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Przeznaczenie

Zestaw QlAamp DSP Circulating NA Kit to system, ktéry wykorzystuje technologie
membrany krzemionkowej (technologia QlAamp) do izolacji i oczyszczania wolnokrgzgcego
DNA i RNA z prébek ludzkiego osocza krwi.

Produkt jest przeznaczony do stosowania przez profesjonalnych uzytkownikéw, takich jak

technicy i lekarze przeszkoleni w zakresie technik biologii molekularne;.

Zestaw QlAamp DSP Circulating NA Kit jest przeznaczony do diagnostyki in vitro.

Podsumowanie i objasnienie

Wolnokrgzace kwasy nukleinowe sg obecne w ludzkim osoczu zwykle w postaci krétkich
fragmentéw, sktadajgcych sie z <1000 par zasad (DNA), <1000 nukleotydéw (RNA) lub
nawet tylko 20 nukleotyddw (miRNA). Stezenie wolnokrgzacych kwaséw nukleinowych
w ludzkim osoczu krwi zazwyczaj jest niskie i znacznie rézni sie u poszczegoélnych osob,
osiggajgc w prébkach ludzkich wartosci w zakresie 1-100 ng/ml (1-5).

Zestaw QlAamp DSP Circulating NA Kit umozliwia wydajne oczyszczenie krgzacych
kwasow nukleinowych z ludzkiego osocza. Mozna stosowaé prébki Swieze lub prébki
mrozone. Probdwki przediuzajgce oraz prézniowe przetwarzanie prébek wykorzystywane
w systemie QIAvac 24 Plus umozliwiajg zastosowanie wyjsciowych objetosci prébek do
5 ml, a elastyczne objetosci elucji w zakresie 20—150 pl pozwalajg na zatezenie rodzajéw

kwaséw nukleinowych, ktore sg obecne w niskich stezeniach.
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Po elucji wolnokrgzagcy genomowy DNA lub RNA jest gotowy do uzytku w dalszych
procedurach. Mozna go réwniez przechowywac. Zestaw QlAamp DSP Circulating NA Kit

umozliwia wydajne usuwanie biatek, nukleaz oraz innych zanieczyszczen.

Zasady procedury

Procedura QlAamp DSP Circulating NA obejmuje 4 etapy (liza, wigzanie, ptukanie i elucja)
i jest przeprowadzana przy uzyciu kolumn QlAamp Mini w systemie QlAvac. Procedura
odporna utatwia zminimalizowanie ryzyka zanieczyszczenia krzyzowego miedzy prébkami
i zwieksza bezpieczenstwo uzytkownika podczas postepowania z potencjalnie zakaznymi
probkami.

Procedura prosta jest odpowiednia do réwnoczesnego przetwarzania do 24 probek

w okresie krétszym niz 2 godziny.
Objetosci probek

Kolumny QlAamp Mini wigzg fragmenty kwaséw nukleinowych o dlugosci nawet tylko
20 nukleotyddw, ale uzysk zalezy od objetosci probki oraz stezenia krgzgcych kwasow
nukleinowych w prébce (zwykle w osoczu stezenie to wynosi 1-100 ng/ml). Procedure
QlAamp DSP Circulating NA zoptymalizowano dla prébek o objetosci do 5 ml.
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Procedura zestawu QlAamp
DSP Circulating NA Kit

Prébka

|

Liza

Wiazanie

Prélinia
¥
Plukanie
1
Préznia
*

Elucja

Czyste kwasy nukleinowe

Ryc. 1. Ogolny zarys procedury zestawu QlAamp DSP Circulating NA Kit
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Liza probek

Wolnokrgzace kwasy nukleinowe obecne w ptynach ustrojowych sg zwykle zwigzane
z biatkami lub zamkniete w pecherzykach, co stwarza konieczno$¢ wykonania wydajnego
etapu lizy w celu uwolnienia kwasow nukleinowych, ktére bedg mogtly swoiscie zwigzac sie
z kolumng QlAamp Mini. Z tego wzgledu prébki sg poddawane lizie w warunkach wysoce
denaturujgcych w podwyzszonych temperaturach w obecnosci proteinazy K i buforu Buffer
ACL, co zapewnia inaktywacje DNaz i RNaz oraz uwolnienie kwaséw nukleinowych od
zwigzanych z nimi biatek, lipidow i pecherzykow.

Adsorpcja do membrany kolumny QIAamp Mini

Aby zapewni¢ optymalne wigzanie krgzacych kwaséw nukleinowych do membrany, warunki
wigzania dostosowuje sie poprzez dodanie buforu Buffer ACB do lizatu. Lizaty nanosi sie
nastepnie na kolumne QlAamp Mini, a w miare przesaczania lizatu pod wptywem
podcisnienia krgzgce kwasy nukleinowe sg adsorbowane na membranie krzemionkowej
z duzej objetosci probki. Sdl i Srodowisko pH zapewniajg, ze wiekszos¢ biatek i innych
zanieczyszczen, ktére mogg powodowac inhibicje reakcji PCR i innych dalszych reakcji

enzymatycznych, nie zatrzymuje sie na membranie kolumny QIAamp Mini.

Do wykonania tego protokotu wymagany jest kolektor prozniowy (np. QlAvac 24 Plus
z systemem QIAvac Connecting System) i pompa prozniowa umozliwiajgca wytworzenie
podcignienia ~800-900 mbar (np. QIAGEN® Vacuum Pump). Nalezy uzywa¢ regulatora
podcisnienia Vacuum Regulator (cze$¢ systemu QlAvac Connecting System) w celu fatwego
monitorowania wartosci podci$nienia oraz wygodnego zwalniania podcisnienia.

Usuwanie pozostatosci zanieczyszczen

Kwasy nukleinowe pozostajg zwigzane z membrang, podczas gdy zanieczyszczenia sg

efektywnie wyptukiwane podczas 3 etapdw ptukania.
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Elucja czystych kwasow nukleinowych

Elucja jest wykonywana za pomocg buforu Buffer AVE. Podczas jednego etapu wysoce
czyste krazace kwasy nukleinowe sg eluowane w buforze Buffer AVE, zrbwnowazonym do
temperatury pokojowej. Mozna zastosowac¢ elastyczng objetosc¢ elucji z zakresu 50-150 pl.
Jesli wymagane sg wyzsze stezenia kwasow nukleinowych, objeto$¢ elucji mozna
zmniejszy¢ az do 20 pl. Objetosci elucji mniejsze niz 50 yl umozliwiajg uzyskanie eluatéw
o wyzszym stezeniu kwaséw nukleinowych, ale moga spowodowac obnizenie catkowitego

uzysku.

Odzyskana objetos¢ eluatu moze by¢ do 5 pl mniejsza niz objetos¢ buforu do eluciji

naniesiona na kolumne.

Uzysk i rozmiar kwasow nukleinowych

Uzyski wolnokrgzgcych kwaséw nukleinowych wyizolowanych z prébek biologicznych
zwykle wynoszg mniej niz 1 ug. Z tego wzgledu trudno jest oznaczy¢ je za pomocag
spektrofotometru. Catkowity uzysk krgzgcych DNA i RNA uzyskanych z prébki przy uzyciu
zestawu QlAamp DSP Circulating NA Kit rézni sie miedzy probkami pobranymi od réznych
o0sob, a takze zalezy od innych czynnikéw (np. od okreslonych standéw chorobowych).
Ponadto istnieje wysokie prawdopodobienstwo, ze wiekszg czesé odczytow absorbancii
UV bedzie stanowi¢ produkt Carrier RNA obecny w wyizolowanym kwasie nukleinowym
(patrz strona 25). W celu okreslenia uzyskow zalecane jest uzycie ilosciowych metod

amplifikacji.

Rozktad rozmiaréw krgzgcych kwaséw nukleinowych oczyszczonych za pomocg zestawu
QlAamp DSP Circulating NA Kit mozna sprawdzi¢ za pomocg elektroforezy w zelu
agarozowym lub hybrydyzacji do znakowanej sondy swoistej dla czgsteczki docelowej® lub

za pomocg elektroforezy w uktadzie mikroprzeptywowym (np. Agilent Bioanalyzer).
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Opis protokotéw

W niniejszej instrukcji obstugi dostepne sg dwa rézne protokoty.

Protokdt ,Protokédt typu Breeze: oczyszczanie krgzgcych kwaséw nukleinowych z probek
ludzkiego osocza krwi o objetosci 1-5 ml” (strona 27) jest przeznaczony do przetwarzania
probek osocza o objetosci do 5 ml w etapach po 1 mli zostat zoptymalizowany w taki sposéb,
aby ograniczy¢ czas pracy manualnej oraz skroci¢ czas wykonywania protokotu.

Protokdt ,Protokdt klasyczny: oczyszczanie krgzgcych kwasow nukleinowych z probek
ludzkiego osocza krwi o objetosci 1-5 ml” (strona 32) jest przeznaczony do przetwarzania
probek osocza o objetosci do 5 ml w etapach po 1 ml i stanowi niezmieniony protokdt
zestawu QlAamp DSP Circulating NA Kit z wersji 3 (R3) instrukcji obstugi.
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Dostarczone materiaty

Zawartos¢ zestawu

QlAamp DSP Circulating NA Kit (50)
Nr katalogowy 61504
Liczba przygotowan 50
QlAamp Mini QlAamp Mini columns -co|_ 50
with Wash Tubes
(Kolumny QlAamp Mini z
probéwkami do ptukania)
(WT) (2 ml)
EXT Column Extenders 2x25
(Przediuzacze kolumn )
(20 ml)
WT Wash Tubes (Probowki 50
do ptukania) (2 ml)
ET Elution Tubes (Probéwki 50
do elucji) (1,5 ml)
VvC VacConnectors 50
ACL* Lysis Buffer 220 ml
(Bufor do lizy)*
ACB* Binding Buffer (Bufor do mm 300 ml
wigzania)* (koncentrat)
ACW1* Wash Buffer 1 (Bufor WASH | BUF| 1 JCONC 19 mil
ptuczacy 1)* (koncentrat)
ACw2f Wash Buffer 2 (Bufor [WasH TBUF ] 2 [<ONC] 13 ml
ptuczacy 2) (koncentrat)
AVET Elution Buffer 5x2ml
(Bufor do elucii)t
(fioletowe zatyczki)
PROTK QIAGEN Proteinase K 4x7ml
Carrier Carrier RNA | CAR | RNA | 310 pg

(czerwone zatyczki)

Instrukcja obstugi

*

-+

Zawiera so6l chaotropowa. Patrz strona 12 — Ostrzezenia i $rodki ostroznosci.

