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QIAGEN Sample and Assay Technologies

Firma QIAGEN jest czolowym dostawcg innowacyjnych technologii
postepowania z probkami i wykonywania oznaczen, ktére umozliwiajg izolacje
i detekcje zawartosci dowolnej prébki biologicznej. Nasze zaawansowane
produkty i ustugi o wysokiej jakosci zapewniajg sukces na kazdym etapie —
od pobrania prébki do otrzymania wyniku.

Firma QIAGEN wyznacza standardy w:

B procedurach oczyszczania DNA, RNA i biatek;
B oznaczeniach kwasoéw nukleinowych i biatek;
B badaniach microRNA oraz RNAi;
H

automatyzacji technologii postepowania z prébkami i wykonywania
oznaczen.

Naszg misjg jest umozliwienie klientom osiggania wybitnych sukceséw
I przetomowych wynikow badan. Wiecej informacji mozna znalez¢ na stronie
www.giagen.com.
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Przeznaczenie

Zestaw QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit to system, ktory wykorzystuje
technologie membrany krzemionkowej (technologia QIAamp) do izolacji
i oczyszczania genomowego DNA z prébek biologicznych.

Produkt jest przeznaczony do stosowania przez profesjonalnych
uzytkownikéw, takich jak technicy i lekarze przeszkoleni w zakresie technik
biologii molekularnej.

Zestaw QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit jest przeznaczony do diagnostyki
in vitro.

Podsumowanie i objasnienie

Zestaw QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit wykorzystuje powszechnie znang
technologie, umozliwiajgc szybka i tatwg izolacje i oczyszczanie genomowego
DNA z probek krwi petnej o objetosci 200 pl.

Procedury QlAamp DSP DNA Blood Mini przeznaczone do jednoczesnego
przetwarzania wielu probek krwi umozliwiajg otrzymanie oczyszczonego DNA
gotowego do uzycia. Procedury sg odpowiednie do stosowania ze swiezymi
lub zamrozonymi probkami krwi petnej oraz krwi poddanej dziataniu cytrynianu
lub EDTA.

Proste procedury wirébwkowe i prézniowe QlAamp DSP sg odpowiednie do
przetwarzania wielu probek jednoczesnie. Niektdre z procedur wirbwkowych
QIAamp mozna wykonywa¢ we w petni zautomatyzowany sposob

w analizatorze QIAcube® w celu zwiekszenia normalizaciji oraz tatwosci obstugi
(patrz strona 6).

Nie jest konieczne wczesniejsze oddzielenie leukocytow. Procedury nie
wymagajg wykonywania izolacji za pomocg mieszaniny fenol/chloroform ani
precypitacji w alkoholu i wymagajg minimalnego udziatu uzytkownika,
umozliwiajgc bezpieczne postepowanie z potencjalnie zakaznymi prébkami.
Procedury sg zaprojektowane w taki sposob, aby zminimalizowaé mozliwos¢
zanieczyszczenia krzyzowego miedzy probkami. Oczyszczone DNA jest
gotowe do uzycia w reakcjach PCR lub innych zastosowaniach. Mozna je
réwniez przechowywaé w temperaturze od —25°C do —15°C do pdzniejszego
uzytku.
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Zasady procedury
Kazda procedura QlAamp DSP DNA Blood Mini sktada sie z 4 etapow:
B liza komorek w probce krwi;

B wigzanie genomowego DNA znajdujgcego sie w lizacie komérkowym do
membrany kolumny wirdwkowej QlAamp Mini;

B ptukanie membrany;
B elucja genomowego DNA z membrany.

Ta instrukcja obstugi zawiera protokoty dla 2 alternatywnych procedur QlAamp
DSP DNA Blood Mini: procedury wirowkowej, do ktérej wykonania wymagana
jest wirébwka, oraz procedury prozniowej, do ktorej wykonania wymagana jest
wirdwka i system prozniowy (patrz schemat, strona 7).

Liza komorek krwi

Prébki poddawane sg lizie w warunkach denaturujgcych w podwyzszonych
temperaturach. Liza zachodzi w obecnosci proteazy QIAGEN Protease (QP)
I buforu Lysis Buffer (AL).

Wigzanie genomowego DNA do membrany kolumny
wirowkowej QlAamp Mini

W celu optymalizacji wigzania genomowego DNA do membrany kolumny
wirowkowej QlAamp Mini do lizatéw dodaje sie najpierw etanol. Kazdy lizat
nanosi sie nastepnie na kolumne wirbwkowg QlAamp Mini, a genomowe DNA
ulega adsorpcji na membranie krzemionkowej w miare przesgczania lizatu pod
wptywem cisnienia prézni lub sity wirowania.
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Zautomatyzowane oczyszczanie

Oczyszczanie DNA przy uzyciu zestawu QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit
mozna wykonywac w catkowicie zautomatyzowany sposdb w analizatorze
QlAcube. Innowacyjny analizator QIAcube wykorzystuje zaawansowang
technologie do przetwarzania kolumn wirédwkowych QIAGEN, umozliwiajgc
ptynng integracje niskoprzepustowego, zautomatyzowanego przygotowywania
prébek z pracg laboratoryjng. Przygotowanie prébek za pomocg analizatora
QIAcube obejmuje te same etapy co procedura reczna (tzn. lize, wigzanie,
ptukanie i elucje), co umozliwia uzytkownikowi otrzymanie DNA o wysokiej
jakosci w wyniku oczyszczania przy uzyciu zestawu QIAamp DSP DNA Blood
Mini Kit.

Wiecej informacji na temat procedury zautomatyzowanej mozna znalez¢

w odpowiedniej karcie protokotu dostepnej pod adresem
www.qgiagen.com/MyQIAcube. Najnowsze karty protokotdw mozna pobraé
bezpfatnie lub otrzymac, kontaktujgc sie z dziatem serwisu technicznego firmy
QIAGEN (patrz strona 34).

W przypadku stosowania zestawu QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit w sposéb
zautomatyzowany w aparacie QIAcube aparat moze przetwarza¢ mniej niz 50
prébek z powodu objetosci martwych, parowania i dodatkowego zuzycia
odczynnikdw poprzez zautomatyzowane pipetowanie. Firma QIAGEN
gwarantuje 50 przygotowan probek tylko w przypadku recznego stosowania
zestawu QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit.

- '

QlAcube R

Ryc. 1. Analizator QlAcube.
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Procedura wiréwkowa i prézniowa
QIAamp DSP DNA Blood Mini

Procedura Procedura
wiréwkowa prézniowa QlAamp . . L. .
OlAamp Przed rozpoczeciem nalezy uwaznie przeczytaé
protokoty (strony 19 i 23)
Prébka Prébka

Do probéwki LT doda¢ 20 pyl proteazy QP, 200 pl
1 l prébki i 200 pl buforu AL

Wytrzgsac przez 15 sekund

Inkubowaé przez 10 minut (1 minuta) w temperaturze

mf!

