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Przeznaczenie

Zestaw QlAamp DSP Circulating NA Kit to system, ktéry wykorzystuje technologie
membrany krzemionkowej (technologia QIAamp) do recznej izolacji ioczyszczania
wolnokrgzgcego DNA i RNA z probek osocza krwi ludzkiej.

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

Docelowi uzytkownicy

Produkt jest przeznaczony do stosowania przez profesjonalnych uzytkownikéw, takich jak

technicy i lekarze przeszkoleni w zakresie technik biologii molekularne;.
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Opis i zasada procedury

Procedura QlAamp DSP Circulating NA obejmuje 4 etapy (liza, wigzanie, ptukanie i elucja)
i jest przeprowadzana przy uzyciu kolumn QlAamp Mini w systemie QIAvac. 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 kwasow nukleinowych o dtugosci nawet tylko
20 nukleotyddw, ale uzysk zalezy od objetosci probki oraz stezenia krgzgcych kwasow
nukleinowych w probce (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
Préznia
¥
!g Ptukanie
Préznia

5
J
i

Czyste kwasy nukleinowe

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

Wolnokrgzgce 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 kwaséw nukleinowych, ktére bedg mogty swoiscie zwigzac sie
z kolumng QlIAamp Mini. Z tego wzgledu probki 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 QlAamp 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, aw miare przesaczania lizatu pod wptywem
podcisnienia krgzgce kwasy nukleinowe sg adsorbowane na membranie krzemionkowej
z duzej objetosci prébki. Sol i srodowisko pH zapewniajg, ze wigkszos¢ biatek iinnych
zanieczyszczen, ktére mogg powodowac inhibicje reakcji PCR iinnych 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 prézniowa umozliwiajgca wytworzenie
podci$nienia ~800-900 mbar (np. QIAGEN® Vacuum Pump). Nalezy uzywac regulatora
podcisnienia Vacuum Regulator (cze$¢ systemu QIAvac Connecting System) w celu

tatwego 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 kwasoéw 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 objetos¢ 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 pl umozliwiajg uzyskanie eluatéw
o0 wyzszym stezeniu kwaséw nukleinowych, ale mogg spowodowac obnizenie catkowitego

uzysku.

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

naniesiona na kolumne.

Uzysk i rozmiar kwasow nukleinowych

Uzyski wolnokrgzacych kwaséw nukleinowych wyizolowanych z préobek biologicznych
zwykle wynoszg mniej niz 1 yg. Ztego wzgledu trudno jest oznaczy¢ je za pomocg
spektrofotometru. Catkowity uzysk krgzacych DNA i RNA uzyskanych z prébki przy uzyciu
zestawu QlAamp DSP Circulating NA Kit rozni sie miedzy préobkami pobranymi od réznych
0soOb, atakze zalezy od innych czynnikdw (np. od okreslonych stanéw chorobowych).
Ponadoto istnieje wysokie prawdopodobienstwo, ze wiekszg czes¢ odczytéw absorbancji UV
bedzie stanowi¢ nosnik RNA obecny w wyizolowanym kwasie nukleinowym (patrz
strona 27). W celu okreslenia uzyskéw zalecane jest uzycie ilosciowych metod amplifikaciji.

Rozktad wielkosci krazgcych kwasow nukleinowych oczyszczonych za pomocg zestawu
QlAamp DSP Circulating NA Kit mozna sprawdzi¢ za pomocg elektroforezy w zelu
agarozowym, hybrydyzacji do znakowanej sondy swoistej dla sekwencji docelowej (1) lub
elektroforezy w uktadzie mikroprzeptywowym (np. przy uzyciu analizatora Agilent®
Bioanalyzer).
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Opis protokotéw

W niniejszej instrukcji obstugi dostepne sg dwa rézne protokoty.

® Protokot ,Protokoét typu Breeze: oczyszczanie krgzacych kwasow nukleinowych
z probek ludzkiego osocza krwi o objetosci 1-5 ml” (na stronie 29) jest przeznaczony
do przetwarzania probek osocza o objetosci do 5 ml w etapach po 1 ml i zostat
zoptymalizowany w taki sposdb, aby ograniczy¢ czas pracy manualnej oraz skréci¢
czas wykonywania protokotu.

® Protokot ,Protokoét klasyczny: oczyszczanie krgzacych kwasow nukleinowych z prébek
ludzkiego osocza krwi o objetosci 1-5 ml” (na stronie 35) jest przeznaczony do
przetwarzania probek osocza o objetosci do 5 ml w etapach po 1 mli jest to
niezmieniony protokot z zestawu QIAamp DSP Circulating NA Kit w wersji 1 wydania
3 (R3) instrukcji obstugi.

Podsumowanie i objasnienie

Wolnokrgzgce kwasy nukleinowe sg obecne w ludzkim osoczu zwykle w postaci krotkich
fragmentéw, sktadajgcych sie z <1000 par zasad (DNA), <1000 nukleotydow (RNA) lub
nawet tylko 20 nukleotydéw (miRNA). Stezenie wolnokrgzacych kwaséw nukleinowych
w osoczu krwi ludzkiej zazwyczaj jest niskie i znacznie rozni sie u poszczegolnych osob,
osiggajgc w prébkach ludzkich wartosci 1-100 ng/ml (2-6).

Zestaw QIAamp DSP Circulating NA Kit umozliwia wydajne oczyszczenie krgzacych
kwasow nukleinowych z ludzkiego osocza. Mozna stosowac probki swieze lub prébki
mrozone. Probowki przedtuzajgce (Extension Tubes) oraz prozniowe przetwarzanie probek
wykorzystywane w systemie QIAvac 24 Plus umozliwiajg zastosowanie wejsciowych
objetosci prébek do 5 ml, a elastyczne objetosci elucji od 20 do 150 pl pozwalajg na
zatezenie rodzajow kwasow nukleinowych, ktére wystepujg w niskich stezeniach.

Po elucji wolnokrgzgcy genomowy DNA lub RNA jest gotowy do uzytku w dalszych
procedurach. Mozna go rowniez przechowywaé. Uzytkownicy powinni przeprowadzaé
optymalizacje wejsciowych objetosci osocza oraz objetosci elucji przetwarzanych w danym
laboratorium, biorgc pod uwage okreslong procedure docelowg oraz dalsze procedury
analityczne.
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Dostarczone materiaty

Zawartos¢ zestawu

QlAamp DSP Circulating NA Kit (50)

Nr katalogowy 61504

Liczba przygotowan 50
Produkt Symbole llosé

TR e e e .
ptukania) (WT) (2 ml)

EXT Column Extenders (Przedtuzacze kolumn ) COL 2x25
(20 ml)

WT Wash Tubes (Probéwki do ptukania) (2 ml) 50

ET Elution Tubes (Probéwki do elucji) (1,5 ml) 50

VC VacConnectors 50

ACL* Lysis Buffer (Bufor do lizy)* 220 ml

ACB* Binding Buffer (Bufor do wigzania)* mm 300 ml
(koncentrat)

ACW1* Wash Buffer 1 (Bufor ptuczacy 1)* (koncentrat) WASH | BUF | 1 JCONC 19 ml

ACW2t Wash Buffer 2 (Bufor ptuczacy 2)f (koncentrat) ~ [WASH J BUF ] 2 JCONC] 13 ml

AVE? Elution Buffer (Bufor do elugji) 5x2ml
(fioletowe zatyczki)

e (Proteinaza K iy QIAGEN) e

Carrier Carrier RNA (czerwone zatyczki) CAR | RNA 310 g

QlAamp Mini QIAamp Mini columns with Wash Tubes COL 50

(Kolumny QIAamp Mini z probéwkami do
ptukania) (WT) (2 ml)

Instrukcja obstugi

* Zawiera sol chaotropowsg. Patrz strona 14 — Ostrzezenia i $rodki ostroznosci.

T Zawiera azydek sodu jako srodek konserwujacy.
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Sktadniki zestawu

Ponizej przedstawiono opis gtéwnych sktadnikow zestawu.