Zawiera azydek sodu jako $rodek konserwujacy.
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Materiaty wymagane, ale niedostarczone

Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywa¢ odpowiedniego fartucha
laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych i okularéw ochronnych. W celu uzyskania
dodatkowych informacji nalezy zapoznac¢ sie z kartami charakterystyki (safety data sheet,
SDS) uzyskanymi od producentéw poszczegdlnych produktéw.

Nalezy upewnic¢ sie, ze aparaty zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z wytycznymi

producenta.

Dla wszystkich protokotow
Pipety (z regulacja)
Jatowe koncowki do pipet (w celu unikniecia zanieczyszczenia krzyzowego zalecane jest
stosowanie koncéwek do pipet z barierami aerozolowymi)

® taznia wodna lub blok grzewczy, do ktdérego mozna wiozy¢ probdéwki wirbwkowe
o pojemnosci 50 ml i ogrzewac je w temperaturze 56°C lub 60°C*

® Blok grzewczy lub podobny aparat, do ktérego mozna wiozyé probéwki do ptukania

o pojemnosci 2 ml i ogrzewac je w temperaturze 56°C (wytgcznie w przypadku protokotu

klasycznego)*

Mikrowiréwka (z rotorem dla probéwek o pojemnosci 2 ml)*

Probéwki wirbwkowe o pojemnosci 50 ml

QlAvac 24 Plus Vacuum Manifold (nr kat. 19413)

QlAvac Connecting System (nr kat. 19419) lub rownowazny system

Vacuum Pump (nr kat. 84010 [USA i Kanada], 84000 [Japonia] lub 84020 [pozostate kraje])

lub réwnowazna pompa umozliwiajgca wytworzenie podcidnienia od —800 do —900 mbar

Etanol (96—-100%)"

Izopropanol (100%)

e Kruszony léd (wytacznie w przypadku protokotu ,Protokét klasyczny: oczyszczanie
krazacych kwasow nukleinowych z probek ludzkiego osocza krwi o objetosci 1-5 ml”).

e Niektdre probki moga wymagac rozcienczenia solg fizjologiczng buforowang fosforanem
(Phosphate-Buffered Saline, PBS)

® Opcjonalnie: VacValves (nr kat. 19408)

* Upewnic sie, ze aparaty zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z wytycznymi producenta.
T Nie uzywac alkoholu denaturowanego, ktory zawiera inne substancije, takie jak metanol lub keton metylowo-etylowy.
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Ostrzezenia i sSrodki ostroznosci

Do diagnostyki in vitro

Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywac¢ odpowiedniego fartucha
laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych i okularéw ochronnych. W celu uzyskania
dodatkowych informaciji nalezy zapoznac sie z odpowiednimi kartami charakterystyki (safety
data sheet, SDS). Sg one dostepne online w wygodnym i kompaktowym formacie PDF pod
adresem www.giagen.com/safety. Na tej stronie mozna wyszukiwaé, wyswietla¢ i drukowac

karty charakterystyki dla wszystkich zestawow i sktadnikow zestawdw firmy QIAGEN.

OSTRZEZENIE Ryzyko obrazen ciata

NIE dolewa¢ wybielacza ani roztworéow kwasowych bezposrednio
do odpaddéw powstatych po przygotowaniu prébek.

Bufory Buffer ACL, Buffer ACB i Buffer ACW1 zawieraja sole guanidyny, ktére w potaczeniu

z wybielaczem moga tworzy¢ wysoce reaktywne zwigzki.

W przypadku rozlania ptynu zawierajgcego te bufory nalezy usung¢ go za pomocg
odpowiedniego detergentu laboratoryjnego i wody. Jesli rozlany plyn zawiera czynniki
potencjalnie zakazne, nalezy wyczys$ci¢ zalany obszar najpierw detergentem laboratoryjnym
i woda, a nastepnie 1-procentowym (stezenie objetosciowe) podchlorynem sodu.

Do sktadnikéw zestawu QlAamp DSP Circulating NA Kit majg zastosowanie nastgpujace

zwroty wskazujgce na zagrozenia i okreslajgce srodki ostroznosci.
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Buffer ACB

Zawiera: tiocyjanian guanidyny. Niebezpieczenstwo! Dziata szkodliwie po
potknieciu. Moze dziata¢ szkodliwie w kontakcie ze skérg lub w przypadku
wdychania. Powoduje powazne oparzenia skory i uszkodzenie wzroku. Dziata
BT szkodliwie na organizmy wodne, powodujgc diugotrwate skutki. W kontakcie
zkwasami uwalnia bardzo toksyczne gazy. Stosowa¢ rekawice
ochronne/odziez ochronna/ochrong oczu/ochrone twarzy. W PRZYPADKU
DOSTANIA SIE DO OCZU: Ostroznie ptuka¢ wodg przez kilka minut. Wyjaé
soczewki kontaktowe, jezeli sg zatozone i mozna je tatwo usung¢. Nadal
ptukaé. Natychmiast skontaktowaé sie z OSRODKIEM ZATRUC lub lekarzem.

Buffer ACL

Zawiera: tiocyjanian guanidyny. Niebezpieczenstwo! Dziata szkodliwie po
potknieciu. Moze dziata¢ szkodliwie w kontakcie ze skérg lub w przypadku
wdychania. Powoduje powazne oparzenia skory i uszkodzenie wzroku. Dziata
BT szkodliwie na organizmy wodne, powodujgc diugotrwate skutki. W kontakcie
zkwasami uwalnia bardzo toksyczne gazy. Stosowa¢ rekawice
ochronne/odziez ochronna/ochrong oczu/ochrong twarzy. W PRZYPADKU
DOSTANIA SIE DO OCZU: Ostroznie ptuka¢ wodg przez kilka minut. Wyjaé
soczewki kontaktowe, jezeli sg zatozone i mozna je tatwo usung¢. Nadal
ptukaé. Natychmiast skontaktowaé sie z OSRODKIEM ZATRUC lub lekarzem.
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Buffer ACWA1

Zawiera: chlorowodorek guanidyny. Ostrzezenie! Dziata szkodliwie po
potknieciu lub w nastepstwie wdychania. Dziata draznigco na skore.
Powoduje powazne podraznienie oczu. Stosowac rekawice ochronne/odziez

ochronna/ochrone oczu/ochrone twarzy.

Proteinase K

Zawiera: proteinaze K. Niebezpieczenstwo! Powoduje tagodne podraznienie

skory. Moze powodowaé objawy alergii lub astmy albo trudnosci

w oddychaniu w nastepstwie wdychania. Unika¢ wdychania pytu/dymu/gazu/
mgietki/par/rozpylonej cieczy. Stosowaé¢ rekawice ochronne/odziez
ochronng/ochrone oczu/ochrone twarzy. Stosowac indywidualne sSrodki
ochrony drég oddechowych. W przypadku narazenia lub probleméw:
Skontaktowaé sie z OSRODKIEM ZATRUC lub z lekarzem. Wyprowadzié
lub wynie$é poszkodowanego na $wieze powietrze i zapewni¢ mu warunki
do swobodnego oddychania.
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Przechowywanie i sposob postepowania
z odczynnikami

Kolumny QIAamp Mini nalezy przechowywa¢ w postaci suchej w temperaturze 2-8°C.
Wszystkie bufory nalezy przechowywac¢ w temperaturze pokojowej (15-25°C). Kolumny
QlAamp Mini i bufory mozna przechowywa¢ w tych warunkach do terminu waznosci
podanego na opakowaniu zestawu; nie wykazano obnizenia skutecznosci tych produktow

w przypadku przestrzegania tych zalecen.

Liofilizowany produkt Carrier RNA nalezy przechowywac¢ w temperaturze pokojowej (15-25°C)
do terminu waznosci podanego na etykiecie sktadnika. Produkt Carrier RNA nalezy rozpuscic¢
w buforze Buffer AVE; rozpuszczony produkt Carrier RNA nalezy niezwiocznie doda¢ do
buforu Buffer ACL zgodnie z opisem na stronie 28 dla protokotu typu Breeze oraz na stronie
33 dla protokotu klasycznego. Ten roztwor nalezy przygotowywaé na $wiezo i jest on stabilny
w temperaturze 2—-8°C przez maks. 48 godzin. Niewykorzystane cze$ci produktu Carrier RNA
rozpuszczonego w buforze Buffer AVE nalezy zamrozi¢ w rownych porcjach w temperaturze
od —-30°C do —15°C.

Zestaw QlAamp DSP Circulating NA Kit zawiera gotowy do uzycia roztwor proteinazy K,
ktéra jest rozpuszczona w buforze do przechowywania o specjalnie opracowanym sktadzie.
Roztwor proteinazy K przechowywany w temperaturze pokojowej (15-25°C) jest stabilny do
terminu waznosci podanego na etykiecie sktadnika.
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Przechowywanie i sposob postepowania
Z probkami

Przechowywanie i sposéb postepowania z krwig

Aby unikng¢ rozktadu wolnokrazacych kwaséw nukleinowych i uwolnienia komérkowych
kwasow nukleinowych, zalecamy przechowywanie krwi petnej przez maksymalnie 6 godz.
w temperaturze 2-8°C (np. probki z EDTA). W przypadku korzystania z probéwek do
pobierania krwi ze stabilizatorem nalezy wzigé pod uwage podane przez producenta
informacje dotyczace warunkow przechowywania. Zalecamy zwalidowanie tych warunkow
przechowywania w potgczeniu z okreslong dalszg procedurg i czasteczkg docelowa.

Przechowywanie i sposéb postepowania z osoczem

W przypadku uzywania EDTA jako antykoagulantu bezzwtocznie po pobraniu krwi zalecane
jest przeprowadzenie separacji osocza i izolacji kwasow nukleinowych, szczegdlnie
w przypadku RNA. W celu krotkoterminowego przechowywania osocze mozna
przechowywac przez maksymalnie 24 godziny w temperaturze 2—8°C.