Liza 56°C (+1°C)
Dodac¢ 200 pl etanolu
Wytrzgsac przez 15 sekund
Przenies¢ lizat do kolumny wiréwkowej QlIAamp Mini
Wigzanie Procedura wiréwkowa: wirowa¢ przez 1 minute przy 6000 x g

Préznia

Procedura prézniowa: wigczy¢ podcisnienie

¥
Procedura wiréwkowa: umiesci¢ kolumne wiréwkowg
Plukani QlAamp Mini w nowej probéwce WT, dodaé 500 pl buforu
(Buffuel’a:\ll?ll) AW1, a nastepnie wirowaé przez 1 minute przy 6000 x g

Procedura prézniowa: dodac 750 ul buforu AW1, a nastepnie
wigczy¢ podcisnienie

Procedura wiréwkowa: umiesci¢ kolumne wiréwkowg
Plukanie QlAamp Mini w nowej probéwce WT, dodaé 500 pl buforu
(Buffer AW?2) AW?2, a nastepnie wirowaé przez 1 minute przy petnej
predkosci (okoto 20 000 x g lub 14 000 rpm)

Proznia Procedura prézniowa: doda¢ 750 pl buforu AW?2,
a nastepnie wigczy¢ podcisnienie

<

Umiesci¢ kolumne wirébwkowg QlAamp Mini w proboéwce WT

Wirowac przez 3 minuty przy petnej predkosci (okoto
20 000 x g lub 14 000 rpm)

Umiesci¢ kolumne wiréwkowa QlAamp Mini w probowce ET

Elucja

Doda¢ 50-200 ul buforu AE, a nastepnie inkubowac przez
1 minute

-

Wirowac przez 1 minute przy 6000 x g

Czyste genomowe lub wirusowe DNA
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Materiaty dostarczone w zestawie

Zawartosc¢ zestawu

QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit
Nr katalogowy 61104
Liczba przygotowan 50*
QIAamp QIAamp Mini Spin COL 50
Mini Spin  Columns z probowkami
Wash Tube (WT) (2 ml)
ET Elution Tubes (1,5 ml) ELU | TUBE 50
VC VacConnectors VAC | CON 50
LT Lysis Tubes (1,5 ml) LYS [TUBE 50
WT Wash Tubes (2 ml) wASH| TUBE 3 x50
AL Lysis Buffer' LYS | BUF 12 ml
AW1 Wash Buffer 17 WASH | BUF| 1 [CONC] 19 ml
(koncentrat)
AW?2 Wash Buffer 21 WASH | BUF | 2 [CONC] 13 ml
(koncentrat)
AE Elution Buffer* ELU | BUF 25 ml
PS Protease Solvent* QPROT| SOLV 2 mi
QP QIAGEN Protease® QPROT 1 fiolka
CD o~ 1
Instrukcja obstugi 1

* W przypadku stosowania zestawu QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit w spos6b zautomatyzowany
w aparacie QlAcube aparat moze przetwarza¢ mniej niz 50 prébek z powodu objetosci martwych,
parowania i dodatkowego zuzycia odczynnikdw poprzez zautomatyzowane pipetowanie. Firma
QIAGEN gwarantuje 50 przygotowan probek tylko w przypadku recznego stosowania zestawu
QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit.

T Zawiera chlorowodorek guanidyny. Produkt nie jest zgodny ze $rodkami dezynfekujgcymi
zawierajgcymi wybielacz. Wiecej informacji mozna znalez¢ na stronie 11.

* Zawiera azydek sodu jako $rodek konserwuijgcy.

§ Objetos¢ do przygotowywania zawiesiny 1,2 ml. Patrz cze$¢ ,,Przygotowywanie proteazy QIAGEN
Protease” na stronie 14.
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Materialy wymagane, ale niedostarczone

Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywac
odpowiedniego fartucha laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych

I okularéw ochronnych. Wiecej informacji mozna znalez¢é w odpowiednich
kartach charakterystyki substancji niebezpiecznych (material safety data
sheet, MSDS), dostepnych u dostawcy produktu.

Dla procedury wirbwkowej i prézniowej
B Etanol (96-100%)
B Pipety* i koncowki do pipet (aby nie dopusci¢ do zanieczyszczenia

krzyzowego, usilnie zalecamy stosowanie koncowek do pipet z barierami
aerozolowymi)

B Rekawiczki jednorazowe

B Blok grzewczy* do lizy probek w temperaturze 56°C (zalecamy produkt
Eppendorf® Thermomixer comfort z termoblokiem na mikroprobdéwki
testowe o pojemnosci 1,5 ml™)

B Mikrowirowka*
B Cylinder miarowy (50 ml)
B Woytrzgsarka

Tylko dla procedury prézniowej

B System QIAvac 24 Plus vacuum system (QIlAvac 24 Plus, nr kat. 19413,
system QIAvac Connecting System, nr kat. 19419 i pompa Vacuum
Pump, nr kat. 84020) lub rownowazny laboratoryjny system prézniowy

* W celu zapewnienia wlasciwego przetwarzania probek w procedurach QlAamp DSP DNA
Blood Mini zdecydowanie zalecamy kalibrowanie sprzetu (np. pipet i blokéw grzewczych)
zgodnie z zaleceniami producenta.

T Nie jest to petna lista dostawcow i nie obejmuje wielu waznych sprzedawcow materiatow
biologicznych.
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Informacje dotyczace bezpieczenstwa

Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywac
odpowiedniego fartucha laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych

I okularow ochronnych. W celu uzyskania dodatkowych informacji nalezy
zapoznac sie z odpowiednimi kartami charakterystyki substancji
niebezpiecznych (MSDS). Sg one dostepne online w wygodnym

I kompaktowym formacie PDF pod adresem
www.giagen.com/Support/MSDS.aspx. Na tej stronie mozna wyszukiwac,
wyswietlac i drukowac karty charakterystyki dla wszystkich zestawow

I sktadnikow zestawow firmy QIAGEN.

PRZESTROGA: NIE dolewaé wybielacza lub roztworéw kwasowych
bezposrednio do odpadéw powstatych po przygotowaniu prébek.

Bufor Lysis Buffer (AL) i bufor Wash Buffer 1 (AW1) zawierajg chlorowodorek
guanidyny, ktory moze tworzy¢ wysoce reaktywne zwigzki w potgczeniu

z wybielaczem. W przypadku rozlania ptynu zawierajgcego te bufory nalezy
wyczysci¢ go za pomocg odpowiedniego detergentu laboratoryjnego i wody.
Jesli rozlany ptyn zawiera czynniki potencjalnie zakazne, nalezy wyczyscic
zalany obszar najpierw detergentem laboratoryjnym i wodg, a nastepnie
1-procentowym (stezenie objetosciowe) podchlorynem sodu. Jesli butelki
zawierajgce bufor sg uszkodzone lub nieszczelne, podczas ich wyrzucania
nalezy nosi¢ rekawiczki i okulary ochronne, aby unikng¢ obrazen ciata lub
spowodowania obrazen u innych osob.

Firma QIAGEN nie badata odpadéw ptynnych powstajgcych w procedurach
QlAamp DSP DNA Blood Mini pod katem wystepowania pozostatosci
materiatdw zakaznych. Zanieczyszczenie odpadow ptynnych pozostatosciami
materiatdw zakaznych jest mato prawdopodobne, ale nie mozna go catkowicie
wykluczy¢. Z tego powodu odpady ptynne nalezy traktowac jako zakazne

I nalezy postepowac z nimi oraz usuwac je zgodnie z lokalnymi przepisami
bezpieczenstwa.
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Do sktadnikéw zestawu QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit majg zastosowanie
nastepujgce zwroty informujgce o zagrozeniach i bezpieczenstwie.

Bufor Lysis Buffer (AL) i bufor Wash Buffer 1 (AW1)

X

Zawierajg chlorowodorek guanidyny: produkty szkodliwe, draznigce. Zwroty
informujgce o zagrozeniach i bezpieczenstwie:* R22-36/38, S13-26-36-46.

Proteaza QIAGEN Protease (QP)

2 ¢

Zawiera subtylizyne: produkt uczulajgcy, draznigcy. Zwroty informujgce o
zagrozeniach i bezpieczenstwie:* R37/38-41-42, S22-24-26-36/37/39-46.