Tabela 1. Sktadniki aktywne dostarczanych odczynnikow

Odczynnik
Skladnik aktywny Stezenie
Symbol Nazwa
ACL Bufor do lizy Tiocyjanian guanidyny od 230 do <50% w/w
ACB Bufor do wigzania (koncentrat) Tiocyjanian guanidyny od 230 do <50% w/w
ACW1 Bufor ptuczacy 1 (koncentrat) Chlor_owodorek od 230 do <60% w/w
guanidyny
ACW2 Bufor ptuczacy 2 (koncentrat) Brak -
AVE Bufor do elugiji (fioletowe zatyczki) Brak -
QIAGEN Proteinase K ) o
PROTK (Proteinaza K firmy QIAGEN) Proteinaza K od 21 do <3% wiw
Carrier Nosnik RNA (czerwone zatyczki) Brak -

Kontrole i kalibratory

W celu zminimalizowania ryzyka wystgpienia jakichkolwiek czynnikdw majgcych negatywny
wptyw na wyniki diagnostyczne wygenerowane po izolacji kwasu nukleinowego, w dalszych
procedurach analitycznych nalezy stosowa¢ odpowiednie kontrole.
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Materiaty wymagane, ale niedostarczane

Odczynniki dodatkowe

Etanol (96-100%)*

Izopropanol (100%)

Kruszony 16d (wytacznie w przypadku protokotu ,Protokét klasyczny: oczyszczanie

krazacych kwasow nukleinowych z prébek ludzkiego osocza krwi o objetosci 1-5 ml”).
® Niektére probki moga wymagac rozcienczenia fizjologicznym roztworem soli

buforowanym fosforanem (Phosphate-Buffered Saline, PBS)

Materiaty eksploatacyjne

Pipety (z regulacja)

Jatowe koncéwki do pipet (w celu uniknigcia zanieczyszczenia krzyzowego zalecane

jest stosowanie koncowek do pipet z barierami aerozolowymi)

Mikroprobéwki wolne od nukleaz o pojemnosci od 1,5 do 2 ml

Probéwki wiréwkowe o pojemnosci 50 ml

* Nie uzywac alkoholu denaturowanego, ktory zawiera inne substancje, takie jak metanol lub keton
metylowo-etylowy.
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Wyposazenie

taznia wodna lub blok grzewczy, do ktérego mozna wtozy¢ probéwki wirbwkowe

o pojemnosci 50 ml i ogrzewac je w temperaturze 56°C lub 60°C*

Blok grzewczy lub podobny wyréb, do ktérego mozna witozy¢ probowki do ptukania
0 pojemnosci 2 ml i ogrzewac je w temperaturze 56°C (wytgcznie w przypadku
protokotu klasycznego)*

Wytrzgsarka

Mikrowiréwka (z rotorem na probowki o pojemnosci 2 ml)*

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

System QlAvac Connecting System (nr kat. 19419) lub rbwnowazny system
Pompa Vacuum Pump (nr kat. 84010 (USA i Kanada), 84000 (Japonia) lub 84020
(pozostate kraje)) lub rownowazna pompa umozliwiajgca wytworzenie podcisnienia
od -800 do —-900 mbar

Opcjonalnie: zawory VacValves (nr kat. 19408)

* Upewnic sie, ze aparaty zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z wytycznymi producenta.
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Ostrzezenia i srodki ostroznosci

Nalezy pamieta¢, ze moze by¢ wymagane zapoznanie sie zlokalnymi przepisami
dotyczgcymi zgtaszania powaznych incydentoéw, ktore wystapity w zwigzku z wyrobem,
producentowi oraz wiasciwemu organowi panstwa, w ktérym przebywa uzytkownik i/lub

pacjent.
Do diagnostyki in vitro
Informacje dotyczace bezpieczenstwa

Podczas pracy z substancjami chemicznymi nalezy zawsze nosi¢ odpowiedni fartuch
laboratoryjny, rekawiczki jednorazowe i okulary ochronne. W celu uzyskania dodatkowych
informacji nalezy zapoznac¢ sie z odpowiednimi kartami charakterystyki (Safety Data Sheets,
SDS). Sg one dostepne online w wygodnym i kompaktowym formacie PDF pod adresem
www.qgiagen.com/safety. Na tej stronie mozna wyszukiwac, wyswietla¢ i drukowac karty
charakterystyki dla wszystkich zestawow i sktadnikéw zestawow firmy QIAGEN.

OSTRZEZENIE Ryzyko obrazen ciata

NIE dolewac wybielacza ani roztworow kwasowych bezposrednio do

odpaddéw powstatych po przygotowaniu prébek.

Bufory Buffer ACL, Buffer ACB i Buffer ACW1 zawierajg sole guanidyny, ktére w potgczeniu

z wybielaczem moga tworzy¢ wysoce reaktywne zwigzki.

W przypadku rozlania ptynu zawierajgcego te bufory nalezy usungé go za pomocag
odpowiedniego detergentu laboratoryjnego iwody. Jesli rozlany ptyn zawiera czynniki
potencjalnie zakazne, nalezy wyczysci¢ zalany obszar najpierw detergentem laboratoryjnym

i wodg, a nastepnie 1-procentowym (stezenie objetosciowe) podchlorynem sodu.
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https://www.qiagen.com/safety

® Probki sg potencjalnie zakazne. Pozostatosci probek i odczynnikéw uzywanych do
oznaczenia nalezy utylizowa¢ zgodnie z lokalnymi procedurami dotyczacymi
bezpieczenstwa.

Informacje dotyczgce nagtych przypadkow

CHEMTREC
Stany Zjednoczone i Kanada: 1-800-424-9300
Poza Stanami Zjednoczonymi i Kanada: +1 703-527-3887

Srodki ostroznosci

Do sktadnikéw zestawu QlAamp DSP Circulating NA Kit majg zastosowanie nastepujgce

zwroty wskazujgce na zagrozenia i okreslajgce srodki ostroznosci.

Buffer ACB

Zawiera: tiocyjanian guanidyny. Niebezpieczenstwo! Dziata szkodliwie po potknigciu.

[ Moze dziata¢ szkodliwie w kontakcie ze skorg lub w przypadku wdychania. Powoduje
L = s . . . . N P .

powazne oparzenia skory i uszkodzenie wzroku. Dziata szkodliwie na organizmy wodne,

powodujgc dtugotrwate skutki. W kontakcie z kwasami uwalnia bardzo toksyczne gazy.

Stosowacé rekawice ochronne/odziez ochronng/ochrone oczu/ochrone twarzy.

W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZU: Ostroznie ptuka¢ wodg przez kilka minut.

Wyja¢ soczewki kontaktowe, jezeli sg zatozone i mozna je tatwo usungé. Nadal ptukac.

Natychmiast skontaktowaé sie z OSRODKIEM ZATRUC lub lekarzem.

Buffer ACL

Zawiera: tiocyjanian guanidyny. Niebezpieczenstwo! Dziata szkodliwie po potknigciu.

[ Moze dziata¢ szkodliwie w kontakcie ze skorg lub w przypadku wdychania. Powoduje
L = s . . . . N P .

powazne oparzenia skory i uszkodzenie wzroku. Dziata szkodliwie na organizmy wodne,

powodujgc dtugotrwate skutki. W kontakcie z kwasami uwalnia bardzo toksyczne gazy.

Stosowacé rekawice ochronne/odziez ochronng/ochrone oczu/ochrone twarzy.

W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZU: Ostroznie ptuka¢ wodg przez kilka minut.

Wyjac¢ soczewki kontaktowe, jezeli sg zatozone i mozna je tatwo usungé. Nadal ptukac.

Natychmiast skontaktowaé sie z OSRODKIEM ZATRUC lub lekarzem.

Buffer ACW1

Zawiera: chlorowodorek guanidyny. Ostrzezenie! Dziata szkodliwie po potknigciu lub

w nastepstwie wdychania. Dziata draznigco na skére. Powoduje powazne podraznienie
oczu. Stosowac rekawice ochronne/odziez ochronng/ochrone oczu/ochrone twarzy.
Zanieczyszczong odziez zdjg¢ i wypraé przed ponownym uzyciem. Zawarto$é/pojemnik
usuwac w zatwierdzonym zaktadzie przetwarzania odpadow.
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Proteinase K
Zawiera: proteinaze K. Niebezpieczenstwo! Powoduje tagodne podraznienie skory.
Moze powodowac objawy alergii lub astmy albo trudnosci w oddychaniu w nastepstwie
wdychania. Unika¢ wdychania pytu/dymu/gazu/mgty/par/rozpylonej cieczy. Stosowac
rekawice ochronne/odziez ochronna/ochrone oczu/ochrone twarzy. Stosowac
indywidualne $rodki ochrony drég oddechowych. W przypadku narazenia lub
probleméw: Skontaktowaé sie z OSRODKIEM ZATRUC lub z lekarzem. Wyprowadzié
lub wynie$¢ poszkodowanego na swieze powietrze i zapewni¢ mu warunki do
swobodnego oddychania. Zawarto$é/pojemnik usuwac w zatwierdzonym zaktadzie
przetwarzania odpadow.

Usuwanie

W odpadach znajdujg sie pozostatosci probek i odczynnikéw. Odpady tego typu mogag
zawiera¢ materiat toksyczny lub zakazny inalezy je usuwaé w odpowiedni sposob.
Informacje o odpowiednich procedurach usuwania odpadéw sg zawarte w lokalnych
przepisach dotyczacych bezpieczenstwa.

W celu uzyskania dodatkowych informacji nalezy zapoznaé¢ sie z odpowiednimi kartami
charakterystyki (Safety Data Sheets, SDS). Sg one dostepne online w formacie PDF pod
adresem www.qiagen.com/safety. Na tej stronie mozna wyszukiwaé, wyswietla¢
i drukowac¢ karty SDS wszystkich zestawow i sktadnikow zestawow firmy QIAGEN.
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Przechowywanie i sposob postepowania
z odczynnikami

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

w przypadku przestrzegania tych zalecen.