W celu diuzszego przechowywania porcje osoczy z probéwek do pobierania krwi ze
stabilizatorem oraz bez dodatku stabilizatora mozna przechowywaé¢ w temperaturze -20°C
(jesli czasteczkg docelowg jest wylgcznie DNA) lub w temperaturze -80°C (jesli
czgsteczkami docelowymi sg DNA i RNA) przez co najmniej 4 tygodnie.

Przechowywanie kwasoéw nukleinowych po elucji

Kwasy nukleinowe po elucji zbiera sie w probéwkach do elucji o pojemnosci 1,5 ml
(dostarczone w zestawie). Oczyszczone krgzgce kwasy nukleinowe mozna przechowywac
przez maksymalnie 24 godziny w temperaturze 2-8°C. W przypadku okresow
przechowywania przekraczajgcych 24 godziny w celu wykorzystania DNA do dalszych
procedur zalecane jest przechowywanie probek w temperaturze od —30 do —15°C, natomiast
w celu wykorzystania RNA do dalszych procedur zalecane jest przechowywanie prébek
w temperaturze od —90 do —60°C.
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Procedura

Wazne informacje przed rozpoczeciem

System QlAvac 24 Plus

System QIAvac 24 Plus jest przeznaczony do szybkiego i wydajnego prézniowego
przetwarzania do 24 kolumn wiréwkowych firmy QIAGEN jednoczesnie. Probki i roztwory do
ptukania sg przesgczane przez membrany kolumn przy zastosowaniu podcis$nienia, a nie

wirowania, co skraca czas procedury oczyszczania i czas pracy manualne;.

System QIlAvac 24 Plus w potgczeniu z systemem QIAvac Connecting System moze by¢
uzywany jako system do przesgczania. Przesgcz probki jest zbierany w odrebnej butelce na
odpady.

W celu konserwacji systemu QlAvac 24 Plus nalezy zapozna¢ sie z dokumentem QI/Avac
24 Plus — Instrukcja obstugi.

Przetwarzanie kolumn QlAamp Mini w systemie QlAvac 24 Plus

Kolumny QlAamp Mini sg przetwarzane w systemie QIAvac 24 Plus przy uzyciu
jednorazowych ztgczy VacConnector oraz zaworéw VacValve wielorazowego uzytku.
Zawory VacValve (opcjonalne) sg wktadane bezposrednio w ztgcza Luer kolektora systemu
QlAvac 24 Plus i zapewniajg jednolite natezenie przeptywu, utatwiajgc réwnolegte
przetwarzanie réznych objetosci prébek. Nalezy ich uzywaé w celu zapewnienia jednolitego
podcisnienia, jesli wartosci natezenia przeptywu probek roznig sie znaczgco. Ztgcza
VacConnector to jednorazowe zlgcza, ktére sg dopasowywane miedzy kolumnami QlAamp
Mini a zaworami VacValve lub miedzy kolumnami QlAamp Mini a ztgczami Luer systemu
QlAvac 24 Plus. Uniemozliwiajg one bezposredni kontakt kolumny wiréwkowej z zaworem

VacValve podczas oczyszczania, co zapobiega zanieczyszczeniu krzyzowemu prébek.
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Zigcza VacConnector sg utylizowane po jednym uzyciu. Ze wzgledu na to, ze stosowane sg

duze objetosci roztwordéw, wymagane jest korzystanie z systemu QlAvac Connecting

System (lub podobnego uktadu z butelkami na odpady) (patrz Ryc. 2).

Wytyczne dotyczace postepowania z systemem QlAvac 24 Plus

System QlAvac 24 Plus musi by¢ zawsze potozony na bezpiecznym stole roboczym lub
w bezpiecznym obszarze roboczym. Jesli system zostanie upuszczony, moze doj$¢ do
pekniecia kolektora QlAvac 24 Plus.

Przechowywany system QlAvac 24 Plus zawsze powinien by¢ czysty i suchy. Procedury
czyszczenia zawiera dokument QlAvac 24 Plus — Instrukcja obstugi.

Elementy systemu QlAvac 24 Plus nie sg odporne na okreslone rozpuszczalniki (Tabela
1). W przypadku rozlania tych rozpuszczalnikéw na modut nalezy dokfadnie sptuka¢ go

woda.

Aby zapewni¢ jednolitg skutecznos¢, nie nalezy naktada¢ smaru silikonowego lub
prézniowego na zadng czes¢ kolektora QlAvac 24 Plus.

Podczas pracy w poblizu kolektora prézniowego pod cisnieniem nalezy zawsze
zachowywac ostroznos¢ i nosi¢ okulary ochronne.

Aby uzyskac¢ informacje dotyczgce czesci zapasowych lub wymiennych, nalezy
skontaktowa¢ sie z dzialem pomocy technicznej firmy QIAGEN Iub Ilokalnym
dystrybutorem firmy QIAGEN.

Podcidnienie to ciSnienie rdznicowe miedzy wnetrzem kolektora prézniowego
a atmosferg (standardowe cisnienie atmosferyczne réwne 1013 milibaréw lub
760 mm Hg) i mozna je zmierzy¢ za pomocg systemu QlAvac Connecting System (patrz
Ryc. 2). Protokoty wymagajg korzystania z pompy prézniowej, ktora umozliwia
wytworzenie podcisnienia w zakresie od -800 do —-900 mbar (np. pompa QIAGEN
Vacuum Pump). Nalezy unika¢ wyzszych warto$ci podcisnienia. Zastosowanie
podci$nienia o wartosci nizszej niz wartosci zalecane moze zmniejszy¢ uzysk kwasow

nukleinowych i obnizy¢ ich czystos$¢, a takze zwiekszy¢ ryzyko zatkania membran.

18

QlAamp DSP Circulating NA Kit Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi) 09/2019



Ryc. 2. System QlAvac 24 Plus, system QlAvac Connecting System i pompa Vacuum Pump

Tabela 1. Odpornos¢ chemiczna systemu QlAvac 24 Plus

Odpornosé na Brak odpornosci na
Kwas octowy Sole chaotropowe Benzen

Kwas chromowy Stezone alkohole Fenol

SDS Chlorek sodu Chloroform

Tween® 20 Mocznik Toluen

Wybielacz chlorowy Kwas chlorowodorowy Etery

Wodorotlenek sodu

Ustawianie kolektora prozniowego QlAvac 24 Plus Vacuum Manifold

1. Podigczy¢ system QIlAvac 24 Plus do zrodta podcisnienia. Jesli uzywany jest system
QlAvac Connecting System, podtgczy¢ system do kolektora i zrodta podci$nienia

w sposéb opisany w Zatgczniku A do dokumentu QI/Avac 24 Plus — Instrukcja obstugi.
2. Wiozy¢ zawoér VacValve (opcjonalny) do kazdego uzywanego ztgcza Luer systemu
QlAvac 24 Plus (patrz Ryc. 3). Zamkna¢ nieuzywane ztgcza Luer zatyczkami Luer lub
zamkng¢ wtozony zawor VacValve.
Zaworow VacValve nalezy uzywa¢ w celu zapewnienia jednolitego podcisnienia, jesli
wartosci natezenia przeptywu prébek réznig sie znaczaco.
3. Wihozy¢ ztgcze VacConnector do kazdego zaworu VacValve (patrz Ryc. 3).

Etap ten nalezy wykonaé tuz przed rozpoczeciem oczyszczania, aby unikng¢ narazenia

ztaczy VacConnector na potencjalne zanieczyszczenia obecne w powietrzu.
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4. Umiesci¢ kolumny QlAamp Mini w ztgczach VacConnector na kolektorze (patrz Ryc. 3).

Uwaga: Zachowa¢ probéwke do ptukania z opakowania blistrowego do uzytku

w protokole oczyszczania.

. Wiozy¢ przedtuzacz kolumny (20 ml) do kazdej kolumny QlAamp Mini (patrz Ryc. 3).

Uwaga: Aby unikngé wycieku prébki, nalezy upewnic¢ sie, ze przedtuzacz kolumny jest
prawidtowo wtozony do kolumny QlAamp Mini.

. Postepowac¢ zgodnie z instrukcjami zawartymi w protokotach, aby oczysci¢ kwasy

nukleinowe. Po uzyciu zigczy VacConnector nalezy je zutylizowa¢ w odpowiedni sposéb.
Gdy wigczone jest podcisnienie, wieczko kolumny QlAamp Mini musi by¢ otwarte.
Miedzy etapami nalezy wytacza¢ podcisnienie, aby zapewnic¢ jednolite, rGwnomierne
podcisnienie podczas przetwarzania. W celu szybszego zwalniania podci$nienia nalezy
uzywac regulatora podcisnienia Vacuum Regulator (cze$¢ systemu QIAvac Connecting
System).

Uwaga: Po przesgczeniu catej objetosci probki przez kolumne wiréwkowg mozna
zamkng¢ odpowiedni zawér VacValve, co umozliwia rownolegte przetwarzanie probek

o réznych objetosciach i réznych lepkosciach.

. Po przetworzeniu probek nalezy oczysci¢c system QIAvac 24 Plus (patrz sekcja

,Czyszczenie i odkazanie systemu QlAvac 24 Plus” w dokumencie QI/Avac 24 Plus —
Instrukcja obstugi).
Uwaga: Bufory ACL, ACB i ACW1 nie sg zgodne ze $rodkami dezynfekujgcymi, ktore

zawierajg wybielacz. Patrz strona 12 — Ostrzezenia i Srodki ostroznosci.

20
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Ryc. 3. Ustawianie systemu QlAvac 24 Plus z kolumnami QlAamp Mini przy uzyciu zaworéw VacValve,
ztgczy VacConnector i przedtuzaczy kolumn.