Catodobowa informacja w nagtych przypadkach

Informacje medyczne w nagtych przypadkach mozna uzyskac¢ w jezyku
angielskim, francuskim i niemieckim przez catg dobe w:

Centrum Informacji Toksykologicznej w Moguncji, Niemcy
Tel.: +49-6131-19240

* R22: Dziata szkodliwie po potknieciu; R36/38: Dziata draznigco na oczy i skore; R37/38
Dziata draznigco na drogi oddechowe i skore; R41: Ryzyko powaznego uszkodzenia oczu;
R42: Moze powodowac uczulenie w nastepstwie narazenia drogg oddechowg; S13: Nie
przechowywac razem z zywnoscig, napojami i paszami dla zwierzat; S22: Nie wdycha¢
pytu; S24: Unika¢ kontaktu ze skorg; S26: W przypadku kontaktu z oczami niezwtocznie
przemy¢ duzg iloscig wody i zasiegna¢ porady lekarza; S36: Nosi¢ odpowiednig odziez
ochronng; S36/37/39: Nosi¢ odpowiednig odziez ochronng; S46: W przypadku potkniecia
niezwiocznie zasiegnac¢ porady lekarza i pokazac¢ to opakowanie lub etykiete.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Przechowywanie i sposéb postepowania z
odczynnikami

Po otrzymaniu kolumn wirébwkowych QlAamp Mini nalezy je przechowywaé
w temperaturze 2—-8°C i zuzy¢ do daty waznosci podanej na opakowaniu
zestawu.

Wszystkie bufory mozna przechowywaé w temperaturze pokojowej (15-25°C)
do daty waznosci podanej na opakowaniu zestawu.

Liofilizowang proteaze QIAGEN Protease (QP) mozna przechowywac¢ w
temperaturze pokojowej (15-25°C) do daty waznos$ci zestawu bez
negatywnego wptywu na skutecznosc¢. Zrekonstytuowana proteaza QIAGEN
Protease jest stabilna przez maks. 1 rok w przypadku przechowywania w
temperaturze 2—8°C, ale tylko do daty waznosci zestawu.

Zrekonstytuowany bufor Wash Buffer 1 (AW1) i zrekonstytuowany bufor Wash
Buffer 2 (AW2) sg stabilne przez maks. 1 rok w przypadku przechowywania w
temperaturze pokojowej (15-25°C), ale tylko do daty waznosci zestawu.

Sposob postepowania z prébkami i przechowywanie

Krioprecypitaty powstate podczas rozmrazania zamrozonych prébek zatkajg
membrane kolumny wiréwkowej QlAamp Mini. Jesli widoczne sg
krioprecypitaty, nalezy unika¢ aspirowania ich podczas aspiracji probki.
Oceniono wptyw zamrazania i rozmrazania probek krwi na oczyszczanie DNA
za pomocg zestawu QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit (patrz Ryc. 2).
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Liczba cykli zamrazania/rozmrazania

Ryc. 2. Wplyw zamrazania i rozmrazania prébek. Prébki krwi poddanej dziataniu EDTA
zamrazano i rozmrazano do 3 razy, a nastepnie wykonywano oczyszczanie DNA za pomocg
zestawu QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit. Obliczone uzyski DNA znormalizowano do
uzysku ze $wiezej probki (100%). Kazdy stupek na wykresie przestawia wyniki

Z 32 powtdrzen ($rednia = odchylenie standardowe).
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llos¢ DNA oczyszczonego w procedurach QlAamp DSP DNA Blood Mini
zalezy od zawartosci biatych krwinek w kazdej prébce krwi. Genomowe DNA
jest oczyszczane z pobranych od zdrowych dawcéw probek krwi o objetosci
200 pl za pomocg procedury wirbwkowej lub prézniowej. Do pobrania probek
krwi do procedur QlIAamp DSP DNA Blood Mini mozna uzy¢ wielu roznych
probéwek pierwotnych i antykoagulantéw (Tabela 1).

Tabela 1. Srednie wzgledne uzyski DNA z prébek krwi pobranych przy
zastosowaniu réznych probéwek pierwotnych i antykoagulantéw

Probowka Objetosé  Sredni
pierwotna Producent Nr kat. nominalna uzysk*
BD™ Vacutainer® BD 366007 9 mi 6,4 ug
ONC

BD Vacutainer K3E BD 36847 10 mi 6,6 ug
BD Vacutainer K2E BD 367864 6 ml 6,4 ug
S-Monovette® EDTA Sarstedt® 02.1066.001 9 mi 6,5 ug
S-Monovette CPDA1 Sarstedt 01.1610.001 8,5 ml 6,3 Uug
Vacuette® K3E Greiner Bio- 455036 9 ml 6,5 ug

One®
Vacuette ONC Greiner Bio-One 454382 2ml 6,3 Uug

Genomowe DNA oczyszczano z pobranych od zdrowych dawcéw probek krwi o objetosci
200 pl (od 4,0 x 10® komérek na ml do 9,0 x 10 komérek na ml).

* Sredni uzysk dla kazdej probéwki pierwotnej okreslono na podstawie 11 probek
przebadanych w trzech powtérzeniach.

Usuwanie pozostatosci substancji zanieczyszczajgcych

Podczas gdy genomowe DNA pozostaje zwigzane z membrang kolumny
wirowkowej QlAamp Mini, zanieczyszczenia sg skutecznie wyptukiwane
najpierw za pomocg buforu Wash Buffer 1 (AW1), a nastepnie buforu Wash
Buffer 2 (AW?2).

Elucja czystego genomowego DNA

Genomowe DNA jest eluowane z membrany kolumny wiréwkowej QlAamp
Mini za pomocg 50-200 pul buforu Elution Buffer (AE). Eluowane DNA jest
gotowe do uzytku w dalszych réznych oznaczeniach, w tym réznorodnych
dalszych oznaczeniach diagnostycznych in vitro.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Wazne informacje

Wazne informacje przed rozpoczeciem protokotu

B Po otrzymaniu zestawu nalezy sprawdzi¢ sktadniki zestawu pod katem
uszkodzen. Jesli uszkodzone sg opakowania blistrowe lub butelki
z buforami, nalezy skontaktowacé sie z dziatem pomocy technicznej firmy
QIAGEN lub lokalnym dystrybutorem. W przypadku rozlania ptynéw
nalezy zapoznac sie z czescig ,Informacje dotyczgce bezpieczenstwa”
(strona 10). Nie uzywac¢ uszkodzonych sktadnikow zestawu, poniewaz ich
uzycie moze prowadzi¢ do obnizenia skutecznosci zestawu.

B Nalezy zawsze zmienia¢ kohcowki pipet pomiedzy przenoszeniami
ptynodw. W celu zminimalizowania prawdopodobienstwa zanieczyszczenia
krzyzowego zalecamy stosowanie koncoéwek do pipet z barierg
aerozolowa.

B Wszystkie etapy odwirowywania nalezy przeprowadzaé¢ w temperaturze
pokojowej (15-25°C).
B Nalezy zawsze uzywac rekawiczek jednorazowych i regularnie

sprawdzac, czy nie sg zanieczyszczone materiatem probki. W przypadku
zanieczyszczenia zutylizowac rekawiczki.

M W celu zminimalizowania prawdopodobienstwa zanieczyszczenia
krzyzowego nalezy otwierac tylko jedng probéwke naraz.

B Nie uzywac sktadnikéw innych zestawéw z aktualnie uzywanym
zestawem, chyba ze numery serii sg identyczne.

B Nalezy unika¢ skazenia mikrobiologicznego sktadnikéw zestawu.

B W celu zminimalizowania ryzyka zakazenia w wyniku kontaktu
z materiatem potencjalnie zakaznym zalecamy prace w warunkach
laminarnego przeptywu powietrza do czasu lizy probek.

B Zestaw powinien by¢ stosowany wytgcznie przez personel przeszkolony
w zakresie laboratoryjnych procedur diagnostyki in vitro.

Przygotowanie odczynnikow i buforow
M Przygotowanie proteazy QIAGEN Protease

Dodac¢ 1,2 ml rozpuszczalnika Protease Solvent (PS) do fiolki

z liofilizowang proteazg QIAGEN Protease (QP) i ostroznie wymieszac.
Aby unikngc¢ spieniania, wymiesza¢ zawartosc¢ fiolki, odwracajgc jg kilka
razy. Upewnic sie, ze proteaza QIAGEN Protease (QP) jest catkowicie
rozpuszczona.
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® Nie dodawac proteazy QIAGEN Protease (QP) bezposrednio do buforu
Lysis Buffer (AL).