Liofilizowany nosnik RNA nalezy przechowywaé w temperaturze pokojowej (15-25°C) do
terminu waznosci podanego na etykiecie sktadnika. Nosnik RNA nalezy rozpusci¢ w buforze
Buffer AVE; rozpuszczony nosnik RNA nalezy niezwtocznie doda¢ do buforu Buffer ACL
zgodnie z opisem na stronie 30 dla protokotu typu Breeze oraz na stronie 36 dla protokotu
klasycznego. Roztwér uzywany w protokole powinien by¢é $Swiezo przygotowany.
Niewykorzystane pozostatosci nosnika RNA rozpuszczonego w buforze Buffer AVE nalezy
podzieli¢ na porcje i zamrozi¢ w temperaturze od —30°C do -15°C.

Zestaw QlAamp DSP Circulating NA Kit zawiera gotowy do uzycia roztwor proteinazy
Krozpuszczonej 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.

Stabilnos¢ produktu

Zestaw moze by¢ uzywany przez 12 miesiecy od pierwszego uzycia lub do uptywu terminu

waznosci, cokolwiek nastgpi wczesniej.
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Przechowywanie i sposob postepowania
Z probkami

Przechowywanie i sposéb postepowania z krwig

Aby unikng¢ rozktadu wolnokrgzgcych kwaséw nukleinowych i uwolnienia komérkowych kwasow
nukleinowych, zalecane jest, aby krew petna byta przechowywana w temperaturze 2-8°C przez
maksymalnie 6 godz. (np. prébki z dodatkiem EDTA). W przypadku korzystania z probéwek do
pobierania krwi ze stabilizatorem nalezy wzig¢ pod uwage podane przez producenta informacije
dotyczgce warunkéw przechowywania. Zalecamy zwalidowanie tych warunkéw przechowywania
w potgczeniu z okreslong dalszg procedurg i czgsteczkg docelowa.

Przechowywanie i sposéb postepowania z osoczem

W przypadku uzywania EDTA jako antykoagulantu bezzwtocznie po pobraniu krwi zalecane
jest przeprowadzenie separacji osocza iizolacji kwasow nukleinowych, szczegodlnie
w przypadku RNA. W przypadku przechowywania krétkoterminowego — osocze mozna
przechowywac w temperaturze 2-8°C przez maksymalnie 24 godziny.

W przypadku przechowywania dlugoterminowego — porcje osocza pozyskanego
z probowek do pobierania krwi ze stabilizatorami oraz bez stabilizatorow mozna
przechowywac¢ w temperaturze —20°C lub —80°C przez maksymalnie 12 miesiecy (tylko
w przypadku materiatu docelowego DNA) lub w temperaturze —80°C przez maksymalnie
4 tygodnie (w przypadku materiatu docelowego RNA).

Przechowywanie kwaséw nukleinowych po eluciji

Kwasy nukleinowe po elucji zbiera sie w probowkach do elucji o pojemnosci 1,5 ml
(dostarczone w zestawie). Oczyszczone krgzgce kwasy nukleinowe mozna przechowywac
w temperaturze 2-8°C przez maksymalnie 24 godziny. Jesli czas przechowywania ma
przekracza¢ 24 godziny, zalecane jest, aby DNA lub RNA wykorzystywane na potrzeby
dalszych procedur analitycznych byty przechowywane odpowiednio w temperaturze od
—30°C do —15°C (DNA) lub od —90°C do —60°C (RNA).
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Procedura

Wazne informacje przed rozpoczeciem
System QlAvac 24 Plus

System QIAvac 24 Plus jest przeznaczony do szybkiego iwydajnego prézniowego
przetwarzania do 24 kolumn wiréwkowych firmy QIAGEN jednoczes$nie. Prébki i roztwory do
ptukania sg przesgczane przez membrany kolumn przy zastosowaniu podcisnienia, a nie
wirowania, co skraca czas procedury oczyszczania i czas pracy manualnej.

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 QIAvac 24 Plus nalezy zapoznaé sie z dokumentem
QIAvac 24 Plus — Instrukcja obstugi.

Przetwarzanie kolumn QlAamp Mini w systemie QlAvac 24 Plus

Kolumny QIAamp 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 izapewniajg jednolite natezenie przeptywu, ufatwiajgc rownolegte
przetwarzanie réznych objetosci probek. Nalezy ich uzywac¢ w celu zapewnienia jednolitego
podcisnienia, jesli wartosci natezenia przeptywu probek znaczgco sie réznig. Ztgcza
VacConnector to jednorazowe ztgcza, ktére sg dopasowywane miedzy kolumnami QlAamp
Mini a zaworami VacValve lub migdzy 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 probek.
Zigcza VacConnector sg utylizowane po jednym uzyciu. Ze wzgledu na to, ze stosowane sg
duze objetosci roztworéw, wymagane jest korzystanie z systemu QIAvac Connecting
System (lub podobnego uktadu z butelkami na odpady) (patrz Ryc. 2).
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Wytyczne dotyczace postepowania z systemem QlAvac 24 Plus

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

® Przechowywany system QlAvac 24 Plus zawsze powinien by¢ czysty i suchy.
Odpowiednie procedury czyszczenia mozna znalez¢ w instrukcji obstugi systemu
QIAvac 24 Plus.

e Komponenty systemu QlAvac 24 Plus nie sg odporne na dziatanie niektérych
rozpuszczalnikéw (Tabela 2). W przypadku rozlania tych rozpuszczalnikéw na modut
nalezy dokfadnie sptuka¢ go woda.

® Aby zapewnic¢ jednolitg skutecznos¢, nie nalezy naktada¢ smaru silikonowego lub
prozniowego na zadng czes$¢ kolektora QlAvac 24 Plus.

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

® Aby uzyskac¢ informacje dotyczace czesci zapasowych lub wymiennych, nalezy
skontaktowac sie z serwisem technicznym firmy QIAGEN lub lokalnym dystrybutorem
firmy QIAGEN.

® Podcisnienie to cisnienie réznicowe miedzy wnetrzem kolektora prézniowego a atmosferg
(standardowe ci$nienie atmosferyczne o wartosci 1013 milibaréw lub 760 mm Hg), ktére
mozna zmierzy¢ za pomocg systemu QIAvac Connecting System (patrz Ryc. 2). Do
wykonania protokotéw wymagana jest pompa prézniowa umozliwiajgca wytworzenie
podcisnienia o wartosci od =800 do —900 mbar (np. pompa QIAGEN Vacuum Pump).
Nalezy unika¢ wyzszych wartosci podcisnienia. Zastosowanie podcisnienia o wartosci
nizszej niz wartosci zalecane moze zmniejszy¢ uzysk kwasow nukleinowych i obnizy¢ ich
czystose, a takze zwiekszy¢ ryzyko zatkania membran.

Ryc. 2. Systemy QlAvac 24 Plus i QlAvac Connecting System oraz pompa Vacuum Pump.
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Tabela 2. Odpornos¢ chemiczna systemu QlAvac 24 Plus

Odpornos¢ 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 prézniowego QlAvac 24 Plus Vacuum Manifold

1. Podtgczy¢ system QIAvac 24 Plus do zrédia podcisnienia. Jesli uzywany jest system
QlAvac Connecting System, podigczy¢ system do kolektora i zrodta podcisnienia

W sposéb opisany w Zatgczniku A do dokumentu Q/Avac 24 Plus — Instrukcja obstugi.

2. Wiozy¢ zawér VacValve (opcjonalny) do kazdego uzywanego ztgcza Luer systemu
QlAvac 24 Plus (patrz Ryc. 3). Zamkng¢ nieuzywane ztgcza Luer zatyczkami Luer lub
zamkng¢ wiozony zawor VacValve.

Zaworow VacValve nalezy uzywac w celu zapewnienia jednolitego podcisnienia, jesli
wartosci natezenia przeptywu prébek réznig sie znaczaco.
3. Wiozy¢ ztgcze VacConnector do kazdego zaworu VacValve (patrz Ryc. 3).

Etap ten nalezy wykonac¢ tuz przed rozpoczeciem oczyszczania, aby unikngé narazenia
ztgczy VacConnector na potencjalne zanieczyszczenia obecne w powietrzu.

4. Umiesci¢ kolumny QlAamp Mini w ztgczach VacConnector na kolektorze (patrz Ryc. 3).

Uwaga: Zachowac probowke do ptukania z opakowania blistrowego do uzytku

w protokole oczyszczania.
5. Witozy¢ przedtuzacz kolumny (20 ml) do kazdej kolumny QlAamp Mini (patrz Ryc. 3).

Uwaga: Nalezy upewni¢ sie, ze przedituzacz kolumny zostat prawidtowo witozony do

kolumny QlAamp Mini, aby nie dopusci¢ do wycieku prébki.
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Postepowac zgodnie z instrukcjami zawartymi w protokotach, aby oczysci¢ kwasy
nukleinowe. Po uzyciu ztgczy VacConnector nalezy je zutylizowa¢ w odpowiedni
sposob.