1 Kolektor prozniowy QlAvac 24 Plus 4 Zigcze VacConnector
Vacuum Manifold

2 Ztacze Luer systemu QlAvac 24 Plus 5 Kolumna QlAamp Mini
(zamkniete zatyczka Luer)

3 Zawor VacValve** 6 Przedtuzacz kolumny

Zalecamy oznakowanie probowek i kolumn QlAamp Mini do stosowania w systemie
prézniowym QIAvac 24 Plus zgodnie ze schematem na Ryc. 4, aby unikng¢ pomieszania

probek. Mozna skopiowac te rycine i oznakowaé nazwami probek.

* Nalezy zakupi¢ osobno.
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Ryc. 4. Schemat oznakowania probéwek i kolumn QlAamp Mini do stosowania w systemie prézniowym

QlAvac 24 Plus
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Przygotowanie buforéw i odczynnikow

Buffer ACB

Przed uzyciem dodac 200 ml izopropanolu (100%) do 300 ml koncentratu buforu Buffer ACB,
aby uzyska¢ 500 ml buforu Buffer ACB. Dobrze wymiesza¢ mieszanine uzyskang po

dodaniu izopropanolu.

Buffer ACW1*

Przed uzyciem doda¢ 25 ml etanolu (96—100%) do 19 ml koncentratu buforu Buffer ACW1,
aby uzyska¢ 44 ml buforu Buffer ACW1. Dobrze wymiesza¢ mieszaning uzyskang po

dodaniu etanolu.

Buffer ACW2T

Przed uzyciem doda¢ 30 ml etanolu (96—100%) do 13 ml koncentratu buforu Buffer ACW2,
aby uzyska¢ 43 ml buforu Buffer ACW2. Dobrze wymiesza¢ mieszanine uzyskang po

dodaniu etanolu.

Dodawanie produktu Carrier RNA do buforu Buffer ACL*

Produkt Carrier RNA spetnia 2 funkcje: po pierwsze wzmachia wigzanie kwasow
nukleinowych do membrany kolumny QlAamp Mini, zwtaszcza jesli w probce jest bardzo
mato czasteczek docelowych. Po drugie dodanie duzych ilosci produktu Carrier RNA
zmniejsza prawdopodobienstwo rozktadu RNA w rzadkich przypadkach, gdy czgsteczki
RNaz nie ulegng denaturacji pod wptywem soli chaotropowych i detergentéw zawartych
w buforze Buffer ACL.

* Zawiera sol chaotropowa. Ostrzezenia i $rodki ostroznosci — patrz strona 12.
T Zawiera azydek sodu jako srodek konserwujacy.
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llos¢ liofilizowanego produktu Carrier RNA dostarczona w zestawie jest wystarczajgca dla
objetosci buforu Buffer ACL dostarczonej w zestawie. Zalecane stezenie produktu Carrier
RNA dostosowano w taki sposoéb, aby protokét QlAamp DSP Circulating NA mégt byé
uzywany jako generyczny system oczyszczania zgodny z wieloma réznymi systemami
amplifikacji i nadawat sie do szerokiej gamy docelowych czgsteczek RNA i DNA.

Rézne systemy amplifikacji roznig sie pod kgtem wydajnosci w zaleznosci od catkowitej iloSci
kwaséw nukleinowych obecnych w reakcji. Eluaty z tego zestawu zawierajg krgzgce kwasy
nukleinowe i produkt Carrier RNA, a w wigkszosci przypadkéw ilosé produktu Carrier RNA
znacznie przekracza ilos¢ krazacych kwaséw nukleinowych. Z tego wzgledu oznaczenie
ilosciowe wyizolowanych kwaséw nukleinowych poprzez odczyt absorbancji UV nie bedzie
doktadne, gdyz wyniki takich pomiaréw zalezg w gtéwnej mierze od obecnosci produktu
Carrier RNA.

W celu osiggniecia najwyzszych pozioméw czutosci w reakcjach amplifikacji moze by¢
konieczne zmniejszenie ilosci produktu Carrier RNA dodanego do buforu Buffer ACL.

W przypadku systeméw amplifikacji, w ktorych stosowane sg startery oligo dT, podczas
izolacji wolnokrazgcych kwasow nukleinowych nie nalezy dodawac produktu Carrier RNA.

Dodac¢ 1550 ul buforu Buffer AVE* do probéwki zawierajgcej 310 pg liofilizowanego produktu
Carrier RNA w celu uzyskania roztworu o stezeniu 0,2 pg/ul. Doktadnie rozpusci¢ produkt
Carrier RNA, podzieli¢ na rowne porcje o objetosci odpowiedniej do potrzeb i przechowywaé
w temperaturze od —30°C do —15°C. Nie zamrazac¢ i nie rozmraza¢ porcji produktu Carrier
RNA wigcej niz 3 razy.

Nalezy zwréci¢ uwage, ze produkt Carrier RNA nie rozpuszcza sie w buforze Buffer ACL.
Nalezy go najpierw rozpusci¢ w buforze Buffer AVE, a nastepnie doda¢ do buforu Buffer ACL.

*Zawiera azydek sodu jako $rodek konserwujgcy.
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Obliczy¢ objetos¢ mieszaniny Buffer ACL—Carrier RNA potrzebng na partie probek zgodnie
z tabelami zawartymi w protokotach. Wybraé liczbe probek, ktére majg by¢ jednoczesnie
przetwarzane.

Delikatnie wymieszac, odwracajgc probowke lub butelke 10 razy. W celu unikniecia

spienienia nie uzywac wytrzgsarki.

Uwaga: Procedura przygotowania probek jest zoptymalizowana dla maksymalnie 1,0 ug
produktu Carrier RNA na prébke. Jesli wykazano, ze mniejsza ilo$¢ produktu Carrier RNA
jest lepsza dla systemu amplifikacji uzytkownika, nalezy przenies¢ tylko wymagang ilos¢
rozpuszczonego produktu Carrier RNA do probowek zawierajgcych bufor Buffer ACL. Na
kazdy mikrogram produktu Carrier RNA wymaganego na przygotowanie, doda¢ 5 pl
rozpuszczonego produktu Carrier RNA do buforu Buffer ACL. (Zastosowanie iloSci mniejsze;j
niz 1,0 ug produktu Carrier RNA na probke moze byé¢ korzystne i musi zosta¢ poddane
walidacji dla kazdego konkretnego rodzaju prébki i dalszego oznaczenia).
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Protokot typu Breeze: oczyszczanie krgzgcych
kwasow nukleinowych z probek ludzkiego
osocza krwi o objetosci 1-5 ml

Protokdt jest przeznaczony do oczyszczania krazgcego DNA i RNA z probek ludzkiego osocza
krwi o objetosci 1-5 ml i zostat zoptymalizowany w taki sposéb, aby ograniczy¢ czas pracy
manualnej oraz skroci¢ czas wykonywania protokotu. W przypadku istniejgcych, zwalidowanych
przez uzytkownika przeptywdw pracy, w ktérych uzywana jest wersja 1/R3 zestawu QlAamp DSP
Circulating Kit, nalezy zapozna¢ sie z sekcjg ,Protokét klasyczny: oczyszczanie krgzacych
kwasow nukleinowych z prébek ludzkiego osocza krwi o objetosci 1-5 ml” (strona 32).

Wazne informacje przed rozpoczeciem

® Wszystkie etapy odwirowywania nalezy przeprowadza¢ w temperaturze pokojowej (15-25°C).

e Miedzy etapami nalezy wytgczaé podcisnienie, aby zapewni¢ jednolite, rbwnomierne
podcisnienie podczas wszystkich etapow protokotu.

® Uwaga: Cisnienie pompy prézniowej Vacuum Pump powinno wynosi¢ od —800 do —900 mbar.

® Doprowadzi¢ probki do temperatury pokojowej.

® Uzy¢ soli fizjologicznej buforowanej fosforanem, aby dopetni¢ probke do najblizsze;j
petnej objetosci (od 1 ml do 5 ml).

® Ustawi¢ system QlAvac 24 Plus w sposob opisany na stronie 19.

e Ogrzac taznie wodng lub blok grzewczy do temperatury 56°C w celu uzycia go na etapie
3 z probowkami wirbwkowymi o pojemnosci 50 ml.

® Przed uzyciem doprowadzi¢ kolumny wirowkowe QIAamp Mini do temperatury
pokojowej, pozostawiajgc je w takiej temperaturze na co najmniej 1 godzine.

® Upewnic sie, ze przygotowano bufor Buffer ACB, bufor Buffer ACW1 i bufor Buffer ACW2
(dodanie izopropanolu lub etanolu) zgodnie z instrukcjami na stronie 24.

® Dodac¢ zrekonstytuowany w buforze Buffer AVE produkt Carrier RNA do buforu Buffer
ACL zgodnie z instrukcjami na Tabela 2.
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Tabela 2. Objetos¢ buforu Buffer ACL i produktu Carrier RNA (rozpuszczonego w buforze Buffer AVE)
wymagana do przetworzenia prébek ludzkiego osocza krwi o objetosci 1-5 ml

Przygotowanie A B C D E Produkt Carrier
naml osocza 1ml 2ml 3ml 4 ml 5ml gﬂf?e‘:-v:\l;;o{ﬁs
Liczba prébek Bufor Buffer ACL (ml)
1 0,9 1,8 2,6 3,5 44 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 5,3 10,6 15,8 21,1 26,4 33,8
7 6,2 12,3 18,5 24,6 30,8 394
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 33,4 50,2 66,9 83,6 106,9
20 17,6 35,2 52,8 70,4 88,0 112,5
21 18,5 37,0 55,4 73,9 92,4 118,1
22 19,4 38,7 58,1 77,4 96,8 123,8
23 20,2 40,5 60,7 81,0 101,2 129,4
24 21,1 42,2 63,4 84,5 105,6 135,0
28 QlAamp DSP Circulating NA Kit Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi) 09/2019



Procedura: Protokét typu Breeze

1. Za pomocg pipety przenies¢ produkt QIAGEN Proteinase K, osocze i bufor Buffer ACL,
w tej kolejnosci, do probowki wirébwkowej o pojemnosci 50 ml (niedostarczona).

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

2. Zamkna¢ zatyczke i wymieszaé zawartos¢é probdéwki, wytrzasajac jg pulsacyjne 5 razy
po 2 sekundy.

Upewnic¢ sie, ze w probowce tworzy sie widoczny wir. Aby zapewni¢ skuteczng lize,
istotne jest, by probka i bufor Buffer ACL byty dobrze wymieszane i tworzyly roztwor
jednorodny.