B Przygotowanie buforu Wash Buffer 1

Za pomocg cylindra miarowego nalezy dodac¢ 25 ml etanolu (96—100%) do
butelki zawierajgcej 19 ml koncentratu buforu Wash Buffer 1 (AW1).
Zrekonstytuowany bufor Wash Buffer 1 (AW1) nalezy przechowywaé

w temperaturze pokojowej (15-25°C).

® Przed rozpoczeciem procedury nalezy zawsze wymieszacé

zrekonstytuowany bufor Wash Buffer 1 (AW1), odwracajgc butelke kilka
razy.

B Przygotowanie buforu Wash Buffer 2

Za pomocg cylindra miarowego nalezy doda¢ 30 ml etanolu (96-100%) do
butelki zawierajgcej 13 ml koncentratu buforu Wash Buffer 2 (AW2).
Zrekonstytuowany bufor Wash Buffer 2 (AW2) nalezy przechowywac

w temperaturze pokojowej (15-25°C).

® Przed rozpoczeciem procedury nalezy zawsze wymieszac zrekonstytuowany
bufor Wash Buffer 2 (AW2), odwracajgc butelke kilka razy.

B Przygotowanie buforu Elution Buffer

W zestawie dostarczono jedng butelke buforu Elution Buffer (AE). Aby
unikng¢ zanieczyszczenia buforu Elution Buffer (AE), zdecydowanie
zalecamy uzywanie koncowek do pipet z barierami aerozolowymi podczas
pipetowania buforu Elution Buffer (AE) z butelki oraz zamykanie butelki
zatyczkg niezwtocznie po zakonczeniu pipetowania.

® Bufor Elution Buffer (AE) zawiera azydek sodu, ktory wykazuje
absorbancje przy 260 nm, jako srodek konserwujgcy. Z tego wzgledu
podczas oznaczania ilosciowego DNA w eluacie za pomocg pomiaru
absorbanciji przy 260 nm, podczas okreslania czystosci DNA w eluacie za
pomocg pomiaru absorbancji przy 260 nm i 280 nm oraz podczas
skanowania widma w zakresie od 220 nm do 350 nm, nalezy upewnic¢ sie,
ze stezenie azydku sodu w prébie slepej jest takie samo jak w eluacie. Na
przyktad, jesli eluat przygotowywany do pomiaréw absorbancji jest
rozcienczany w proporcji 50 ul eluatu na 100 pl wody, nalezy przygotowac
prébe $lepg, rozcienczajgc 50 pl buforu Elution Buffer (AE), uzywajac
100 pl wody. Do rozcienczen nalezy uzywac swiezej wody destylowane;.
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Sposoéb postepowania z kolumnami wirbwkowymi QlAamp
Mini

Z powodu czutosci technologii amplifikacji kwasu nukleinowego podczas
postepowania z kolumnami wirowkowymi QIAamp Mini konieczne jest

podjecie nastepujgcych srodkdéw ostroznosci w celu unikniecia
zanieczyszczenia krzyzowego miedzy przygotowaniem probek:

B Ostroznie nanosi¢ prébke lub roztwor na kolumne wirdwkowg QlAamp
Mini. Probke nanies¢ pipetg do kolumny wiréwkowej QlAamp Mini bez
zamaczania brzegu kolumny.

B Nalezy zawsze zmienia¢ kohcowki pipet pomiedzy przenoszeniami
ptynéw. Zalecamy stosowanie koncowek do pipet z barierg aerozolowa.

B Unika¢ dotykania membrany kolumny wiréwkowej QlAamp Mini kohcowkg
pipety.

B Po wszystkich etapach wytrzgsania pulsacyjnego krétko odwirowaé
probowki do mikrowirowki, aby usungc krople z wnetrza wieczek.

B Otwiera¢ jednorazowo tylko jedng kolumne wirdbwkowg QlAamp Mini
I zachowaé ostroznosc, aby unika¢ wytwarzania aerozoli.

B Przez caty czas przeprowadzania procedury nosi¢ rekawiczki.
W przypadku stycznosci rekawiczek z probkg natychmiast zmienic
rekawiczki.

Elucja genomowego DNA

Objetos¢ DNA eluowanego z kolumny wirowkowej QlAamp Mini moze by¢ do
20 ul mniejsza niz objetos¢ buforu Elution Buffer (AE) naniesionego na
kolumne. Objetos¢ odzyskanego eluatu jest zalezna od wtasciwosci probki.
Bufor Elution Buffer (AE) nalezy doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;j
(15-25°C) przed naniesieniem go na kolumne. Eluowane DNA jest zbierane
do probowek do elucji (elution tube, ET). W przypadku przechowywania DNA
do 4 tygodni zalecamy przechowywanie w temperaturze 2—8°C. W przypadku
przechowywania dtugoterminowego zalecamy przechowywanie

w temperaturze —20°C.

Uzysk i jakosé genomowego DNA

Uzysk i jakos¢ wyizolowanego genomowego DNA sg odpowiednie dla
wszystkich rodzajéw dalszych procedur wykrywania w diagnostyce
molekularnej. Oznaczenia diagnostyczne nalezy wykonywac¢ zgodnie
z instrukcjami producenta.
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Ustawianie systemu QlAvac 24 Plus vacuum system

Nalezy upewnic sie, ze prawidtowo ustawiono kolumne wirdwkowg QIAamp
Mini, ztgcze VacConnector (VC) oraz zawér VacValve (patrz Ryc. 3).
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Ryc. 3. Montaz elementéw zestawu QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit do prézniowego
przetwarzania probek:

1. Zawoér VacValve (dostarczany z systemem prézniowym)
2. Zkacze VacConnector (VC)
3. Kolumna wiréwkowa QlAamp Mini

W przypadku stosowania procedury prézniowej z systemem QIlAvac 24 Plus
vacuum system zalecamy oznaczenie probéwek do lizy (lysis tube, LT),
probéwek do elucji (ET) oraz kolumn wirbwkowych QlAamp Mini zgodnie ze
schematem na Ryc. 4 (patrz kolejna strona) w celu unikniecia pomylenia
probek. Mozna skopiowac te rycine i oznakowacC nazwami probek. Zalecamy
uzywanie podobnego schematu w przypadku stosowania innych systeméw
prézniowych lub procedury wirbwkowej.
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Ryc. 4. Schemat oznakowania probowek do lizy (LT), probowek do elucji (ET) i kolumn
wirowkowych QlAamp Mini do stosowania w systemie QIAvac 24 Plus vacuum
system.
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Protokoét: I1zolacja i oczyszczanie genomowego DNA
z prébek krwi za pomoca systemu prézniowego
Do izolacji i oczyszczania genomowego DNA z probek krwi petnej o objetosci

200 pl traktowanych EDTA lub cytrynianem za pomocg systemu prézniowego,
takiego jak system QIAvac 24 Plus vacuum system.

Wazne informacje przed rozpoczeciem

B Ponizsza procedura zawiera instrukcje dotyczgce przetwarzania
pojedynczej prébki krwi. W systemie QIAvac 24 Plus vacuum system
mozna jednak przetwarzac¢ do 24 probek jednoczesnie.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

B Doprowadzi¢ probki krwi do temperatury pokojowej (15-25°C) i upewnic
sie, ze sg dobrze wymieszane.

M Jesli w buforze Lysis Buffer (AL) wytracit sie osad, rozpusci¢ go, inkubujgc
bufor w temperaturze 56°C.

B Upewnic sie, ze bufory Wash Buffer 1 (AW1) i Wash Buffer 2 (AW2)
oraz proteaza QIAGEN Protease (QP) zostaty przygotowane zgodnie
z instrukcjami w czesci ,Przygotowywanie odczynnikdéw i buforéw”
na stronach 14 i 15.

B Doprowadzi¢ bufor Elution Buffer (AE) do temperatury pokojowej
(15-25°C) do uzycia w etapie 14.

B Ustawic¢ blok grzewczy na temperature 56°C do uzycia w etapie 4.