Gdy wigczone jest podcisnienie, wieczko kolumny QlAamp Mini musi by¢ otwarte.
Miedzy etapami nalezy wytgczaé podcisnienie, aby zapewnic¢ jednolite, rownomierne
podcisnienie podczas przetwarzania. W celu szybszego zwalniania podcisnienia nalezy
uzywac regulatora podci$nienia Vacuum Regulator (cze$¢ systemu QlAvac Connecting
System).

Uwaga: Po przesgczeniu catej objetosci probki przez kolumne wiréwkowag mozna
zamkng¢ odpowiedni zawor VacValve, co umozliwia réownolegte przetwarzanie prébek

o réznych objetosciach i réznych lepkosciach.

. Po przetworzeniu prébek nalezy oczysci¢ system QlAvac 24 Plus (patrz sekcja

,Czyszczenie i odkazanie systemu QlAvac 24 Plus” w dokumencie
QlAvac 24 Plus — Instrukcja obstugi).

Uwaga: Bufory ACL, ACB i ACW1 nie sg zgodne ze srodkami dezynfekujgcymi, ktdre
zawierajg wybielacz. Patrz strona 14 — Ostrzezenia i $rodki ostroznosci.
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Ryc. 3. Ustawianie systemu QlAvac 24 Plus z kolumnami QlAamp Mini przy uzyciu zaworéw VacValve,
zlaczy VacConnector i przedtuzaczy kolumn.

1

Kolektor prézniowy QlAvac 24 Plus Vacuum 4 Ztgcze VacConnector
Manifold

Ztgcze Luer systemu QlAvac 24 Plus (zamkniete g Kolumna QIAamp Mini
zatyczka Luer)

Zawoér VacValve* 6 Przedtuzacz kolumny

Zalecane jest, aby probowki i kolumny QlAamp Mini przeznaczone do uzycia w systemie

prozniowym QIlAvac 24 Plus oznaczy¢ zgodnie ze schematem przedstawionym na Ryc. 4

w celu unikniecia pomieszania prébek. Mozna skopiowac te rycine i oznakowac¢ nazwami

probek.

* Nalezy zakupi¢ osobno.
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Ryc. 4. Schemat oznaczania probéwek i kolumn QIAamp Mini przeznaczonych do uzycia w systemie
prézniowym QlAvac 24 Plus.
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Przygotowanie buforéw i odczynnikow

Buffer ACB

Przed uzyciem dodac 200 mlizopropanolu (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¢ mieszaning uzyskang po

dodaniu etanolu.

Dodawanie nosnika RNA do buforu Buffer ACL*

Nosnik RNA spetnia 2 funkcje: po pierwsze wzmacnia wigzanie kwaséw nukleinowych do
membrany kolumny QIAamp Mini, zwtaszcza jesli w prébce jest bardzo mato czgsteczek
docelowych. Po drugie dodanie duzych ilosci nosnika 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. Patrz strona 14 — Ostrzezenia i $rodki ostroznosci.
T Zawiera azydek sodu jako srodek konserwujacy.
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llos¢ liofilizowanego nosnika RNA dostarczona w zestawie jest wystarczajgca dla objetosci
buforu Buffer ACL dostarczonej w zestawie. Zalecane stezenie nosnika RNA dostosowano
w taki sposéb, aby protokét QlAamp DSP Circulating NA mogt by¢ uzywany jako generyczny
system oczyszczania zgodny z wieloma réznymi systemami amplifikacji i nadawat sie do
szerokiej gamy docelowych czgsteczek RNA i DNA.

Rozne systemy amplifikacji roznig sie pod kgtem wydajnosci w zaleznosci od catkowitej
ilosci kwaséw nukleinowych obecnych w reakcji. Eluaty z tego zestawu zawierajg krgzace
kwasy nukleinowe i nosnik RNA, a w wiekszosci przypadkéw ilos¢ no$nika RNA znacznie
przekracza ilo$¢ krazacych kwaséw nukleinowych. Z tego wzgledu oznaczenie ilosciowe
wyizolowanych kwasoéw nukleinowych poprzez odczyt absorbanciji UV nie bedzie dokfadne,

gdyz wyniki takich pomiaréw zalezg w gtéwnej mierze od obecnosci no$nika RNA.

W celu osiggniecia najwyzszych poziomdéw czutosci w reakcjach amplifikacji moze byé
konieczne zmniejszenie ilosci nosnika RNA dodanego do buforu Buffer ACL.

W przypadku systemow amplifikacji, w ktérych stosowane sg startery oligo dT, podczas

izolacji wolnokrgzgcych kwaséw nukleinowych nie nalezy dodawac nosnika RNA.

Dodac¢ 1550 pl buforu Buffer AVE* do probowki zawierajgcej 310 pg liofilizowanego nosnika
RNA w celu uzyskania roztworu o stezeniu 0,2 pg/ul. Catkowicie rozpusci¢ nosnik RNA,
podzielic go na réwne porcje o objetosci odpowiedniej do potrzeb i przechowywaé
w temperaturze od -30°C do -15°C. Porcji nosnika RNA nie nalezy wielokrotnie poddawaé

cyklom zamrazania-rozmrazania.

Nalezy zwrdci¢ uwage, ze nosnik RNA nie rozpuszcza sie w buforze Buffer ACL. Nalezy go
najpierw rozpusci¢ w buforze Buffer AVE, a nastepnie dodac¢ do buforu Buffer ACL.

*Zawiera azydek sodu jako srodek konserwujgcy.
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Obliczy¢ objeto$¢ mieszaniny buforu Buffer ACL i nosnika RNA wymagang do przetworzenia
danej partii probek zgodnie z wartosciami przedstawionymi w tabelach odpowiednich
protokotow. Wybracé liczbe prébek, ktdre majg by¢ jednoczesnie przetwarzane.

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

spienienia nie uzywac wytrzgsarki.

Uwaga: Procedura przygotowania probek jest zoptymalizowana dla maksymalnie 1,0 ug
nosnika RNA na prébke. Jesli wykazano, ze mniejsza ilos¢ nosnika RNA jest lepsza dla
systemu amplifikacji uzytkownika, nalezy przenies¢ tylko wymagang ilo$¢ rozpuszczonego
nosnika RNA do probowek zawierajgcych bufor Buffer ACL. Na kazdy mikrogram nosnika
RNA wymaganego na przygotowanie, doda¢ 5 pl rozpuszczonego nosnika RNA do buforu
Buffer ACL. (Zastosowanie ilosci mniejszej niz 1,0 ug nosnika RNA na probke moze by¢
korzystne imusi 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

Protokot jest przeznaczony do oczyszczania krgzgcego DNA i RNA z prébek 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 procedur, w ktérych uzywana jest wersja 1/R3 zestawu
QlAamp DSP Circulating NA Kit, nalezy zapoznac sie z czescig ,Protokédt klasyczny:
oczyszczanie krgzgcych kwasow nukleinowych z probek ludzkiego osocza krwi o objetosci
1-5 ml” (na stronie 35).

Wazne informacje przed rozpoczeciem

o \Wszystkie etapy odwirowywania nalezy przeprowadzac¢ w temperaturze pokojowej
(15-25°C).

o Miedzy etapami nalezy wytgczac podcisnienie, aby zapewnié¢ jednolite, rownomierne
podci$nienie podczas wszystkich etapéw protokotu.
Uwaga: Cisnienie wytwarzane przez pompe Vacuum Pump powinno wynosi¢ od —800
do -900 mbar.

® Doprowadzi¢ prébki do temperatury pokojowe;.

® Uzupei¢ objetos¢ probki do najblizszej petnej objetosci (od 1 do 5 ml), dolewajgc
do niej buforu PBS.

e Ustawic system QlAvac 24 Plus w sposdb opisany na stronie 21.

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

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

® Upewni¢ sie, ze przygotowano bufor Buffer ACB, bufor Buffer ACW1 i bufor Buffer
ACW?2 (dodanie izopropanolu lub etanolu) zgodnie z instrukcjami na stronie 26.

e Dodac zrekonstytuowany w buforze Buffer AVE no$nik RNA do buforu Buffer ACL
zgodnie z instrukcjami zawartymi w Tabeli 3.

QlAamp DSP Circulating NA Kit — Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi)  06/2022 29



Tabela 3. Objetos¢ buforu Buffer ACL i nosnika RNA (rozpuszczonego w buforze Buffer AVE) wymagana do
przetworzenia probek osocza krwi ludzkiej o objetosci 1-5 ml

Przygotowanie na A B C D E
ml osocza
1ml 2ml 3ml 4 ml 5ml
Liczba probek Bufor Buffer ACL (ml) Nxs'b"lj'go'f:‘\
Buffer AVE
(ul)
1 0,9 1,8 2,6 3,5 4,4 5,6
2 1,8 815 5% 7,0 8,8 11,3
3 2,6 53 7,9 10,6 13,2 16,9
4 &3 7,0 10,6 14,1 17,6 22,5
5 4,4 8,8 13,2 17,6 22,0 28,1
6 53 10,6 15,8 21,1 26,4 33,8
7 6,2 12,3 18,5 24,6 30,8 394
8 7,0 141 211 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 10,6 211 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: Protokét typu Breeze

1. Za pomocg pipety przenies¢ produkt QIAGEN Proteinase K, osocze i bufor Buffer ACL,

w tej kolejnosci, do probéwki wirbwkowej o pojemnosci 50 ml (niedostarczona).

