodana neaizskar tre3o personu tiesibas.
3. Sis komplekts un ta sastavdalas ir licencétas vienreizéjai lietosanai, un tas nedrikst izmantot atkartoti, atjaunot vai pardot talak.
4. Uznémums QIAGEN Tpasi atsakas no jebkadam citam tieam vai netie$am licencém, kas nav skaidri noradita.

5. Komplekta pircéjs un lietotajs piekrit neveikt un neatlaut citiem veikt nekadas darbibas, kas varétu izraisit vai veicinat jebkuras no ieprieks aizliegtajam

darbibam. Uznémums QIAGEN var pieprasit §T ierobeZota licences liguma aizliegumu Tsteno$anu jebkura tiesa un apnemas atgut visus savus izmeklé$anas

un tiesas izdevumus, ieskaitot advokatu honorarus, kas radusies, Tstenojot $o ierobezoto licences ligumu vai jebkuru no uznémuma intelektuala ipasuma
tiestbam saistiba ar komplektu un/vai ta sastavdalam.

Jaunakos licences nosacijumus skatiet timekla vietné www.qgiagen.com.

Predu zimes: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp® (QIAGEN Group); BD Vacutainer® (Becton, Dickinson and Company); Tween® (ICl Americas Inc.). Saja
dokumenta minétie registrétie nosaukumi, precu zimes u. c. ir uzskatami par aizsargatiem ar likumu arf tad, ja tas nav Tpasi noradits.

1118364 10/2019 HB-0466-005 © 2019 QIAGEN, visas tiesibas aizsargatas.
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