Uwaga: Nie przerywa¢ procedury w tym momencie. Bezzwtocznie przejs¢ do etapu 3,
aby rozpoczaé inkubacje w celu lizy.

3. Inkubowa¢ w temperaturze 56°C (+1°C) przez 15 (£1) minut.

4. Umiesci¢ probéwke na stole laboratoryjnym, a nastepnie odkreci¢ zatyczke.

5. Doda¢ bufor Buffer ACB do lizatu znajdujgcego sie w probéwce. Dobra¢ objetosé

odpowiednio do ustawienia z etapu 1.

Ustawienie A B Cc D E
ACB (ml) 1,8 3,6 54 7,2 9

6. Zamkngc¢ zatyczke i dokfadnie wymieszaé zawartos¢ probdwki, wytrzagsajgc jg pulsacyjnie
5 razy po 2 sekundy.
Upewni¢ sie, ze w probdwce tworzy sie widoczny wir. Aby zapewni¢ skuteczng lize, istotne
jest, by lizat i bufor Buffer ACB byty dobrze wymieszane i tworzyly roztwér jednorodny.

7. Inkubowa¢ mieszanine lizat-Buffer ACB w probéwce przez 5 (+1) minut w temperaturze

pokojowe;.
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8.

10.

11.

Wiozy¢ kolumne QlAamp Mini do ztgcza VacConnector w systemie QlAvac 24 Plus
(patrz sekcja ,Ustawianie kolektora prézniowego QIAvac 24 Plus Vacuum Manifold”,
strona 19). Wiozy¢ przedtuzacz kolumny o pojemnosci 20 ml do otwartej kolumny
QlAamp Mini.

Aby unikng¢ wycieku prébki, nalezy upewni¢ sie, ze przedtuzacz kolumny jest
prawidtiowo wtozony do kolumny QlAamp Mini.

Uwaga: Zachowaé probdéwke do ptukania do uzycia w celu odwirowania do sucha

w etapie 13.

. Ostroznie naniesc¢ lizat z etapu 7 na przedtuzacz kolumny QlAamp Mini. Wigczy¢ pompe

prézniowa. Po catkowitym przesgczeniu wszystkich lizatéw przez kolumny wytgczy¢
pompe prézniowg i zwolni¢ cisnienie do 0 mbar. Ostroznie zdjaé i wyrzuci¢ przedtuzacz
kolumny.

Nalezy by¢ swiadomym tego, ze przejscie lizatéw prébek o duzych objetosciach (okoto
18 ml w przypadku wyjsciowej objetosci prébki réwnej 5 ml) przez membrane QlAamp
Mini przy uzyciu sity podcisnienia moze zajg¢ do 20 minut.

W celu szybszego i wygodnego zwalniania podcisnienia nalezy uzywac regulatora

podcisnienia Vacuum Regulator (cze$¢ systemu QlAvac Connecting System).

Uwaga: Aby unikngé zanieczyszczenia krzyzowego, nalezy uwazaé, by podczas
wyjmowania przedtuzaczy kolumn nie zanieczysci¢ sasiadujgcych ze sobg kolumn
QlAamp Mini.

Nanies¢ 600 pl buforu Buffer ACW1 na kolumne QIAamp Mini. Pozostawi¢ otwarte
wieczko kolumny i wigczy¢é pompe prézniowa. Po przesaczeniu catej objetosci buforu
Buffer ACW1 przez kolumne QlAamp Mini wytgczy¢ pompe prézniowa i zwolni¢ cisnienie
do 0 mbar.

Nanies¢ 750 pl buforu Buffer ACW2 na kolumne QIAamp Mini. Pozostawi¢ otwarte
wieczko kolumny i wigczy¢é pompe prézniowa. Po przesaczeniu catej objetosci buforu
Buffer ACW2 przez kolumne QlAamp Mini wytgczy¢ pompe prézniowa i zwolni¢ cisnienie

do 0 mbar.
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12.

13.

14.

15.

16.

Nanies¢ 750 pl etanolu (96-100%) na kolumne QIAamp Mini. Pozostawi¢ otwarte
wieczko kolumny i wigczy¢ pompe prozniowa. Po przesaczeniu catej objetosci etanolu
przez kolumne wirdwkowg wytgczy¢ pompe prozniowg i zwolnic cisnienie do 0 mbar.
Zamkng¢ wieczko kolumny QlAamp Mini. Wyciggna¢ kolumne z kolektora prozniowego
i wyrzuci¢ ztgcze VacConnector. Umiesci¢ kolumng QlAamp Mini w czystej probéwce do
ptukania o pojemnosci 2 ml (z etapu 8) i wirowac jg przy maksymalnej predkosci
(20 000 x g; 14 000 rpm) przez 3 (x0,5) minuty.

Umiesci¢ kolumne QlAamp Mini w nowej probdwce do ptukania o pojemnosci 2 ml.
Otworzy¢ wieczko i inkubowac¢ zespét w temperaturze pokojowej przez 3 minuty w celu
catkowitego osuszenia membrany.

Umiesci¢ kolumne QIlAamp Mini w czystej probéwce do elucji o pojemnosci 1,5 ml
(dostarczona) i wyrzuci¢ probéwke do ptukania o pojemnosci 2 ml z etapu 14. Ostroznie
nanies¢ 20-150 pl buforu Buffer AVE na srodek membrany kolumny QlAamp Mini.
Zamkng¢ wieczko i inkubowa¢ w temperaturze pokojowej przez 3 (+0,5) minuty.

Wazne: Upewnic sig, ze bufor do elucji Buffer AVE jest doprowadzony do temperatury
pokojowej (15-25°C). Jesli elucja jest przeprowadzana w matych objetosciach (<50 pl),
bufor do elucji nalezy poda¢ na srodek membrany w celu catkowitej elucji zwigzanych
kwasow nukleinowych.

Objetos¢ elucji jest elastyczna i mozna jg dostosowywa¢ odpowiednio do wymogow
dalszych procedur.

Przeprowadzanie elucji w mniejszych objetosciach buforu Buffer AVE prowadzi do
uzyskania wiekszego stezenia kwasow nukleinowych, ale moze spowodowac

otrzymanie mniejszego uzysku catkowitego.

Odzyskana objetos¢ eluatu moze by¢ do 5 yl mniejsza niz objetosé buforu do elucji
naniesiona na membrane kolumny QlAamp Mini.

Uwaga: Jesli oczekiwany jest niski uzysk kwaséw nukleinowych, podczas elucji zalecane
jest stosowanie probéwek typu Low-bind (niedostarczone).

Wirowaé w mikrowiréwce przy maksymalnej predkosci (20 000 x g; 14 000 rpm) przez

1 minute w celu elucji kwasow nukleinowych.
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Protokot klasyczny: oczyszczanie krgzgcych
kwasow nukleinowych z probek ludzkiego
osocza krwi o objetosci 1-5 ml

Ten protokot stanowi niezmieniony protokdt z wersji 3 (R3) dokumentu QlAamp DSP Circulating

NA Kit — Instrukcja obstugi i jest przeznaczony do uzytku z istniejacymi, zwalidowanymi przez

uzytkownika przeptywami pracy dla prébek ludzkiego osocza o objetosci 1-5 ml.

Wazne informacje przed rozpoczeciem

Wszystkie etapy odwirowywania nalezy przeprowadzaé w temperaturze pokojowej (15-25°C).
Miedzy etapami nalezy wytgcza¢ podcisnienie, aby zapewni¢ jednolite, rownomierne
podcisnienie podczas wszystkich etapow protokotu.

Uwaga: Cisnienie pompy prézniowej Vacuum Pump powinno wynosi¢ od =800 do —900 mbar.
Doprowadzi¢ prébki do temperatury pokojowe;.

Uzy¢ soli fizjologicznej buforowanej fosforanem, aby dopetni¢ probke do najblizszej
petnej objetosci (od 1 ml do 5 ml).

Ustawi¢ system QIAvac 24 Plus w sposob opisany na stronie 19.

Ogrzac taznie wodng lub blok grzewczy do temperatury 60°C w celu uzycia go na etapie
3 z probéwkami wirbwkowymi o pojemnosci 50 ml.

Ogrza¢ blok grzewczy do temperatury 56°C do uzycia na etapie 14 z probéwkami do
ptukania o pojemnosci 2 ml.

Przed uzyciem doprowadzi¢ kolumny wiréwkowe QIlAamp Mini do temperatury pokojowe;j,
pozostawiajac je w takiej temperaturze na co najmniej 1 godzine.

Upewnic sie, ze przygotowano bufor Buffer ACB, bufor Buffer ACW1 i bufor Buffer ACW2
(dodanie izopropanolu lub etanolu) zgodnie z instrukcjami na stronie 24.

Doda¢ zrekonstytuowany w buforze Buffer AVE produkt Carrier RNA do buforu
Buffer ACL zgodnie z instrukcjami na Tabela 3.
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Tabela 3. Objetos¢ buforu Buffer ACL i produktu Carrier RNA (rozpuszczonego w buforze Buffer AVE)
wymagana do przetworzenia prébek ludzkiego osocza krwi o objetosci 1-5 ml

Przygotowanie D E Produkt Carrier
naml osocza 1ml 2ml 3ml 4 ml 5ml gﬂf?e‘:-v:\l;;o{ﬁs
Liczba prébek Bufor Buffer ACL (ml)
1 0,9 1,8 2,6 3,5 44 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 5,3 10,6 15,8 21,1 26,4 33,8
7 6,2 12,3 18,5 24,6 30,8 394
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 33,4 50,2 66,9 83,6 106,9
20 17,6 35,2 52,8 70,4 88,0 112,5
21 18,5 37,0 55,4 73,9 92,4 118,1
22 19,4 38,7 58,1 77,4 96,8 123,8
23 20,2 40,5 60,7 81,0 101,2 129,4
24 21,1 42,2 63,4 84,5 105,6 135,0
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Procedura: Protokot klasyczny

1. Za pomocg pipety przenies¢ produkt QIAGEN Proteinase K, osocze i bufor Buffer ACL,
w tej kolejnosci, do probowki wirébwkowej o pojemnosci 50 ml (niedostarczona).