B Aby zminimalizowac ryzyko zanieczyszczenia krzyzowego wiozy¢ ztgcze
VacConnector (VC) do kazdego adaptera typu luer systemu prézniowego.

B Procedury kontroli jakosci firmy QIAGEN wykorzystujg funkcjonalne testy
dopuszczania zestawow dla kazdej serii zestawow. Z tego wzgledu nie
nalezy miesza¢ odczynnikow z réznych serii zestawow i nie tgczy¢
poszczegolnych odczynnikéw z réznych serii odczynnikow.

B Upewnic sie, ze butelka na odpady systemu prézniowego jest pusta
I ze wszystkie ztgcza sg prawidtowo podtgczone.

B Szczegodtowe informacje dotyczgce obstugi systemu prézniowego,
zwtaszcza jego konserwaciji, zawiera dostarczona razem z nim instrukcja
obstugi.
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Procedura

1. Za pomocaq pipety przeniesé 20 pl proteazy QIAGEN Protease (QP) do
probdéwki do lizy (LT).

® Przed uzyciem nalezy sprawdzi¢ date waznosci zrekonstytuowanej proteazy.

2. Doda¢ 200 pl probki krwi do probowki do lizy (LT).

3. Dodaé¢ 200 ul buforu Lysis Buffer (AL) do proboéwki do lizy (LT),
zamkna¢ wieczko i wymieszaé, wytrzgsajac pulsacyjnie przez 15
sekund.

Aby zapewni¢ skuteczng lize, kluczowe jest, aby probka i bufor Lysis
Buffer (AL) byty dobrze wymieszane i tworzyty roztwér jednorodny.

®Ze wzgledu na to, ze bufor Lysis Buffer (AL) ma duzg lepkos¢, nalezy
upewnic sie, ze dodano odpowiednig objetosé buforu Lysis Buffer (AL),
przenoszgc go ostroznie pipetg lub stosujgc odpowiednig pipete.

® Nie dodawac¢ proteazy QIAGEN Protease (QP) bezposrednio do buforu
Lysis Buffer (AL).

4. Inkubowaé w temperaturze 56°C (¥1°C) przez 10 minut (¥1 minuta).

5. Wirowaé probéwke do lizy (LT) przez 25 sekund przy peinej
predkosci, aby usunaé¢ krople z wnetrza wieczka.

6. Dodaé¢ 200 ul etanolu (96-100%) do proboéwki do lizy (LT), zamknaé
wieczko i dokladnie wymieszac¢, wytrzgsajac pulsacyjnie przez
215 sekund.

7. Wirowaé probéwke do lizy (LT) przez 25 sekund przy peinej
predkosci, aby usunaé krople z wnetrza wieczka.

8. Wiozyé¢ kolumne wirdbwkowa QlAamp Mini do zlgcza VacConnector
(VC) w systemie prézniowym. Upewni¢ sie, ze gtdwny zawor
prézniowy (miedzy systemem prézniowym a kolektorem prézniowym)
i zawor nakretki (na kolektorze prozniowym) jest zamkniety. Wigczyé
pompe Vacuum Pump.

Wyrzuci¢ probowke do ptukania (wash tube, WT) (2 ml), w ktorej znajduje
sie kolumna wiréwkowa QlAamp Mini w blistrze.

Préznia jest stosowana wytgcznie do systemu tgczgcego (jesli jest
uzywany), a nie do kolektora prézniowego.

9. Ostroznie nanies¢ caly lizat z etapu 7. na kolumne wiréwkowa
QlAamp Mini bez zamaczania brzegu. Unikaé¢ dotykania membrany
kolumny wiréwkowej QlAamp Mini koncéwka pipety.

®W przypadku przetwarzania kilku probek nalezy otwierac tylko jedng
probéwke do lizy (LT) naraz.
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10. Otworzy¢ gtéwny zawor prézniowy. Po przejsciu lizatu przez kolumne
wiréwkowa QlAamp Mini nalezy zamkna¢ giéwny zawoér prézniowy
| otworzy¢ zawér nakretki na kolektorze prézniowym, aby
odpowietrzy¢ kolektor. Zamkna¢ zawor nakretki na kolektorze
prézniowym po przywréceniu normalnego cisnienia w kolektorze.

Po zamknieciu gtdwnego zaworu prézniowego, préznia jest stosowana
wytgcznie do systemu tgczgcego (jesli jest uzywany), a nie do kolektora
prozniowego.

® Uzy¢ zaworu nakretki na kolektorze prézniowym, aby szybko przywrécié
normalne cisnienie.

® Jesli jednoczesnie przetwarzanych jest kilka kolumn wirbwkowych
QIAamp Mini, zalecamy zamkniecie zaworu VacValve kazdej kolumny po
przejsciu lizatu, aby skréci¢ czas trwania tego etapu prézniowego.

® Jesli lizat nie przeszedt w catosci przez membrane po uptynieciu 10 minut,
nalezy umiesci¢ kolumne wirowkowag QlAamp Mini w czystej probowce do
ptukania (WT), zamkng¢ wieczko, a nastepnie wirowac przy 6000 x g
(8000 rpm) przez 3 minuty lub do catkowitego przejscia lizatu przez
membrane. Umiesci¢ kolumne wirbwkowg QlAamp Mini w kolejnej czystej
probéwce do ptukania (WT) i przej$¢ do 10. etapu protokotu na stronie 24.

®Jeéli lizat nie przeszedt w catosci przez membrane po odwirowaniu,
wyrzuci¢ probke i powtorzyc¢ izolacje i oczyszczanie, uzywajgc nowego
materiatu probki, rozpoczynajgc od 1. etapu na stronie 20.

11. Nanies¢ 750 pl buforu Wash Buffer 1 (AW1) na kolumne wirbwkowa
QlAamp Mini bez zamaczania brzegu. Unikaé dotykania membrany
kolumny wirowkowej QIAamp Mini konhcoéwka pipety. Pozostawié
otwarte wieczko kolumny i otworzy¢ gtéwny zawor prézniowy. Po
przejsciu buforu Wash Buffer 1 (AW1) przez kolumne wirébwkowa
QlAamp Mini nalezy zamkna¢ gtéwny zawoér prézniowy i otworzy¢
zawor nakretki, aby odpowietrzy¢ kolektor. Zamknag¢ zawoér nakretki
na kolektorze prézniowym po przywréceniu normalnego cisnienia
w kolektorze.

12. Nanies¢ 750 pl buforu Wash Buffer 2 (AW2) na kolumne wirbwkowa
QlAamp Mini bez zamaczania brzegu. Unikaé dotykania membrany
kolumny wiréwkowej QlAamp Mini koncéwka pipety. Pozostawic¢
otwarte wieczko kolumny i otworzy¢ gtéwny zawoér prézniowy. Po
przejsciu buforu Wash Buffer 2 (AW2) przez kolumne wirébwkowa
QlAamp Mini nalezy zamkng¢ gtéwny zawér prézniowy i otworzyé
zawor nakretki, aby odpowietrzy¢ kolektor. Zamkna¢ zawoér nakretki
na kolektorze prézniowym po przywréceniu normalnego cisnienia
w kolektorze.
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13. Zamknaé wieczko kolumny wirdwkowej QlAamp Mini, wyja¢ ja
z systemu prézniowego i wyrzucic¢ zlgcze VacConnector (VC).
Umiesci¢ kolumne wirobwkowa QlAamp Mini w czystej probéwce do
ptukania (WT) i wirowac przy petnej predkosci (okoto 20 000 x g lub
14 000 rpm) przez 3 minuty, aby catkowicie osuszyé membrane.

® Pominiecie odwirowania do sucha moze spowodowac inhibicje dalszego
oznaczenia.