Ustawienie A B C 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. Zamkngc¢ zatyczka i wymieszac zawartos¢ probowki, wytrzgsajac jg pulsacyjne 5 razy
po 2 sekundy.

Upewnic sie, ze w probéwce tworzy sie widoczny wir. W celu zapewnienia skutecznego
przeprowadzenia lizy kluczowe jest, aby probka i bufor Buffer ACL byty dobrze
wymieszane i tworzyty jednorodny roztwor.

Uwaga: Nie przerywac procedury w tym momencie. Bezzwiocznie przejs¢ do etapu 3,
aby rozpoczg¢ 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. Dobrac¢ objetos¢

odpowiednio do ustawienia z etapu 1.

Ustawienie A B C D E

ACB (ml) 18 36 54 7.2 9

6. Zamkna¢ zatyczka i doktadnie wymieszac zawartos¢ probowki, wytrzgsajac ja
pulsacyjnie 5 razy po 2 sekundy.
Upewnic sie, ze w probéwce tworzy sie widoczny wir. W celu zapewnienia skutecznego
przeprowadzenia lizy kluczowe jest, aby lizat i bufor Buffer ACB byty dobrze

wymieszane i tworzyly jednorodny roztwor.
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Mieszanine lizatu i buforu Buffer ACB inkubowaé w probéwce przez 5 (£1) minut

w temperaturze pokojowe;.

. Wiozy¢ kolumne QlAamp Mini do ztgcza VacConnector w systemie QlAvac 24 Plus

(patrz czesc¢ ,Ustawianie kolektora prézniowego QlAvac 24 Plus Vacuum Manifold”,
strona 21). Wiozy¢ przedtuzacz kolumny o pojemnosci 20 ml do otwartej kolumny
QlAamp Mini.

Nalezy upewnic sie, ze przedtuzacz kolumny zostat prawidtowo wtozony do kolumny
QlAamp Mini, aby nie dopusci¢ do wycieku prébki.

Uwaga: Zachowac¢ probéwke do ptukania do uzycia w celu odwirowania do sucha
w etapie 13.

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

pompe prozniowa. Po catkowitym przesgczeniu wszystkich lizatow przez kolumny
wytgczy¢ pompe prézniowg i zwolni¢ cisnienie do 0 mbar. Ostroznie zdjgé i wyrzucic
przedtuzacz kolumny.

Nalezy pamietac, ze przejscie lizatow prébek o duzych objetosciach (okoto 18 ml

w przypadku wyjsciowej objetosci probki rownej 5 ml) przez membrane QlAamp Mini
przy uzyciu sity podcisnienia moze zajg¢ nawet 20 min.

W celu szybszego i wygodnego zwalniania podcisnienia nalezy uzywac regulatora
podcisnienia Vacuum Regulator (czes¢ systemu QIAvac Connecting System).
Uwaga: Aby unikng¢ zanieczyszczenia krzyzowego, nalezy uwazac, by podczas
wyjmowania przedtuzaczy kolumn nie zanieczysci¢ sgsiadujgcych ze sobg kolumn
QlAamp Mini.

Nanies¢ 600 pl buforu Buffer ACW1 na kolumne QlAamp Mini. Pozostawi¢ otwarte
wieczko kolumny i wigczy¢ pompe prézniowg. Po przesaczeniu catej objetosci buforu
Buffer ACW1 przez kolumne QlAamp Mini wytgczy¢ pompe prézniowg i zwolni¢

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

Naniesc¢ 750 pl etanolu (96—100%) na kolumne QlAamp Mini. Pozostawié otwarte
wieczko kolumny i wigczy¢ pompe prézniowg. Po przesgczeniu catej objetosci etanolu
przez kolumne wirdwkowg wytgczy¢é pompe prozniowg i zwolnié cisnienie do 0 mbar.
Zamkng¢ wieczko kolumny QlAamp Mini. Wyciggna¢ kolumne z kolektora prozniowego
i wyrzuci¢ ztgcze VacConnector. Umiesci¢ kolumne QlAamp Mini w czystej probdwce
do ptukania o pojemnosci 2 ml (z kroku 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 probéwce do ptukania o pojemnosci 2 ml.
Otworzy¢ wieczko i inkubowac zespdt w temperaturze pokojowej przez 3 min w celu
catkowitego osuszenia membrany.

Umiesci¢ kolumne QlAamp 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 inkubowaé w temperaturze pokojowej przez 3 (+0,5) minuty.

Wazne: Upewnic¢ sie, 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 dostosowywac odpowiednio do wymogoéw
dalszych procedur.

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

otrzymanie mniejszego uzysku catkowitego.

Odzyskana objetos¢ eluatu moze by¢ do 5 pl mniejsza niz objetos¢ buforu do elucji
naniesiona na membrane kolumny QlAamp Mini.
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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 kwaséw nukleinowych.

Uwaga: Obréci¢ wieczka probowek do elucji w taki sposob, aby byly skierowane

w strone przeciwng do kierunku, w ktérym obraca sie rotor (np. jesli rotor obraca sie
zgodnie z ruchem wskazéwek zegara, obroci¢ wieczka w kierunku odwrotnym do ruchu

wskazéwek zegara).
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Protokot klasyczny: oczyszczanie krgzgcych
kwasow nukleinowych z probek ludzkiego
osocza krwi o objetosci 1-5 ml

Ten protokdt jest niezmienionym protokotlem zwydania 3 (R3) dokumentu QIAamp DSP
Circulating NA Kit — Instrukcja obstugi ijest przeznaczony do uzycia np. zistniejgcymi,

zwalidowanymi przez uzytkownika procedurami dla probek osocza ludzkiego o objetosci 1-5 mi.
Wazne informacje przed rozpoczeciem

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

® Miedzy etapami nalezy wytaczaé podcis$nienie, aby zapewnic¢ jednolite, rownomierne
podcisnienie podczas wszystkich etapéw protokotu.
Uwaga: Cisnienie wytwarzane przez pompe Vacuum Pump powinno wynosi¢ od —800
do -900 mbar.
Doprowadzi¢ prébki do temperatury pokojowe;.

o Uzupeic objetos¢ probki do najblizszej petnej objetosci (od 1 do 5 ml), dolewajgc do
niej buforu PBS.

e Ustawic system QlAvac 24 Plus w sposdb opisany na stronie 21.
Ogrzac faznie wodna lub blok grzewczy do temperatury 60°C w celu uzycia go na
etapie 3 z probowkami wirébwkowymi o pojemnosci 50 ml.

® Ogrzac¢ blok grzewczy do temperatury 56°C do uzycia na etapie 14 z proboéwkami do
ptukania o pojemnosci 2 ml.

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

e Upewnic¢ sie, ze przygotowano bufor Buffer ACB, bufor Buffer ACW1 i bufor Buffer
ACW?2 (dodanie izopropanolu lub etanolu) zgodnie z instrukcjami na stronie 26.

® Doda¢ zrekonstytuowany w buforze Buffer AVE nosnik RNA do buforu Buffer ACL
zgodnie z instrukcjami zawartymi w Tabeli 4.
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Tabela 4. Objetos¢ buforu Buffer ACL i nosnika RNA (rozpuszczonego w buforze Buffer AVE) wymagana do
przetworzenia probek osocza krwi ludzkiej o objetosci 1-5 ml

Przygotowanie na A B Cc D E
ml osocza
1ml 2ml 3ml 4ml 5ml
Liczba probek Bufor Buffer ACL (ml) Nosnik RNA
w buforze
Buffer AVE (ul)
1 0,9 1,8 2,6 3,5 4,4 5,6
2 1,8 815 5% 7,0 8,8 11,3
3 2,6 53 7,9 10,6 13,2 16,9
4 &5 7,0 10,6 14,1 17,6 22,5
5 44 8,8 13,2 17,6 22,0 28,1
6 5,3 10,6 15,8 211 26,4 33,8
7 6,2 12,3 18,5 24,6 30,8 39,4
8 7,0 14,1 211 28,2 35,2 45,0
9 7,9 15,8 23,8 31,7 39,6 50,6
10 8,8 17,6 26,4 35,2 44,0 56,3
11 9,7 19,4 29,0 38,7 48,4 61,9
12 10,6 21,1 31,7 42,2 52,8 67,5
13 11,4 22,9 34,3 45,8 57,2 731
14 12,3 24,6 37,0 49,3 61,6 78,8
15 13,2 26,4 39,6 52,8 66,0 84,4
16 14,1 28,2 42,2 56,3 70,4 90,0
17 15,0 29,9 44,9 59,8 74,8 95,6
18 15,8 31,7 47,5 63,4 79,2 101,3
19 16,7 334 50,2 66,9 83,6 106,9
20 17,6 35,2 52,8 70,4 88,0 112,5
21 18,5 37,0 55,4 73,9 92,4 118,1
22 19,4 38,7 58,1 77,4 96,8 123,8
23 20,2 40,5 60,7 81,0 101,2 129,4
24 211 42,2 63,4 84,5 105,6 135,0
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Procedura: Protokot klasyczny

1. Za pomocg pipety przenie$¢ produkt QIAGEN Proteinase K, osocze i bufor Buffer ACL,

w tej kolejnosci, do probdwki wiréwkowej o pojemnosci 50 mi (niedostarczona).