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

2. Zamkna¢ zatyczke i wymiesza¢ zawarto$¢ probowki, wytrzgsajac jg pulsacyjne przez
30 sekund.

Upewnic¢ sie, ze w probowce tworzy sie widoczny wir. Aby zapewni¢ skuteczng lize,
istotne jest, by probka i bufor Buffer ACL byty dobrze wymieszane i tworzyly roztwor

jednorodny.
Uwaga: Nie przerywa¢ procedury w tym momencie. Bezzwlocznie przejs¢ do etapu 3,
aby rozpoczaé inkubacje w celu lizy.

3. Inkubowa¢ w temperaturze 60°C (+1°C) przez 30 (+2) minut.

4. Umiesci¢ probéwke na stole laboratoryjnym, a nastepnie odkreci¢ zatyczke.

5. Doda¢ bufor Buffer ACB do lizatu znajdujgcego sie w probéwce. Dobra¢ objetosé

odpowiednio do ustawienia z etapu 1.

Ustawienie A B C D E

ACB (ml) 18 36 5,4 7,2 9

6. Zamkna¢ zatyczke i doktadnie wymiesza¢ zawartosé probowki, wytrzgsajac jg pulsacyjnie
przez 30 sekund.

Upewnic sie, ze w probdwce tworzy sie widoczny wir. Aby zapewni¢ skuteczng lize, istotne

jest, by lizat i bufor Buffer ACB byly dobrze wymieszane i tworzyly roztwér jednorodny.

7. Inkubowaé mieszanine lizat—Buffer ACB w probéwce przez 5 (1) minut na lodzie.
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8.

10.

11.

Wiozy¢ kolumne QlAamp Mini do ztgcza VacConnector w systemie QlAvac 24 Plus
(patrz sekcja ,Ustawianie kolektora prézniowego QIAvac 24 Plus Vacuum Manifold”,
strona 19). Wiozy¢ przedtuzacz kolumny o pojemnosci 20 ml do otwartej kolumny
QlAamp Mini.

Aby unikng¢ wycieku prébki, nalezy upewni¢ sie, ze przedtuzacz kolumny jest
prawidtiowo wtozony do kolumny QlAamp Mini.

Uwaga: Zachowaé probdéwke do ptukania do uzycia w celu odwirowania do sucha

w etapie 13.

. Ostroznie naniesc¢ lizat z etapu 7 na przedtuzacz kolumny QlAamp Mini. Wtaczy¢ pompe

prézniowa, stosujgc cisnienie od —800 do —900 mbar. Po catkowitym przesgczeniu
wszystkich lizatow przez kolumny wylgczy¢ pompe prézniowa i zwolni¢ cisnienie do
0 mbar. Ostroznie zdjg¢ i wyrzuci¢ przediuzacz kolumny.

Nalezy by¢ swiadomym tego, ze przejscie lizatéw prébek o duzych objetosciach (okoto
18 ml w przypadku wyjsciowej objetosci prébki réwnej 5 ml) przez membrane QlAamp
Mini przy uzyciu sity podcisnienia moze zajg¢ do 20 minut.

W celu szybszego i wygodnego zwalniania podcisnienia nalezy uzywac regulatora

podcisnienia Vacuum Regulator (cze$¢ systemu QlAvac Connecting System).

Uwaga: Aby unikngé zanieczyszczenia krzyzowego, nalezy uwazac, by podczas
wyjmowania przedtuzaczy kolumn nie zanieczysci¢ sasiadujgcych ze sobg kolumn
QlAamp Mini.

Nanies¢ 600 pl buforu Buffer ACW1 na kolumne QIAamp Mini. Pozostawi¢ otwarte
wieczko kolumny i wigczy¢é pompe prézniowa. Po przesaczeniu catej objetosci buforu
Buffer ACW1 przez kolumne QlAamp Mini wytgczy¢ pompe prézniowa i zwolnié cisnienie
do 0 mbar.

Nanies¢ 750 pl buforu Buffer ACW2 na kolumne QIAamp Mini. Pozostawi¢ otwarte
wieczko kolumny i wigczy¢é pompe prézniowa. Po przesaczeniu catej objetosci buforu
Buffer ACW2 przez kolumne QlAamp Mini wytgczy¢ pompe prézniowa i zwolnié cisnienie
do 0 mbar.
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12.

13.

14.

15.

16.

Nanies¢ 750 pl etanolu (96-100%) na kolumne QIAamp Mini. Pozostawi¢ otwarte
wieczko kolumny i wigczy¢ pompe prozniowa. Po przesaczeniu catej objetosci etanolu
przez kolumne wirdwkowg wytaczy¢ pompe prozniowa i zwolnic cisnienie do 0 mbar.
Zamkng¢ wieczko kolumny QlAamp Mini. Wyciggna¢ kolumne z kolektora prozniowego
i wyrzuci¢ ztgcze VacConnector. Umiesci¢ kolumne QlAamp Mini w czystej probéwce do
ptukania o pojemnosci 2 ml (z etapu 8) i wirowac jg przy maksymalnej predkosci
(20 000 x g; 14 000 rpm) przez 3 (+0,5) minuty.

Umiesci¢ kolumne QlAamp Mini w nowej probdwce do ptukania o pojemnosci 2 ml.
Otworzy¢ wieczko i inkubowa¢ zespot w temperaturze 56°C (21°C) przez 10 (1) minut
w celu catkowitego osuszenia membrany.

Umiesci¢ kolumne QIlAamp Mini w czystej probéwce do elucji o pojemnosci 1,5 ml
(dostarczona) i wyrzuci¢ probéwke do ptukania o pojemnosci 2 ml z etapu 13. Ostroznie
nanies¢ 20-150 pl buforu Buffer AVE na srodek membrany kolumny QlAamp Mini.
Zamkng¢ wieczko i inkubowa¢ w temperaturze pokojowej przez 3 (+0,5) minuty.

Wazne: Upewnic sig, ze bufor do elucji Buffer AVE jest doprowadzony do temperatury
pokojowej (15-25°C). Jesli elucja jest przeprowadzana w matych objetosciach (<50 pl),
bufor do elucji nalezy podaé¢ na srodek membrany w celu catkowitej elucji zwigzanych
kwasow nukleinowych.

Objetos¢ elucji jest elastyczna i mozna jg dostosowywac¢ odpowiednio do wymogow
dalszych procedur.

Przeprowadzanie elucji w mniejszych objetosciach buforu Buffer AVE prowadzi do
uzyskania wiekszego stezenia kwasow nukleinowych, ale moze spowodowac

otrzymanie mniejszego uzysku catkowitego.

Odzyskana objetos¢ eluatu moze by¢ do 5 ul mniejsza niz objetosé buforu do elucji
naniesiona na kolumne QlAamp Mini.

Uwaga: Jesli oczekiwany jest niski uzysk kwaséw nukleinowych, podczas elucji zalecane
jest stosowanie probéwek typu Low-bind (niedostarczone).

Wirowaé w mikrowiréwce przy maksymalnej predkosci (20 000 x g; 14 000 rpm) przez

1 minute w celu elucji kwasow nukleinowych.
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Kontrola jakosci

Zgodnie z poswiadczonym certyfikatem ISO systemem zarzadzania jakoscig firmy QIAGEN
kazda seria zestawu QlAamp DSP Circulating NA Kit jest testowana pod kgtem wstepnie
ustalonych specyfikacji w celu zapewnienia spojnej jakosci produktu.

Ograniczenia

Skuteczno$¢ systemu pod wzgledem izolacji wolnokrgzgcych kwaséw nukleinowych
ustalono przy uzyciu prébek ludzkiego osocza uzyskanych z nastepujgcych probéwek do

pobierania krwi:

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

Uzytkownik jest odpowiedzialny za walidacje skutecznosci systemu pod katem wszelkich
procedur stosowanych w danym laboratorium, ktére nie sg objete badaniami skutecznosci
wykonanymi przez firme QIAGEN.

W celu zminimalizowania ryzyka negatywnego wptywu na wyniki diagnostyczne nalezy
stosowa¢ odpowiednie kontrole do dalszych procedur analitycznych. W celu dalszej
walidacji zalecane jest przestrzeganie wytycznych Miedzynarodowej Konferencji ds.
Harmonizacji Wymagan Technicznych (International Conference on Harmonization of
Technical Requirements, ICH) dostepnych w przewodniku ICH Q2 (R1) Validation of
Analytical Procedures: Text And Methodology.

Wszelkie uzyskane wyniki diagnostyczne nalezy interpretowa¢ w potaczeniu z innymi

wynikami badan klinicznych i laboratoryjnych.
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Symbole

Symbol Definicja symbolu

W Zawiera odczynniki wystarczajgce do wykonania <N> testow
<N>

Termin waznosci

IVD Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro

Po otrzymaniu

Otworzy¢ w momencie dostawy; kolumny wiréwkowe QIAamp Mini przechowywaé¢
w temperaturze 2-8°C

REF Numer katalogowy
@ Liczba
LOT Numer serii
Numer materiatu
COMP Sktadniki
VOL Objetose

J/ Zakres temperatury
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Producent

Zapoznac¢ sie z instrukcjg uzycia

= I

Po dodaniu etanolu do butelki zapisa¢ aktualng date

Etanol

i

=
-~

Po dodaniu izopropanolu do butelki zapisa¢ aktualng date

Izopropanol

Prowadzi do
GITC Tiocyjanian guanidyny
GuHCI Chlorowodorek guanidyny

llls;‘:;
<

BR1J 58 BRIJ 58

GTIN Globalny numer jednostki handlowej
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Informacje kontaktowe

W celu uzyskania pomocy technicznej lub szczegdtowych informacji nalezy odwiedzic¢

witryne naszego Centrum pomocy technicznej pod adresem support.giagen.com lub

skontaktowac sie z jednym z dziatdbw pomocy technicznej firmy QIAGEN lub lokalnym

dystrybutorem (patrz tylna oktadka lub strona www.giagen.com).
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Rozwigzywanie problemow

Ta czes¢ instrukcji moze okazac sie pomocna podczas rozwigzywania jakichkolwiek

zaistniatych problemdéw. Informacje kontaktowe znajdujg sie na tylnej stronie oktadki lub pod

adresem www.qiagen.com.