14. Umiesci¢ kolumne wirobwkowga QlAamp Mini w czystej proboéwce
do elucji (ET) i wyrzuci¢ probéwke do ptukania (WT) zawierajaca
przesacz. Ostroznie otworzy¢ wieczko kolumny wiréwkowej QlAamp
Mini i nanies¢ od 50 do 200 pl buforu Elution Buffer (AE) na srodek
membrany. Zamkngé wieczko i inkubowaé w temperaturze pokojowej
(15-25°C) przez 1 minute. Wirowaé przy 6000 x g (8000 rpm) przez 1
minute w celu elucji DNA.

® Po zakonczeniu tego protokotu nalezy postepowac wedtug procedury
konserwaciji dla systemu prézniowego (wiecej informacji zawiera
instrukcja obstugi dostarczona razem z systemem prézniowym).
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Protokét: I1zolacja i oczyszczanie genomowego DNA z
probek krwi za pomocag mikrowiréowki

Do izolacji i oczyszczania genomowego DNA z probek krwi petnej o objetosci
200 pl traktowanych EDTA lub cytrynianem za pomocg mikrowirowki

Wazne informacje przed rozpoczeciem

B Ponizsza procedura zawiera instrukcje dotyczgce przetwarzania
pojedynczej probki krwi. Mozliwe jest jednak przetwarzanie wielu probek
jednoczesnie; liczba ta zalezy od pojemnosci uzywanej mikrowirowki.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem
B Doprowadzi¢ prébki krwi do temperatury pokojowej (15-25°C) i upewni¢
sie, ze sg dobrze wymieszane.

B Jesli w buforze Lysis Buffer (AL) wytrgcit sie osad, rozpusci¢ go, inkubujac
bufor w temperaturze 56°C.

B Upewnic sie, ze bufory Wash Buffer 1 (AW1) i Wash Buffer 2 (AW2) oraz
proteaza QIAGEN Protease (QP) zostaty przygotowane zgodnie z

instrukcjami w czesci ,,Przygotowywanie odczynnikow i buforéw” na
stronach 14 i 15.

B Doprowadzi¢ bufor Elution Buffer (AE) do temperatury pokojowej
(15-25°C) do uzycia w etapie 15.

B Ustawi¢ blok grzewczy na temperature 56°C do uzycia w etapie 4.

B Procedury kontroli jakosci firmy QIAGEN wykorzystujg funkcjonalne testy
dopuszczania zestawéw dla kazdej serii zestawow. Z tego wzgledu nie
nalezy miesza¢ odczynnikow z roznych serii zestawow i nie tgczyc¢
poszczegolnych odczynnikéw z réznych serii odczynnikdw.

Procedura

1. Za pomoca pipety przenies¢ 20 ul proteazy QIAGEN Protease (QP) do
probowki do lizy (LT).

® Przed uzyciem nalezy sprawdzi¢ date waznosci zrekonstytuowanej
proteazy.
2. Doda¢ 200 pl probki krwi do probowki do lizy (LT).

3. Doda¢ 200 pl buforu Lysis Buffer (AL) do probéwki do lizy (LT),
zamkna¢ wieczko i wymieszaé, wytrzasajac pulsacyjnie przez 15
sekund.

Aby zapewni¢ skuteczng lize, istotne jest, aby probka i bufor Lysis Buffer
(AL) byty dobrze wymieszane i tworzyty homogenny roztwor.
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®Ze wzgledu na to, ze bufor Lysis Buffer (AL) ma duzg lepkosc, nalezy
upewni¢ sie, ze dodano odpowiednig objeto$¢ buforu Lysis Buffer (AL),
przenoszgc go ostroznie pipetg lub stosujgc odpowiednig pipete.

® Nie dodawac¢ proteazy QIAGEN Protease (QP) bezposrednio do buforu
Lysis Buffer (AL).

4. Inkubowaé w temperaturze 56°C (¥1°C) przez 10 minut (¥1 minuta).

5. Wirowaé probéwke do lizy (LT) przez 25 sekund przy peinej
predkosci, aby usunaé krople z wnetrza wieczka.

6. Dodac¢ 200 pl etanolu (96-100%) do probéwki do lizy (LT), zamknaé
wieczko i doktadnie wymieszaé, wytrzasajgc pulsacyjnie przez
215 sekund.

7. Wirowaé probéwke do lizy (LT) przez 25 sekund przy peilnej
predkosci, aby usunaé krople z wnetrza wieczka.

8. Ostroznie nanies¢ caly lizat z etapu 7. na kolumne wirowkowa
QlAamp Mini bez zamaczania brzegu. Unikaé¢ dotykania membrany
kolumny wiréwkowej QlAamp Mini koncéwka pipety.

®W przypadku przetwarzania kilku probek nalezy otwierac tylko jedng
proboéwke do lizy (LT) naraz.

9. Zamkna¢ wieczko kolumny wirowkowej QlIAamp Mini i wirowa¢ przy
okoto 6000 x g przez 1 minute. Umiesci¢ kolumne wiréwkowa
QIAamp Mini w czystej prob6éwce do ptukania (WT) i wyrzuci¢
probéwke zawierajgcq przesacz.

® Jesli lizat nie przeszedt catkowicie przez kolumne po odwirowaniu przy
6000 x g (8000 rpm), nalezy ponownie wirowa¢ kolumne przy
maksymalnej predkosci (do 20 800 x g) przez 1 minute.

® Jesli lizat nie przeszedt w catosci przez membrane po odwirowaniu,
wyrzucic¢ prébke i powtorzy¢ izolacje i oczyszczanie, uzywajgc nowego
materiatu probki, rozpoczynajgc od 1. etapu na stronie 23.

10. Ostroznie otworzyé¢ kolumne wiréowkowa QlAamp Mini i doda¢ 500 pl
buforu Wash Buffer 1 (AW1) bez zamaczania brzegu. Unikaé
dotykania membrany kolumny wirowkowej QlIAamp Mini koncéwka
pipety.

11. Zamkna¢ wieczko kolumny wiréwkowej QlAamp Mini i wirowaé przy
okoto 6000 x g przez 1 minute. Umiesci¢ kolumne wirowkowa
QlAamp Mini w czystej probowce do ptukania (WT) i wyrzuci¢
probéwke zawierajaca przesacz.
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12. Ostroznie otworzy¢ kolumne wiréwkowa QlAamp Mini i dodaé 500 pl
buforu Wash Buffer 2 (AW2) bez zamaczania brzegu. Unikaé
dotykania membrany kolumny wirowkowej QlIAamp Mini koncéwka
pipety.

13. Zamkna¢ wieczko kolumny wiréwkowej QlAamp Mini i wirowa¢ przy
petnej predkosci (okoto 20 000 x g lub 14 000 rpm) przez 1 minute.
Umiescié¢ kolumne wirbwkowa QlAamp Mini w czystej probéwce do
ptukania (WT) i wyrzucié¢ probéwke zawierajaca przesacz.

14. Wirowaé przy petnej predkosci (okoto 20 000 x g lub 14 000 rpm)
przez 3 minuty w celu catkowitego osuszenia membrany.

® Pominiecie odwirowania do sucha moze spowodowac inhibicje dalszego
oznaczenia.

15. Umiesci¢ kolumne wirowkowa QlAamp Mini w czystej probowce do
elucji (ET) i wyrzucié¢ probéwke do ptukania (WT) zawierajaca
przesgcz. Ostroznie otworzy¢ wieczko kolumny wirowkowej QlAamp
Mini i nanies¢ od 50 do 200 ul buforu Elution Buffer (AE) na srodek
membrany. Zamkng¢ wieczko i inkubowaé¢ w temperaturze pokojowej
(15-25°C) przez 1 minute. Wirowacé przy okoto 6000 x g (8000 rpm)
przez 1 minute w celu elucji DNA.
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Kontrola jakosci

Zgodnie z poswiadczonym certyfikatem ISO systemem zarzgdzania jakoscig
firmy QIAGEN kazda seria zestawu QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit jest
testowana pod katem wstepnie ustalonych specyfikacji w celu zapewnienia
spojnej jakosci produktu.

Ograniczenia

Skutecznos¢ systemu ustalono przy uzyciu probek krwi petnej do izolacji
genomowego DNA.