Ustawienie A B C D E
ProtK (pl) 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¢ zatyczka i wytrzgsac pulsacyjnie przez 30 s.

Upewni¢ sie, ze w probdwce tworzy sie widoczny wir. W celu zapewnienia skutecznego
przeprowadzenia lizy kluczowe jest, aby préobka i bufor Buffer ACL byly dobrze

wymieszane i tworzyty jednorodny roztwor.

Uwaga: Nie przerywac procedury w tym momencie. Bezzwtocznie przejs¢ do etapu 3,
aby rozpoczg¢ 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. Dodac¢ bufor Buffer ACB do lizatu znajdujgcego sie w probowce. Dobra¢ objetos¢
odpowiednio do ustawienia z etapu 1.

Ustawienie A B C D E

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

6. Zamkna¢ zatyczka i doktadnie wymieszaé zawarto$é probéwki, wytrzasajac jg
pulsacyjnie przez 30 sekund.
Upewni¢ sie, ze w probéwce tworzy sie widoczny wir. W celu zapewnienia skutecznego
przeprowadzenia lizy kluczowe jest, aby lizat i bufor Buffer ACB byty dobrze

wymieszane i tworzyty jednorodny roztwor.
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Mieszanine lizatu i buforu Buffer ACB inkubowa¢ w probéwce przez 5 (+1) minut na

lodzie.

. Wiozy¢ kolumne QlAamp Mini do ztgcza VacConnector w systemie QlAvac 24 Plus

(patrz czesc¢ ,Ustawianie kolektora prézniowego QlAvac 24 Plus Vacuum Manifold”,
strona 21). Wiozy¢ przedtuzacz kolumny o pojemnosci 20 ml do otwartej kolumny
QlAamp Mini.

Nalezy upewnic sie, ze przedtuzacz kolumny zostat prawidtowo wtozony do kolumny
QlAamp Mini, aby nie dopusci¢ do wycieku prébki.

Uwaga: Zachowac proboéwke do ptukania do uzycia w celu odwirowania do sucha

w etapie 13.

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

pompe prozniowa, stosujgc cisnienie od —800 do —900 mbar. Po catkowitym
przesgczeniu wszystkich lizatow przez kolumny wytgczy¢ pompe prézniowg i zwolnic¢
cisnienie do 0 mbar. Ostroznie zdjg¢ i wyrzuci¢ przedtuzacz kolumny.

Nalezy pamietac, ze przejscie lizatow prébek o duzych objetosciach (okoto 18 ml

w przypadku wyjsciowej objetosci probki rownej 5 ml) przez membrane QlAamp Mini
przy uzyciu sity podcisnienia moze zajg¢ nawet 20 min.

W celu szybszego i wygodnego zwalniania podcisnienia nalezy uzywac regulatora
podcisnienia Vacuum Regulator (czes¢ systemu QIAvac Connecting System).
Uwaga: Aby unikng¢ zanieczyszczenia krzyzowego, nalezy uwazac, by podczas
wyjmowania przedtuzaczy kolumn nie zanieczysci¢ sagsiadujgcych ze sobg kolumn
QlAamp Mini.

Nanies¢ 600 pl buforu Buffer ACW1 na kolumne QlAamp Mini. Pozostawi¢ otwarte
wieczko kolumny i wigczy¢ pompe prézniowg. Po przesaczeniu catej objetosci buforu
Buffer ACW1 przez kolumne QlAamp Mini wytgczy¢ pompe prézniowg i zwolni¢

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

Naniesc¢ 750 pl etanolu (96—-100%) na kolumne QlAamp Mini. Pozostawi¢ otwarte
wieczko kolumny i wigczy¢ pompe prézniowg. Po przesgczeniu catej objetosci etanolu
przez kolumne wirdwkowg wytgczy¢é pompe prozniowg i zwolnié cisnienie do 0 mbar.
Zamkng¢ wieczko kolumny QlAamp Mini. Wyciggng¢ kolumne z kolektora prozniowego
i wyrzuci¢ ztgcze VacConnector. Umiesci¢ kolumne QlAamp Mini w czystej probdwce
do ptukania o pojemnosci 2 ml (z kroku 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 probéwce do ptukania o pojemnosci 2 ml.
Zdjac¢ wieczko i inkubowac zespot w temperaturze 56°C (21°C) przez 10 (1) minut

w celu catkowitego osuszenia membrany.

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

Wazne: Upewnic sie, 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¢ eluciji jest elastyczna i mozna jg dostosowywac odpowiednio do wymogéw
dalszych procedur.

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

otrzymanie mniejszego uzysku catkowitego.

Odzyskana objetos¢ eluatu moze by¢ do 5 pl mniejsza niz objetos¢ buforu do elucji
naniesiona na kolumne QlAamp Mini.
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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 kwaséw nukleinowych.

Uwaga: Obréci¢ wieczka probowek do elucji w taki sposob, aby byly skierowane

w strone przeciwng do kierunku, w ktérym obraca sie rotor (np. jesli rotor obraca sie
zgodnie z ruchem wskazéwek zegara, obroci¢ wieczka w kierunku odwrotnym do ruchu

wskazéwek zegara).
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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 kagtem wstepnie
ustalonych specyfikacji w celu zapewnienia spojnej jakosci produktu.

Ograniczenia

Skutecznos¢ systemu pod wzgledem izolacji wolnokrgzacych kwaséw nukleinowych
ustalono przy uzyciu prébek ludzkiego osocza uzyskanych z nastepujgcych probéwek do
pobierania krwi:

e K2-EDTA (Beckton Dickinson and Company, nr kat. 367525)
o PAXgene® Blood ccfDNA Tube (PreAnalytiX, 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 (ICH) dostepnych w przewodniku ICH Q2 (R1)
Validation of Analytical Procedures: Test And Methodology.

Wszelkie uzyskane wyniki diagnostyczne nalezy interpretowaé w potgczeniu zinnymi
wynikami badan klinicznych i laboratoryjnych.
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Parametry skutecznosci

Odpowiednie parametry skutecznosci mozna znalez¢ na stronie produktu pod adresem

www.giagen.com, na karcie z materiatami zrodtowymi.
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Rozwigzywanie problemow

Ta czes¢ instrukcji moze okazac¢ sie pomocna podczas rozwigzywania jakichkolwiek
zaistniatych probleméw. Aby uzyskaé wiecej informaciji, nalezy takze zapoznac sie ze strong
czesto zadawanych pytan w witrynie naszego Centrum pomocy technicznej pod adresem:
www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Naukowcy z dzialu serwisu technicznego firmy
QIAGEN zawsze chetnie odpowiedzg na wszelkie pytania dotyczace informacji i/lub

protokotow opisanych w niniejszej instrukcji obstugi, a takze technologii probek i oznaczen

(informacje kontaktowe znajdujg sie na stronie www.giagen.com).

Komentarze i wskazowki

Niewielka ilos¢é/brak kwasow nukleinowych w eluacie

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

b)  Zbyt dlugi czas miedzy pobraniem  Jadrzaste komdrki krwi mogag ulec rozpadowi i uwolni¢ genomowy

krwi a przygotowaniem osocza DNA do osocza, rozcienczajgc docelowy kwas nukleinowy.

c)  Probki zamrozone i rozmrozone Nalezy unika¢ wielokrotnego zamrazania i rozmrazania prébek, gdyz

wiecej niz jeden raz moze to prowadzi¢ do rozktadu DNA. Nalezy zawsze uzywaé
Swiezych prébek lub prébek, ktére byty rozmrazane tylko jeden raz.
d) Niskie stezenie docelowego DNA Prébki osocza byty pozostawione w temperaturze pokojowej na zbyt
w probkach diugi czas. Powtorzy¢ procedurg oczyszczania, uzywajgc nowych
probek.
Uwaga: Osocze niektorych oséb moze zawiera¢ niskie stezenia
wolnokrgzgcych kwaséw nukleinowych; w takim przypadku nalezy
uzy¢ wiekszej objetosci prébki oraz mniejszej objetosci elucji.
e) Niewydajna liza prébki w buforze Jesli produkt QIAGEN Proteinase K przez dtuzszy czas byt narazony
Buffer ACL na dziatanie podwyzszonych temperatur, moze utraci¢ aktywnos¢.
Powtérzy¢ procedure, uzywajgc nowych probek i $wiezego produktu
QIAGEN Proteinase K.
f) Niedostateczne wymieszanie Bufor Buffer ACL nalezy wymiesza¢ z no$nikiem RNA, delikatnie
mieszaniny buforu Buffer ACL odwracajgc probéwke z mieszaning buforu Buffer ACL i nosnika RNA
i nosnika RNA co najmniej 10 razy.
g) Uzycie niskoprocentowego Powtérzy¢ procedure oczyszczania, uzywajgc nowych prébek
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etanolu zamiast etanolu
o stezeniu 96—-100%

i etanolu o stezeniu 96—100%. Nie uzywac alkoholu denaturowanego,
ktory zawiera inne substancje, takie jak metanol lub keton metylowo-
etylowy.
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Komentarze i wskazowki

h)  Nieprawidtowe przygotowanie
buforu Buffer ACB

i) Nieprawidtowe przygotowanie
buforu Buffer ACW1 lub Buffer
ACW2

j) Bufor Buffer ACW1 lub Buffer
ACW2 przygotowany przy uzyciu
70-procentowego etanolu

Upewnic¢ sig, ze koncentrat buforu Buffer ACB zrekonstytuowano,
uzywajac prawidtowej objetosci izopropanolu (nie uzywac etanolu,
patrz strona 26).