Komentarze i wskazoéwki

Niewielka ilos¢/brak kwaséw nukleinowych w eluacie

a)

b)

<)

d)

e)

f)

9)

h)

Uzycie niestabilizowanego
osocza

Zbyt dtugi czas migdzy
pobraniem krwi a
przygotowaniem osocza

Prébki zamrozone
i rozmrozone wigcej
niz jeden raz

Niskie stezenie docelowego
DNA w prébkach

Niewydajna liza prébki
w buforze Buffer ACL

Niedostateczne
wymieszanie mieszaniny
Buffer ACL—Carrier RNA

Uzycie niskoprocentowego
etanolu zamiast etanolu

o stezeniu 96—100%
Nieprawidtowe
przygotowanie buforu
Buffer ACB

Nieprawidtowe
przygotowanie buforu Buffer
ACW?1 lub Buffer ACW2
Bufor Buffer ACW1

lub Buffer ACW2
przygotowany przy uzyciu
70-procentowego etanolu

Uzycie prébek niestabilizowanego osocza moze prowadzi¢ do przyspieszonego
rozktadu DNA. Zalecamy przestrzeganie wymogéw normy CEN/TS 16835-3:2015.
Powtérzy¢ procedure oczyszczania, uzywajgc nowych probek.

Jadrzaste komorki krwi moga ulec rozpadowi i uwolni¢é genomowy DNA do osocza,
rozcienczajgc docelowy kwas nukleinowy.

Nalezy unika¢ wielokrotnego zamrazania i rozmrazania probek, gdyz moze to
prowadzi¢ do rozktadu DNA. Nalezy zawsze uzywac¢ $wiezych prébek lub prébek,
ktére byty rozmrazane tylko jeden raz.

Prébki osocza byly pozostawione w temperaturze pokojowej na zbyt dtugi czas.
Powtérzy¢ procedure oczyszczania, uzywajgc nowych probek.

Uwaga: w osoczu niektérych oséb moze byé obserwowane niskie stezenie
wolnokrazacych kwaséw nukleinowych; w takim przypadku nalezy wybra¢
wigkszg objetos¢ prébki oraz mniejszg objgtos¢ elucii.

Jesli produkt QIAGEN Proteinase K przez diuzszy czas byt narazony na dziatanie
podwyzszonych temperatur, moze utraci¢ aktywno$¢. Powtdrzy¢ procedure,
uzywajgc nowych prébek i $wiezego produktu QIAGEN Proteinase K.

Bufor Buffer ACL nalezy wymieszaé z produktem Carrier RNA, delikatnie
odwracajgc probéwke z mieszaning Buffer ACL—Carrier RNA co najmniej 10 razy.

Powtérzy¢ procedure oczyszczania, uzywajgc nowych probek i etanolu o stezeniu
96-100%. Nie uzywac¢ alkoholu denaturowanego, ktéry zawiera inne substancje,
takie jak metanol lub keton metylowo-etylowy.

Upewni¢ sig, ze koncentrat buforu Buffer ACB zrekonstytuowano, uzywajac
prawidtowej objetosci izopropanolu (nie uzywac¢ etanolu, patrz strona 24).

Upewni¢ sig, ze koncentraty buforéw Buffer ACW1 i Buffer ACW2 rozcienczono,
uzywajac prawidtowej objetosci etanolu (patrz strona 24). Powtérzy¢é procedure
oczyszczania, uzywajgc nowych probek.

Upewni¢ sie, ze koncentraty buforéw Buffer ACW1 i Buffer ACW2 rozcienczono,
uzywajac etanolu o stezeniu 96—100% (patrz strona 24). Powtérzy¢ procedure
oczyszczania, uzywajgc nowych prébek.

Dalsze reakcje enzymatyczne z uzyciem DNA lub RNA nie przebiegaja zgodnie z oczekiwaniami

a)

Niewielka ilos¢/brak DNA
w eluacie

Mozliwe przyczyny takiej sytuacji przedstawiono w punkcie ,Niewielka ilos¢/brak
kwaséw nukleinowych w eluacie” powyzej. Jesli jest to mozliwe, zwigkszy¢ ilosé
eluatu dodawanego do reakgcji.
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Komentarze i wskazowki

b)  Stosowana nieprawidtowa
objetos¢ elucji

c)  Niedoktadne wymieszanie
buforéw

d)  Zakidécenia spowodowane
produktem Carrier RNA

Ogolne postepowanie

a)  Zatkana kolumna
QlAamp Mini

b)  Zmienne objgtosci elucji

c)  Nie osiaggnigto
podcisnienia w zakresie
od —800 do —900 mbar

Okreslié maksymalng objetosé eluatu odpowiednig dla dalszej procedury.
Odpowiednio zwigkszy¢ lub zmniejszy¢ objetos¢ eluatu dodawang do dalszej
procedury. Mozna proporcjonalnie dostosowac objetosé elucii.

Uwaga: Przeprowadzanie elucji w mniejszych objetosciach buforu Buffer AVE
prowadzi do uzyskania wigkszego stezenia kwaséw nukleinowych, ale moze
spowodowac otrzymanie mniejszego uzysku catkowitego.

Skfadniki buforu Buffer ACW2, sdl i etanol, mogty rozdzieli¢ sie, jesli miedzy
cyklami przygotowan butelka z buforem nie byta poruszana przez dtugi czas.
Przed kazda reakcjg nalezy zawsze dobrze wymiesza¢ bufory.

Jesli obecny w eluacie produkt Carrier RNA zaktdca przebieg dalszej reakciji
enzymatycznej, moze by¢ konieczne zmniejszenie dodawanej ilosci produktu
Carrier RNA lub catkowite pominiecie etapu dodawania tego produktu.

W przypadku zmniejszenia natezenia przeptywu mozna wydtuzy¢ czas wywierania
podci$nienia.

Alternatywnie mozna zamkna¢ zawér VacValve, jesli jest uzywany, a nastgpnie
ostroznie wyjg¢ zespot przedtuzacz kolumny—-VacConnector-VacValve z kolumny
QIAamp Mini, uwazajgc, aby nie utraci¢ lizatu, ktory znajduje si¢ w przediuzaczu
kolumny.

Wyja¢ kolumne QIAamp Mini z kolektora prézniowego, umiesci¢ jg w probéwce do
ptukania o pojemnosci 2 ml, a nastepnie wirowac jg przy maksymalnej predkosci
az cata objetos¢ probki przejdzie przez membrane. Ponownie zatozy¢ zespot
przedtuzacz kolumny—VacConnector-VacValve zawierajgcy pozostatg objetos¢
lizatu. Wiaczy¢ pompe prézniowa, otworzy¢ zawor VacValve i kontynuowac
nakfadanie pozostatej objetosci lizatu.

Jesli kolumna QIAamp Mini wcigz sig zatyka, powtarza¢ powyzsza procedure.

W wyniku wielokrotnego zamrazania i rozmrazania osocza mogty powsta¢
krioprecypitaty. Moga one zablokowa¢ kolumne QIAamp Mini. Nie nalezy uzywac¢
osocza, ktére byto zamrazane i rozmrazane wiecej niz jeden raz.

Jesli widoczne sg krioprecypitaty, nalezy oczysci¢ probke, wirujac ja przez 5 minut
przy 16 000 x g.

Uzycie réznych probek moze wptyna¢ na objeto$¢ koncowego eluatu. Odzyskana

objetos¢ eluatu moze by¢ do 5 pl mniejsza niz objeto$¢ buforu do elucji naniesiona
na kolumne QlAamp Mini.

Kolektor prozniowy nie jest szczelnie zamkniety. Po wigczeniu podci$nienia nalezy
docisng¢ wieko kolektora prozniowego. Upewnic¢ sig, ze osiagnieto podcisnienie.
Uszczelka wieka QIAvac zuzyta sie. Wzrokowo sprawdzi¢ stan uszczelki kolektora
i w razie potrzeby wymienic ja.

Zawory VacValve zuzyly sie. Wyjaé wszystkie zawory VacValve i wlozy¢ ztacza
VacConnector bezposrednio do przedtuzaczy Luer. Wiozy¢ kolumny QlAamp

Mini do ztgczy VacConnector, zamkng¢ wieczka kolumn, a nastepnie wigczy¢
podcisnienie. Upewni¢ sig, ze osiagnigto podci$nienie. W razie potrzeby wymieni¢
zawory VacValve.

Potgczenie z pompa prozniowa jest nieszczelne. Zamkna¢ wszystkie przediuzacze
Luer zatyczkami Luer, a nastepnie wigczy¢é pompe prozniowg. Po wigczeniu
pompy sprawdzi¢, czy podcisnienie utrzymuje sig¢ na stabilnym poziomie (a zawoér
Vacuum Regulator jest zamkniety). W razie potrzeby wymieni¢ przewody tgczgce
pompe i kolektor prozniowy.

Jesli wcigz nie jest mozliwe osiggnigcie odpowiedniej wartosci podcisnienia, nalezy
wymieni¢ pompe prézniowg na silniejszg pompe.
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Zatgcznik A: Zalecenia dotyczace separacii
| przechowywania osocza krwi

W przypadku probéwek do pobierania krwi ze stabilizatorem (np. probéwka PAXgene
ccfDNA lub probowka Streck Cell-Free DNA) nalezy postgpowac zgodnie z instrukcjami
producenta dotyczacymi separacji i przechowywania osocza. Zalecamy zwalidowanie tych
warunkéw przechowywania w pofgczeniu z okreslong dalszg procedurg i czgsteczkg
docelows.

W przypadku probéwek BCT bez dodatku stabilizatora zalecamy postepowanie zgodnie
z normg CEN/TS 16835-3:2015.

W celu izolacji wolnokrazacych kwasoéw nukleinowych z prébek krwi zalecamy postepowanie
zgodnie z tym protokotem, ktéry obejmuje etap wirowania przy duzej sile odsrodkowej w celu
usuniecia resztek komorkowych, dzieki czemu zmniejszana jest ilo§¢ komdrkowego lub

genomowego DNA i RNA obecnego w prébce.