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

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

Wszelkie uzyskane wyniki diagnostyczne nalezy interpretowac w potgczeniu
z innymi wynikami badan klinicznych i laboratoryjnych.

Parametry skutecznosci

Uzysk oczyszczonego DNA

Zakres liniowy uzysku DNA za pomocg procedury prézniowej QlAamp DSP
DNA Blood Mini okreslono na podstawie probek krwi pobranych od zdrowych
dawcow, w ktorych liczba biatych krwinek wynosita 3,8 x 10°-1,34 x 10’
komorek/ml (Ryc. 5, strona 27).
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Ryc. 5. Zakres liniowy uzysku DNA za pomoca procedury prézniowej QlAamp DSP
DNA Blood Mini przy objetosci elucji rownej 200 ul. Okreslono liczbe biatych krwinek

w krwi zdrowych dawcow i miescita sie ona w zakresie od 3,8 x 106-1,34 x 10" komérek/ml.
DNA oczyszczono z prébek krwi za pomocg procedury prézniowej QlAamp DSP DNA Blood
Mini przy objetosci elucji rownej 200 ul. Przetworzono osiemdziesiagt siedem probek w trzech
powtoérzeniach.

Skutecznos¢ w dalszych oznaczeniach

Eluowane genomowe DNA jest gotowe do uzytku w dalszych réznych
oznaczeniach, w tym réznorodnych dalszych oznaczeniach diagnostycznych
in vitro (Tabele 2—6). Okreslono wptyw objetosci elucji oraz objetosci eluatu
uzywanego do reakcji PCR na skutecznos¢ reakcji PCR (patrz Tabela 7).
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Tabela 2. Typowanie HLA za pomoca oznaczen Dynal® AllSet*™
wykonywanych metoda SSP (metoda swoistych starteréw — sequence
specific primers) o ,,matym stopniu rozdzielczosci” dla HLA-A, ,,matym
stopniu rozdzielczosci” dla HLA-B, ,,matlym stopniu rozdzielczosci” dla
DR i ,,matym stopniu rozdzielczosci” dla DQ

Locus HLA A Locus HLA B Locus HLA DR Locus HLA DQ
Genotyp L. Genotyp L. Genotyp L. Genotyp L.
A2/A3 2 B51,B51/ 1 DR1/DR3 1 DQ2 1
B13 lub
B51/B27
A3/A1 1 B13/B35 1 DR3 lub 1 DQ2/DQ3 2
DR3/DR13
A3/A25 1 B8/B27 1 DR3/DR7 1 DQ6 1
A2/A24 2 B7/B13 Ilub 1 DR7/DR15 2 DQ2/DQ5 1
B7/B15
Al/A2 2 B7/B18 1 DR4/DR15 1 DQ2/DQ5 2
A30/A68 1 B7/B44 1 DR4/DR7 1 DQ3 1
A2/A32 1 Inny 0 DR4 1 DQ3/DQ6 2
Inny 0 DR15 1 Inny 0
DR1/DR7 1
Inny 0

Probki krwi petnej pobrano od odrebnych dawcow i oczyszczono genomowe
DNA z probek krwi petnej o objetosci 200 pl za pomocg zestawu QlAamp DSP
DNA Blood Mini Kit. Allele zidentyfikowano jako wskazane loci u podane]
liczby pacjentéw za pomocg oznaczen Dynal AllSet* wykonywanych metodg
SSP (Dynal Biotech). L.: liczba pacjentow.
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Tabela 3. Genotypowanie czynnika V Leiden (factor V, FV) za pomoca
zestawu LightCycler® Factor V Leiden Mutation Detection Kit

Genotyp Liczba
Typ dziki 17
FV G1691 A — mutacja 13
heterozygotyczna

FV G1691 A — mutacja 0
homozygotyczna

Probki krwi petnej pobrano od 30 odrebnych dawcéw i oczyszczono
genomowe DNA z prébek krwi petnej o objetosci 200 pl za pomocg zestawu
QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit. Status alleliczny w obrebie locus FV G1691
A okreslono za pomocg zestawu LightCycler Factor V Leiden Mutation
Detection Kit (Roche Group).

Tabela 4. Genotypowanie czynnika V Leiden (FV) za pomoca reakcji PCR
z pomiarem fluorescencji w punkcie koncowym (tzw. endpoint PCR) oraz
analizy Pyrosequencing® wykonywanej za pomoca zestawu PSQ-96
SNP-Reagent Kit w systemie Pyrosequencing PSQ 96MA

Genotyp Liczba
Typ dziki 17
FV G1691 A — mutacja

13
heterozygotyczna
FV G1691 A — mutacja 0
homozygotyczna

Probki krwi petnej pobrano od 30 odrebnych dawcéw i oczyszczono
genomowe DNA z prébek krwi petnej o objetosci 200 pl za pomocg zestawu
QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit. Status alleliczny w obrebie locus FV G1691
A okreslono za pomocg reakcji PCR z pomiarem fluorescencji w punkcie
kohcowym oraz analizy Pyrosequencing wykonywanej za pomocg zestawu
PSQ-96 SNP-Reagent Kit w systemie Pyrosequencing PSQ 96MA (Biotage).
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Tabela 5. Genotypowanie protrombiny (prothrombin, PT) przy uzyciu
reakcji PCR z pomiarem fluorescencji w punkcie koncowym oraz analizy
Pyrosequencing wykonywanej za pomoca zestawu PSQ-96 SNP Reagent
Kit w systemie Pyrosequencing PSQ 96MA

Genotyp Liczba
Typ dziki 30
PT G20210A — mutacja 0
heterozygotyczna

PT G20210A — mutacja 0
homozygotyczna

Probki krwi petnej pobrano od 30 odrebnych dawcéw i oczyszczono
genomowe DNA z prébek krwi petnej o objetosci 200 pl za pomocg zestawu
QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit. Status alleliczny w obrebie locus PT
G20210A okreslono przy uzyciu reakcji PCR z pomiarem fluorescencji w
punkcie koncowym oraz analizy Pyrosequencing wykonywanej za pomocg
zestawu PSQ-96 SNP Reagent Kit w systemie Pyrosequencing PSQ 96MA
(Biotage).

Tabela 6. Analiza wariantéw polimorficznych genu ApoE, T112C i C158T,

przy uzyciu reakcji PCR z pomiarem fluorescencji w punkcie koicowym,
sekwencjonowania amplikonu za pomoca zestawu BigDye™ v1.1 Ready

Reaction Cycle Sequencing Kit oraz rozdziatu w analizatorze ABI PRISM®
3100 Genetic Analyzer

Genotyp Liczba
ApOE*3/*3 5
ApoE*3/*4 5
Inny 0

Probki krwi petnej pobrano od 10 odrebnych dawcéw i oczyszczono
genomowe DNA z prébek krwi petnej o objetosci 200 pl za pomocg zestawu
QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit. Analiza wariantéw polimorficznych genu
ApoE, T112C i C158T, wykonana zostata przy uzyciu reakcji PCR z pomiarem
fluorescencji w punkcie koncowym, sekwencjonowania amplikonu za pomocag
zestawu BigDye v1.1 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit oraz rozdziatu

w analizatorze ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Life Technologies
Corporation).
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Tabela 7. Wptyw objetosci elucji oraz objetosci eluatu uzywanego w
reakcji PCR na skutecznosé¢ reakcji PCR

Objetos¢ eluatu na 50 pl préobki poddawanej
reakcji PCR*
Objetosc¢ elucji 2 ul 5ul 10 pl
50 pl 100% 100% 100%
100 pl 100% 100% 97%
200 pl 100% 100% 100%

* Wartosci przedstawiajg wskaznik udanych odczytéw reakcji PCR i reprezentujg srednig
Z 48 probek.