Upewni¢ sie, ze koncentraty buforéw Buffer ACW1 i Buffer ACW2
rozcienczono, uzywajgc prawidtowej objetosci etanolu (patrz
strona 26). Powtdrzy¢ procedure oczyszczania, uzywajgc nowych
probek.

Upewnic¢ sig, ze koncentraty buforéw Buffer ACW1 i Buffer ACW2
rozcienczono, uzywajgc etanolu o stezeniu 96—100% (patrz
strona 26). Powtérzy¢ procedure oczyszczania, uzywajgc nowych
prébek.

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

a) Niewielka ilo$¢/brak DNA
w eluacie

b)  Stosowana nieprawidtowa
objetos¢ eluciji

c) Niedoktadne wymieszanie
buforéw

d)  Zaktdcenia spowodowane
nos$nikiem RNA

Ogolne postepowanie

a)  Zatkana kolumna QlAamp Mini

Mozliwe przyczyny takiej sytuacji przedstawiono w punkcie ,Niewielka
ilos¢/brak kwaséw nukleinowych w eluacie” powyzej. Jesli jest to
mozliwe, zwiekszyc ilo$¢ eluatu dodawanego do reakcji.

Okresli¢ maksymalng objetos¢ eluatu odpowiednig dla dalszej
procedury. Odpowiednio zwigkszy¢ lub zmniejszy¢ objetos¢ eluatu
dodawang do dalszej procedury. Mozna proporcjonalnie dostosowac
objetos¢ elugiji.

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

Sktadniki buforu ptuczacego Buffer ACW2, sél i etanol, mogty
rozdzieli¢ sie, jesli migdzy cyklami przygotowan butelka z buforem nie
byta poruszana przez diugi czas. Przed kazdg reakcjg nalezy zawsze
dobrze wymiesza¢ bufory.

Jesli obecny w eluacie no$nik RNA zakidca przebieg dalszej reakcji
enzymatycznej, moze by¢ konieczne zmniejszenie dodawanej ilosci
nosnika RNA lub catkowite pominigcie etapu dodawania tego
produktu.

W przypadku zmniejszenia natezenia przeptywu mozna wydtuzyé
czas wywierania podcisnienia.

Alternatywnie mozna zamkna¢ zawdr VacValve, jesli jest uzywany,

a nastepnie ostroznie wyja¢ zespédt przedtuzacz kolumny—
VacConnector-VacValve z kolumny QlAamp Mini, uwazajac, aby nie
utraci¢ lizatu, ktéry znajduje sie w przedtuzaczu kolumny.

Wyjaé kolumne QIAamp Mini z kolektora prézniowego, umiescic jg
w probdéwce do ptukania o pojemnosci 2 ml, a nastepnie wirowac jg
przy maksymalnej predkosci az cata objeto$¢ probki przejdzie przez
membrane. Ponownie zatozyé zespét przedtuzacz kolumny—
VacConnector—VacValve zawierajgcy pozostatg objetos¢ lizatu.
Wiaczy¢ pompe prézniowa, otworzy¢ zawor VacValve i kontynuowac
naktadanie pozostatej objetosci lizatu.
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Komentarze i wskazowki
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b)

c)

Zmienne objetosci eluciji

Nie osiggnieto podcisnienia
o wartosci od —800 do -900 mbar

Jesli kolumna QlAamp Mini wcigz sig zatyka, powtarza¢ powyzszg
procedure.

W wyniku wielokrotnego zamrazania i rozmrazania osocza mogty
powstac krioprecypitaty. Mogg one zablokowac¢ kolumne QlAamp
Mini. Nie nalezy uzywac osocza, ktére byto zamrazane i rozmrazane
wigcej niz jeden raz.

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

Uzycie réznych prébek moze wptyng¢ na objetos¢ koncowego eluatu.
Odzyskana objeto$¢ eluatu moze by¢ do 5 pl mniejsza niz objetos¢
buforu do elucji naniesiona na kolumng QlAamp Mini.

Kolektor prézniowy nie jest szczelnie zamkniety. Po wigczeniu
podcisnienia nalezy docisna¢ wieko kolektora prézniowego. Upewni¢
sie, ze osiggnieto podcisnienie.

Uszczelka wieka QlAvac zuzyta sie. Wzrokowo sprawdzi¢ stan
uszczelki kolektora i w razie potrzeby wymienic ja.

Zawory VacValve zuzyly sie. Wyja¢ wszystkie zawory VacValve

i wiozy¢ ztgcza VacConnector bezposrednio do przedtuzaczy Luer.
Witozy¢ kolumny QlAamp Mini do ztgczy VacConnector, zamkngé
wieczka kolumn, a nastgpnie wigczy¢ podcisnienie. Upewnic¢ sig, ze
osiggnieto podcisnienie. W razie potrzeby wymieni¢ zawory VacValve.

Potgczenie z pompg prézniowg jest nieszczelne. Zamkna¢ wszystkie
przedtuzacze Luer zatyczkami Luer, a nastepnie wigczy¢ pompe
prézniowg. Po wigczeniu pompy sprawdzi¢, czy podcisnienie
utrzymuije sie na stabilnym poziomie (a zawér Vacuum Regulator jest
zamkniety). W razie potrzeby wymieni¢ przewody tagczgce pompe

i kolektor prozniowy.

Jesli wcigz nie jest mozliwe osiggniecie odpowiedniej wartosci
podcisnienia, nalezy wymieni¢ pompe prézniowg na silniejsza pompe.
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Symbole

Ponizsze symbole znajdujg sie w instrukcji uzycia lub na opakowaniu i etykietach:

(2}
<
3
<3
=2

Definicja symbolu

Zawiera odczynniki wystarczajgce do wykonania <N>

A
z
\

reakcji
Termin waznosci
Ten produkt spetnia wymogi Rozporzadzenia

Parlamentu  Europejskiego  2017/746  w sprawie

wyrobéw medycznych do diagnostyki in vitro.

<

Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro

Numer katalogowy

o

o) N [
JEEEEEEE =

Numer serii

Numer materiatu (tj. oznaczenie skfadnika)
Sktadniki

Zawiera

Liczba

GTIN Globalny numer jednostki handlowej
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Definicja symbolu

R oznacza wydanie Instrukcji uzycia, an to numer

wydania

Zakres temperatury

Producent

Zapoznac sie z instrukcjg uzycia

Chroni¢ przed $wiattem stonecznym

Ostrzezenie/przestroga

Po otrzymaniu

Otworzy¢é w momencie dostawy; kolumny wirdwkowe

QlAamp Mini przechowywac¢ w temperaturze 2-8°C

Objetosc

Dodawanie
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Definicja symbolu

!

Po dodaniu etanolu do butelki zapisa¢ aktualng date

Etanol

Po dodaniu izopropanolu do butelki zapisa¢ aktualng
date

Izopropanol

Prowadzi do

Tiocyjanian guanidyny

Chlorowodorek guanidyny

BRIJ 58

Proteinaza K

Niepowtarzalny identyfikator wyrobu
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Zatgcznik A: Zalecenia dotyczgce separacii
| przechowywania osocza krwi

W przypadku proboéwek do pobierania krwi ze stabilizatorami (np. probéwki PAXgene
ccfDNA Tube lub Streck Cell-Free DNA Tube) nalezy postepowac¢ zgodnie z instrukcjami
producenta dotyczacymi separacji i przechowywania osocza. Zalecamy zwalidowanie tych
warunkéw przechowywania w potgczeniu z okreslong dalszg procedurg i czgsteczka
docelowa.

W przypadku probowek BCT bez stabilizatoréw zalecane jest postepowanie zgodnie
z normg ISO 20186-3:2019 Diagnostyczne badania molekularne in vitro — Specyfikacja
proceséw przedlaboratoryjnych badania petnej krwi zylnej — Cze$¢ 3: Izolowane
pozakomorkowe krgzace DNA z osocza lub normg CEN/TS 17742 Diagnostyczne badania
molekularne in vitro — Specyfikacja proceséw przedlaboratoryjnych badania petnej krwi

zylnej — Izolowane pozakomoérkowe krgzgce RNA z osocza.