1. Umiesci¢ probki krwi petnej z EDTA znajdujgce sie w proboéwkach BD Vacutainer® (lub innych
pierwotnych probdwkach na krew zawierajgcych EDTA jako antykoagulant) w wiréwce
z rotorem wychylnym i odpowiednimi koszami, schtodzonej do temperatury 4°C.

2. Wirowac prébki krwi przez 10 minut przy 1900 x g (3000 rpm) w temperaturze 4°C.

3. Ostroznie zaaspirowac¢ supernatant osocza, nie naruszajgc warstwy znajdujacej sie na
styku osocza i resztek komodrkowych. Z probowki pierwotnej zawierajgcej 10 ml krwi

mozna uzyskac okoto 4-5 ml osocza.

Uwaga: Uzyskane na tym etapie osocze mozna wykorzystaé do izolacji krgzgcych kwaséw
nukleinowych. Jednakze wykonanie kolejnego etapu wirowania przy duzej predkosci
spowoduje usuniecie dodatkowych resztek komérkowych oraz zanieczyszczen krgzgcych
kwasow nukleinowych w postaci genomowego DNA i RNA uwolnionych z uszkodzonych
jadrzastych komorek krwi.
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4. Zaaspirowane osocze jest przenoszone do swiezej probowki wiréwkowe;.

5. Wirowa¢ prébki osocza przez 10 minut przy 16 000 x g (w rotorze ze stalym katem

nachylenia) w temperaturze 4°C.

Wykonanie tego etapu spowoduje usuniecie dodatkowych komoérkowych kwasow
nukleinowych przytaczonych do resztek komoérkowych.

6. Ostroznie usung¢ supernatant i przenies¢ go do nowej probéwki, nie naruszajac osadu.

7. Jesli osocze bedzie uzywane do izolacji kwaséw nukleinowych wykonywanej tego

samego dnia, nalezy przechowywac je w temperaturze 2—-8°C do momentu rozpoczecia
dalszego przetwarzania. W celu dtuzszego przechowywania porcje osoczy z probéwek
do pobierania krwi ze stabilizatorem oraz bez dodatku stabilizatora mozna
przechowywa¢ w temperaturze —-20°C (jesli czasteczkg docelowg jest DNA) lub
w temperaturze —80°C (jesli czgsteczka docelowg jest RNA) przez co najmniej
4 tygodnie. Przed uzyciem osocza do izolacji krgzgcych kwaséw nukleinowych nalezy
rozmrozi¢ osocze, umieszczajac probowki w temperaturze pokojowe;.

. Opcjonalnie: W celu usuniecia krioprecypitatow wirowa¢ probki osocza przez 5 minut

przy 16 000 x g (w rotorze ze statym katem nachylenia).

Opcjonalnie: Przenies¢ supernatant do nowej probowki, a nastepnie przejsé
do wykonywania protokotu izolacji krgzgcych kwasow nukleinowych.
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Zatgcznik B: Ogolne uwagi dotyczgce
postepowania z RNA

Postepowanie z RNA

Rybonukleazy (RNazy) sg bardzo stabilnymi i aktywnymi enzymami, ktére na ogét nie
wymagajg kofaktorow do dziatania. Poniewaz RNazy trudno inaktywowac i nawet bardzo
mate ich ilosci wystarczajg do rozktadu RNA, nie wolno uzywac jakichkolwiek sprzetow
wykonanych ze szkia lub z tworzywa sztucznego bez wczesniejszego wyeliminowania
mozliwego zanieczyszczenia RNazami. Nalezy zachowa¢ szczegdlng ostroznosé, aby
unikng¢ przypadkowego wprowadzenia RNaz do probki z RNA w trakcie trwania lub po
zakonczeniu procedury oczyszczania. Aby wytworzy¢é i zachowaé $rodowisko
niezawierajgce RNaz, nalezy wdrozy¢ nastepujace Srodki ostroznosci na etapach obrébki
wstepnej oraz stosowania jednorazowych i wielorazowych naczyn i roztworéw podczas
pracy z RNA.

Ogdlne postepowanie

Podczas pracy z RNA nalezy zawsze stosowaé prawidtowg mikrobiologiczng technike
aseptyczng. Dionie i czasteczki kurzu mogg przenosic¢ bakterie i plesnie i sg najczestszymi
zrédfami zanieczyszczen RNazami. Podczas postgpowania z odczynnikami i probkami RNA
nalezy zawsze nosi¢ lateksowe lub winylowe rekawiczki, aby unikng¢ zanieczyszczenia
RNazami z powierzchni skory lub zakurzonych urzgdzen laboratoryjnych. Rekawiczki nalezy
czesto zmieniaé, a probowki trzymac zamkniete, gdy tylko to mozliwe. Podczas rozdzielania

porcji do dalszych zastosowan za pomocg pipety nalezy trzymaé oczyszczony RNA na lodzie.

Jednorazowy sprzet z tworzywa sztucznego

Podczas wykonywania procedury zalecane jest stosowanie jalowych, jednorazowych

probowek polipropylenowych wolnych od RNaz.
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Informacje dotyczgce zamawiania

Produkt Zawartos¢ Nr kat.
QlAamp DSP Circulating Na 50 przygotowan: kolumny QlAamp 61504
NA Kit (50) Mini, przediuzacze kolumn Column

Extender, ztgcza VacConnector,
produkt QIAGEN Proteinase K,
odczynniki, bufory i probéwki do
pobierania probek

Akcesoria
QIAvac 24 Plus vacuum Kolektor prézniowy do przetwarzania 19413
manifold* 1-24 kolumn wiréwkowych: kolektor
prézniowy QlAvac 24 Plus Vacuum
Manifold, zatyczki Luer i szybkoztgczki
Vacuum Pump* Uniwersalna pompa prézniowa 84010
Vacuum Pump [USA
i Kanada]
84000
[Japonia]
84020
[pozostate
kraje]
QIAvac Connecting System* System tgczacy kolektor prézniowy 19419

z pomp3 prézniowa: obejmuje tace,
butelki na odpady, przewody, ztgczki,
zawor, manometr i 24 zawory
VacValve

* Do uzytku z protokotami prézniowymi.
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Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczace wytgczenia odpowiedzialnosci dla
poszczegolnych produktéow znajdujg sie w odpowiedniej instrukcji obstugi lub podreczniku
uzytkownika zestawu QIAGEN. Instrukcje obstugi i podreczniki uzytkownika zestawu
QIAGEN sg dostepne w witrynie www.qiagen.com. Mozna je takze zamowi¢ w serwisie lub
u lokalnego dystrybutora firmy QIAGEN.
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Historia zmian w instrukcji

Data Zmiany
R4 Zmiana przeznaczenia zestawu na przeznaczenie wytgcznie do wolnokrazacych
09/2019 kwaséw nukleinowych z ludzkiego osocza. Uwzglednienie protokotu ,Breeze”.

Nieuwzglednienie protokotéw dla moczu i miRNA.
Aktualizacja informacji dotyczgcych bezpieczenstwa.

Umowa ograni j licencji dla QlAamp DSP Circulating NA Kit

Korzystanie z tego produktu oznacza zgode nabywcy lub uzytkownika produktu na nastgpujgce warunki:

1. Ninigjszy produkt moze by¢ uzytkowany wytgcznie zgodnie z protokotami dotgczonymi do produktu oraz niniejszg instrukcjg obstugi i wytacznie ze sktadnikami
znajdujgcymi sig w tym zestawie. Firma QIAGEN nie udziela zadne;j licencji w zakresie praw wiasnosci intelektualnej do uzytkowania niniejszego zestawu
ze skiadnikami nienalezgcymi do zestawu z wyjatkiem przypadkow opisanych w protokotach dotaczonych do produktu, niniejszej instrukcji oraz dodatkowych
protokofach dostepnych na stronie www.giagen.com. Niektore dodatkowe protokoty zostaty sformutowane przez uzytkownikéw rozwigzan QIAGEN z myslg
o innych uzytkownikach rozwigzan QIAGEN. Takie protokoly nie zostaty doktadnie przetestowane ani poddane procesowi optymalizacji przez firme QIAGEN.
Firma QIAGEN nie gwarantuje, Ze nie naruszaja one praw osob trzecich.

2. Firma QIAGEN nie gwarantuje, ze niniejszy zestaw i/lub jego uzytkowanie nie narusza praw osob trzecich. Wyjatek stanowig jedynie wyraznie okreslone licencje.

3. Zestaw oraz jego sktadniki sg przeznaczone do jednorazowego uzytku, nie mozna ich ponownie uzywac, regenerowac ani odsprzedawac.

4. Firma QIAGEN nie udziela zadnych innych licencji wyrazonych lub dorozumianych poza tymi, ktére sg wyraznie okreslone.

5. Nabyweca i uzytkownik zestawu zobowigzuije sig nie podejmowac dziatan ani nie zezwala¢ innym osobom na podejmowanie dziatan, ktére moga doprowadzi¢
do wykonania lub umozliwi¢ wykonanie zabronionych czynnosci wymienionych powyzej. Firma QIAGEN moze wyegzekwowac przestrzeganie zakazow
niniejszej Umowy ograniczone;j licencji i wnie$¢ sprawg do dowolnego sgdu. Ma takze prawo zazgda¢ zwrotu kosztéw wszelkich postepowan i kosztéw
sadowych, w tym wynagrodzen prawnikéw, zwigzanych z egzekwowaniem postanowient Umowy ograniczonej licencji lub wszelkich praw wiasnosci

intelektualnej w odniesieniu do zestawu i/lub jego sktadnikéw.

Aktualne warunki licencyjne dostgpne sg na stronie www.qgiagen.com.

Znaki towarowe: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp® (QIAGEN Group); BD Vacutainer® (Becton, Dickinson and Company); Tween® (ICI Americas Inc.).
Zastrzezonych nazw, znakéw towarowych itd. wykorzystywanych w niniejszym dokumencie, nawet jezeli nie zostaty oznaczone jako zastrzezone, nie mozna
uwazacé za niechronione przepisami prawa.

1118364 10/2019 HB-0466-005 © 2019 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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