Stabilnos¢ eluatu

W badaniach przechowywania wykonywanych z eluatami uzyskanymi za
pomocg zestawu QlAamp DNA Blood Mini Kit, zestawu do ogdlnego
zastosowania laboratoryjnego, w ktérym wykorzystywana jest identyczna
technologia, wykazano, ze DNA eluowane z kolumn wiréwkowych QIAamp
Mini w buforze AE zachowato stabilnosc przez 8 lat w przypadku
przechowywania w temperaturze 5°C lub —20°C (Ryc. 6). Jednakze
dtugoterminowe badania stabilnosci eluatow uzyskanych za pomocg zestawu
QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit wcigz trwaja.

M 2-8°C -20°C M

Ryc. 6. Dlugoterminowa stabilnos¢é DNA wyizolowanego i oczyszczonego za pomocg
kolumn wiréwkowych QlAamp Mini. DNA oczyszczono za pomocg zestawu QlAamp DNA
Blood Mini Kit, eluowano w 200 pl buforu AE i przechowywano w temperaturze 2—8°C

lub —20°C przez 8 lat. Prébki DNA analizowano w zelu agarozowym barwionym bromkiem
etydyny. M: marker.
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Zawiera odczynniki wystarczajgce do wykonania <N>
przygotowan probek

Data waznosci
Wyrob medyczny do diagnostyki in vitro

Po otrzymaniu

Otworzy¢ w momencie dostawy; kolumny wirbwkowe QlAamp
Mini przechowywac w temperaturze 2—-8°C

Numer katalogowy
Numer serii

Numer materiatu
Sktadniki

Zawiera

Liczba

Objetosc¢

Zakres temperatury

Producent

Po dodaniu etanolu do butelki zapisa¢ biezgcag date

Dodawanie

Liofillizowane
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RCNS Rekonstytuowac w

Etanol
GuHCI Chlorowodorek guanidyny
SUBT Subtylizyna
- Prowadzi do
Dﬂ Zapoznac sie z instrukcjg uzycia
® Wazna informacja
Literatura

Firma QIAGEN udostepnia obszerng, aktualng internetowg baze danych
publikacji naukowych dotyczgcych produktéw QIAGEN. Zaawansowane opcje
wyszukiwania umozliwiajg znajdowanie potrzebnych artykutéw wedtug stéw
kluczowych lub zastosowan, obszarow badan, tytutow itp.

W celu uzyskania listy pozyciji literaturowych nalezy odwiedzi¢ internetowg
baze danych firmy QIAGEN pod adresem www.giagen.com/RefDB/search.asp
lub skontaktowaé sie z dziatem pomocy technicznej firmy QIAGEN lub
lokalnym dystrybutorem firmy QIAGEN.
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Informacje kontaktowe

W firmie QIAGEN szczycimy sie jakoscig i dostepnoscig naszej pomocy
technicznej. W naszych dziatach pomocy technicznej pracujg doswiadczeni
naukowcy o rozlegtej wiedzy praktycznej i teoretycznej w dziedzinie
technologii postepowania z probkami i wykonywania oznaczen oraz
stosowania produktéw firmy QIAGEN. W razie jakichkolwiek pytan lub
trudnosci dotyczgcych zestawu QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit lub
produktow firmy QIAGEN prosimy o kontakt.

Klienci firmy QIAGEN sg gtownym zrédtem informacji odnosnie do
zaawansowanych lub wyspecjalizowanych zastosowan naszych produktéw.
Informacje takie sg pomocne dla innych naukowcoéw, jak rowniez dla badaczy
w firmie QIAGEN. Dlatego zachecamy do kontaktu z nami w razie
jakichkolwiek sugestii odnosnie skutecznosci produktéw lub nowych
zastosowan i technik.

W celu uzyskania pomocy technicznej lub szczegotowych informaciji nalezy
odwiedzi¢ witryne naszego Centrum pomocy technicznej pod adresem
www.giagen.com/Support lub skontaktowac sie z jednym z dziatéw pomocy
technicznej firmy QIAGEN lub lokalnym dystrybutorem (patrz tylna oktadka lub
strona www.giagen.com).

QIAGEN GmbH, QIAGEN Strasse 1, D-40724 Hilden, Niemcy
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Informacje dotyczace zamawiania

Produkt Spis tresci Nr kat.
QlAamp DSP DNA Na 50 przygotowan DNA: kolumny 61104
Blood Mini Kit (50) wirowkowe QIAamp Mini, ztgcza

VacConnector, proteaza QIAGEN
Protease, odczynniki, bufory i probéwki
do pobierania probek

Akcesoria
QIlAvac 24 Plus Kolektor prézniowy do przetwarzania 19413
vacuum manifold* 1-24 kolumn wiréwkowych: kolektor
QIAvac 24 Plus Vacuum manifold,
ztgcza typu Luer, szybkoztgczki
Vacuum Pump* Uniwersalna pompa Vacuum Pump 84020

Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczgce wytgczenia odpowiedzialnosci
dla poszczegdlnych produktéw znajdujg sie w odpowiedniej instrukcji obstugi
lub podreczniku uzytkownika zestawu QIAGEN. Instrukcje obstugi lub
podreczniki uzytkownika zestawu QIAGEN sg dostepne w witrynie
www.giagen.com. Mozna je takze zamowi¢ w serwisie lub u lokalnego
dystrybutora firmy QIAGEN.

* Do uzytku z protokotami prézniowymi.
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Znaki towarowe: QIAGEN®, QIAamp®, QlAcube®, artus®, Pyrosequencing® (QIAGEN Group); ABI PRISM®, BigDye™ (Life Technologies
Corporation); BD™, Vacutainer® (Becton, Dickinson and Company); Bio-One®, Vacuette® (Greiner Bio-One); Dynal®, AllSet*™ (Dynal Biotech);
Eppendorf® (Eppendorf AG); LightCycler® (Roche Group); Monovette®, Sarstedt® (Sarstedt AG & Co.). Zastrzezonych nazw, znakéw towarowych
itd. wykorzystywanych w niniejszym dokumencie, nawet jezeli nie zostaty oznaczone jako zastrzezone, nie mozna uwaza¢ za niechronione
przepisami prawa.

Ograniczona umowa licencyjna dla zestawu QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit

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

1.

Niniejszy produkt moze by¢ uzytkowany wytgcznie zgodnie z protokotem dotgczonym do produktu oraz niniejszg instrukcjg i wytgcznie ze
sktadnikami znajdujgcymi sie w tym zestawie. Firma QIAGEN nie udziela zadnej licencji w zakresie praw wtasnosci intelektualnej do
uzytkowania niniejszego zestawu ze skfadnikami nienalezacymi do zestawu, z wyjgtkiem przypadkéw opisanych w protokotach dotgczonych
do produktu, niniejszej instrukcji oraz dodatkowych protokotach dostgpnych na stronie www.giagen.com. Niektére dodatkowe protokoty
zostaty sformutowane przez uzytkownikow rozwigzan QIAGEN z myslg o innych uzytkownikach rozwigzan QIAGEN. Takie protokoty nie
zostaty dokfadnie przetestowane, ani poddane procesowi optymalizaciji przez firme QIAGEN. Firma QIAGEN nie gwarantuje, ze nie naruszajg
one praw 0soéb trzecich.

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

Zestaw oraz jego sktadniki sg przeznaczone do jednorazowego uzytku, nie mozna ich ponownie uzywaé, regenerowac ani odsprzedawac.
Firma QIAGEN nie udziela innych licencji wyrazonych lub dorozumianych poza tymi, ktére sg wyraznie okreslone.

Nabyweca i uzytkownik zestawu zobowigzuje sie 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 ograniczonej licencji i wnies¢ sprawe do dowolnego sgdu i ma prawo zazgdac
zwrotu kosztow wszelkich postgpowan i kosztéw sgdowych, w tym wynagrodzen prawnikéw, zwigzanych z egzekwowaniem postanowien
Umowy ograniczonej licencji lub wszelkich praw wtasnosci intelektualnej w odniesieniu zestawu i/lub jego sktadnikdw.

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

© 2012 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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