W celu izolacji wolnokrgzgcych kwasow nukleinowych z probek krwi zalecane jest
postepowanie zgodnie z niniejszym protokotem, ktéry obejmuje etap wirowania przy duzej
sile odsrodkowe] w celu usuniecia resztek komoérkowych, dzieki czemu zmniejszana jest

ilos¢ komdérkowego lub genomowego DNA i RNA obecnego w prébce.

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

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

3. Ostroznie zaaspirowac¢ supernatant osocza, nie naruszajgc warstwy znajdujgcej sie na
styku osocza i resztek komoérkowych. Z probéwki pierwotnej zawierajgcej 10 ml krwi
mozna uzyskac okoto 4-5 ml osocza.
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Uwaga: Uzyskane na tym etapie osocze mozna wykorzystac do izolacji krgzacych
kwasoéw nukleinowych. Jednakze wykonanie kolejnego etapu wirowania przy duzej
predkosci spowoduje usuniecie dodatkowych resztek komoérkowych oraz
zanieczyszczen krgzgcych kwaséw nukleinowych w postaci genomowego DNA i RNA
uwolnionych z uszkodzonych jadrzastych komérek krwi.

4. Zaaspirowane osocze jest przenoszone do swiezej probdwki wirdwkowe;.

5. Wirowac¢ prébki osocza przez 10 min przy 16 000 x g (w rotorze ze statym katem

nachylenia) w temperaturze 4°C.

Wykonanie tego etapu spowoduje usuniecie dodatkowych komérkowych kwaséw
nukleinowych przytgczonych do resztek komorkowych.

6. Ostroznie usung¢ supernatant i przenies¢ go do nowej probowki, nie naruszajgc osadu.

7. Jesli osocze bedzie uzywane do izolacji kwasow 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 probowek do pobierania krwi ze stabilizatorem oraz bez dodatku stabilizatora mozna
przechowywac¢ w temperaturze —20°C (jesli czgsteczkg docelowa jest DNA) lub
w temperaturze —80°C (jesli czgsteczkg docelowg jest RNA) przez co najmniej
4 tygodnie. Przed uzyciem osocza do izolacji krgzgcych kwasow nukleinowych nalezy

rozmrozi¢ osocze, umieszczajgc probowki w temperaturze pokojowe;.

8. Opcjonalnie: W celu usuniecia krioprecypitatow nalezy wirowa¢ probki osocza przez

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

Opcjonalnie: Przenies¢ supernatant do nowej probéwki, a nastepnie przejs¢ do
wykonywania protokotu izolacji krgzacych kwaséw 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 ogot nie
wymagajg kofaktoréw do dziatania. Poniewaz RNazy trudno inaktywowaé i nawet bardzo
mate ich ilosci wystarczajg do rozktadu RNA, nie wolno uzywac jakichkolwiek sprzetow
wykonanych ze szkifa lub z tworzywa sztucznego bez wczesniejszego wyeliminowania
mozliwego zanieczyszczenia RNazami. Nalezy zachowac szczegdlng ostroznos$é, aby
unikng¢ przypadkowego wprowadzenia RNaz do probki z RNA w trakcie trwania lub po
zakonczeniu procedury oczyszczania. Aby utworzy¢ i zachowacé srodowisko wolne od RNaz,
nalezy wdrozy¢ nastepujgce srodki ostroznosci na etapach obrobki wstepnej oraz
stosowania jednorazowych i wielorazowych naczyn i roztworéw podczas pracy z RNA.

Ogolne postepowanie

Podczas pracy z RNA nalezy zawsze stosowaé prawidtowg mikrobiologiczng technike
aseptyczng. Dionie i czgsteczki kurzu mogg przenosi¢ bakterie i ple$nie i sg najczestszymi
zrodtami zanieczyszczerh RNazami. Podczas postepowania z odczynnikami i probkami RNA
nalezy zawsze nosic¢ lateksowe lub winylowe rekawiczki, aby unikng¢ zanieczyszczenia
RNazami z powierzchni skéry lub zakurzonych urzgdzen laboratoryjnych. Rekawiczki nalezy
czesto zmieniac, a probowki trzymac zamkniete, gdy tylko to mozliwe. Podczas rozdzielania
porcji do dalszych zastosowan za pomoca pipety nalezy trzymac oczyszczony RNA na
lodzie.

Jednorazowy sprzet z tworzywa sztucznego

Podczas wykonywania procedury zalecane jest stosowanie jatowych, jednorazowych
probowek polipropylenowych wolnych od RNaz.
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Informacje dotyczgce zamawiania

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

Column Extender, ztgcza
VacConnector, produkt QIAGEN
Proteinase K, odczynniki, bufory
i probowki do pobierania probek
Akcesoria
QlAvac 24 Plus vacuum Kolektor prézniowy do przetwarzania 19413
manifold* 1-24 kolumn wiréwkowych: kolektor
prozniowy QlAvac 24 Plus Vacuum
Manifold, zatyczki Luer
i szybkoztgczki
Vacuum Pump* Uniwersalna pompa prozniowa 84010
Vacuum Pump [USA
i Kanada]
84000
[Japonia]
84020
[pozostate
kraje]
System QlAvac Connecting System tgczacy kolektor prozniowy 19419

System*

* Do uzytku z protokotami prézniowymi.

Z pompg prozniowg: obejmuje tace,
butelki na odpady, przewody, ztgczki,
zawOr, manometr i 24 zawory
VacValve

Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczace wytgczenia odpowiedzialnosci

poszczegolnych produktdéw znajdujg sie w odpowiedniej instrukcji obstugi lub podreczniku
uzytkownika zestawu QIAGEN. Instrukcje obstugi ipodreczniki uzytkownika zestawow
QIAGEN sg dostepne pod adresem www.qgiagen.com. Mozna je takze zamoéwi¢ w serwisie

technicznym firmy QIAGEN lub u lokalnego dystrybutora.
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Historia zmian dokumentu

Wydanie

Opis

R1, czerwiec 2022 r.

54

Wydanie zestawu VDR w wersji 2; nie wprowadzono
zadnych zmian w protokotach lub danych dotyczgcych
skutecznosci w poréwnaniu do wersji 1 zestawu;

w czesci dotyczgcej przeznaczenia dodano informacje
o ,recznej” izolacji; wprowadzono drobne aktualizacje
i poprawki
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Strona celowo pozostawiona pusta
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Strona celowo pozostawiona pusta
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Umowa j licencji dla QlAamp DSP Circulating NA Kit

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

1. Niniejszy produkt moze by¢ uzytkowany wytgcznie zgodnie z protokotami dotgczonymi do produktu oraz niniejsza instrukcjg obstugi i wytacznie ze sktadnikami
wchodzacymi w sktad tego panelu. Firma QIAGEN nie udziela zadnej licencji w zakresie praw wiasnosci intelektualnej do uzytkowania niniejszego panelu ze
sktadnikami nienalezacymi do panelu, z wyjatkiem przypadkéw opisanych w protokotach dotgczonych do produktu, niniejszej instrukcji obstugi oraz dodatkowych
protokotach dostepnych na stronie www.giagen.com. Niektére dodatkowe protokoty zostaly sformutowane przez uzytkownikéw rozwigzan QIAGEN z myslg

o innych uzytkownikach rozwigzan QIAGEN. Takie protokoty nie zostaty doktadnie przetestowane ani poddane procesowi optymalizacji przez firme QIAGEN.

Firma QIAGEN nie gwarantuje, ze nie naruszajg one praw osob trzecich.

2. Firma QIAGEN nie gwarantuje, Ze niniejszy panel i/lub jego uzytkowanie nie narusza praw oséb trzecich. Wyjatek stanowig jedynie wyraznie okreslone licencje.

3. Panel oraz jego sktadniki s3 na mocy licencji przeznaczone wytgcznie do jednorazowego uzytku i nie mozna ich ponownie uzywac, regenerowac lub sprzedawac.

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

5. Nabyweca i uzytkownik panelu zobowigzuje 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 przestrzegame zakazo6w niniejszej
Umowy ograniczonej licencji i wnie$¢ sprawe do dowolnego sadu. Ma takze prawo zazadac zwrotu kosztow wszelkich postepowan i kosztéw sgdowych, w tym
wynagrodzen prawnikéw, zwigzanych z egzekwowaniem postanowiert Umowy ograniczonej licencji lub wszelkich praw wiasnosci intelektualnej w odniesieniu do
zestawu i/lub jego sktadnikéow.

Aktualne warunki licencji sg dostepne na stronie www.qgiagen.com.

Znaki towarowe: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, (QIAGEN Group); Agilent® (Agilent Technologies, Inc.); BD™, Vacutainer® (Becton Dickinson and
Company); PAXgene® (PreAnalytiX GmbH); Tween™ (ICl Americas Inc.). Zastrzezonych nazw, znakéw towarowych itd. wykorzystywanych w niniejszym
dokumencie, nawet jezeli nie zostaty oznaczone jako zastrzezone, nie mozna uwazac za niechronione przepisami prawa.

Czerwiec-2022 HB-3049-001 1127632 © 2022 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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