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Ugel pouziti

Sada QlAamp DSP Circulating NA Kit predstavuje systém, jenz vyuzivd technologii
silikatové membrany (technologie QlAamp) pro izolaci a ¢isténi DNA a RNA bez cirkulujicich

bunék z alikvotu lidské krevni plazmy.

Tento produkt je uréen pro pouziti profesionalnimi uzivateli, napf. techniky a lékafi

vyskolenymi v technikach molekularni biologie.

Sada QlAamp DSP Circulating NA Kit je ur€ena pro diagnostické ucely in vitro.

Shrnuti a vysvétleni

Volné cirkulujici nukleové kyseliny jsou pfitomny v lidské plazmé obvykle jako kratké
fragmenty, <1 000 bp (DNA), <1 000 nt (RNA) nebo malé 20 nt (miRNA). Koncentrace
volné cirkulujicich nukleovych kyselin v lidské krevni plazmé je obvykle nizka a mezi

jednotlivci se znaéné lisi v rozmezi 1-100 ng/ml v lidskych alikvotech (1-5).

Sada QlAamp DSP Circulating NA Kit umozriuje ucinnou purifikaci cirkulujicich nukleovych
kyselin z lidské plazmy. Alikvoty mohou byt Eerstvé nebo zmrazené. Zkumavky Extension
Tubes a vakuové zpracovani na QlAvac 24 Plus umozZriuji, aby poc¢atecni objemy alikvota
byly az do 5 ml, a flexibilni eluéni objemy mezi 20—150 pl umozriuji zkoncentrovani druhu

nukleovych kyselin, které jsou pfitomny v nizkych koncentracich.

Oddélena, volné cirkulujici genomova DNA nebo RNA je pfipravena k pouziti v navazujicich
aplikacich, pfipadné je vhodna pro skladovani. Sada QlAamp DSP Circulating NA Kit

poskytuje efektivni odstrafiovani bilkovin, nukleaz a dalSich necistot.
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Principy postupu

Postup QlAamp DSP Circulating NA zahrnuje 4 kroky (lyzu, vazani, promyvani a eluci)
a provadi se pomoci kolon QlAamp Mini v systému QIlAvac. Robustni postup pomaha
minimalizovat kfiZzovou kontaminaci mezi alikvoty a zvySuje bezpeénost uzivatele pfi

manipulaci s potencialné infekénimi alikvoty.

Jednoduchy postup je vhodny pro souéasné zpracovani az 24 alikvotll za méné nez
2 hodiny.

Objemy alikvotu

Kolonky QlAamp Mini vazou fragmentované nukleové kyseliny kratké délky 20 nt, ale
vytézek zavisi na objemu alikvotu a koncentraci cirkulujicich nukleovych kyselin v alikvotu
(obvykle 1-100 ng/ml v plazmé&). Postup QlAamp DSP Circulating NA byl optimalizovan pro

objemy alikvot do 5 ml.

QlAamp DSP Circulating NA Kit Navod k pouziti (pfirucka) 09/2019 5



Postup pro sadu QlAamp
DSP Circulating NA Kit

Alikvot

|

Lyza

Vazani

!g Promyva

Podtlak
*

Eluce

Cisté nukleové kyseliny

Obrazek 1. Pfehled postupu pro sadu QlAamp DSP Circulating NA Kit
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Lyza alikvotd

Volné cirkulujici nukleové kyseliny v biologickych tekutinach jsou obvykle vazany na
bilkoviny nebo obaleny ve vezikulach, coz vyzaduje Gc¢inny krok lyzy, aby se uvolnily
nukleové kyseliny pro selektivni vadzani na kolonu QlAamp Mini. Proto jsou alikvoty lyzovany
za vysoce denaturacnich podminek pfi zvySenych teplotach v pfFitomnosti proteinazy
K a Bufferu ACL, coz zajiStuje inaktivaci DNaz a RNaz a uvolfiovani nukleovych kyselin

z vazanych bilkovin, lipidd a vezikul.

Adsorpce na membranu kolonky QlAamp Mini

Aby bylo mozné optimalni vazani cirkulujicich nukleovych kyselin na membranu, upravi se
podminky vézani pfidanim Bufferu ACB k lyzatu. Lyzaty se poté nanesou na kolonky
QlAamp Mini a cirkulujici nukleové kyseliny se adsorbuji z velkého objemu na membranu na
bazi oxidu kfemicitého pfi prlichodu lyzatu indukovaném podtlakem. Koncentrace soli
a hodnoty pH zajisti, Ze vétSina proteint a dal$i kontaminanty, které mohou inhibovat PCR
a ostatni enzymatické reakce v dalSich stupnich, nebudou vadzany na membranu kolonky
QlAamp Mini.

Pro protokol je vyzadované vakuové potrubi (napf. systém QlAvac 24 Plus s pfipojovacim
systémem QIlAvac Connecting System) a vakuova pumpa schopna generovat vakuum cca
800-900 mbar (napf. vakuova pumpa QIAGEN® Vacuum Pump). Pro snadné sledovani
podtlaku a pohodiné uvolnéni vakua by mél byt pouZit vakuovy regulator Vacuum Regulator

(soucast pfipojovaciho systému QlAvac Connecting System).

Odstranéni rezidualnich kontaminant(

Zatimco nukleové kyseliny z(istavaji vazany na membranu, kontaminanty se u¢inné vymyji
béhem 3 promyvacich krokd.
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Eluovani Cistych nukleovych kyselin

Eluce se provadi pomoci Bufferu AVE. V jediném kroku se vysoce Cisté cirkulujici nukleoveé
kyseliny eluuji v Bufferu AVE, ktery je vytemperovan na pokojovou teplotu. Lze pouzit
flexibilni eluéni objem 50-150 pl. Pokud jsou vyzadovany vyssi koncentrace nukleovych
kyselin, mize byt eluéni objem snizen na pouhych 20 ul. Eluéni objemy mensi nez 50 pl
vedou k vy$8i koncentraci eluatd nukleovych kyselin, ale mohou vést k niz§imu celkovému

vytézku.

Objem regenerovaného eluatu mize byt az o 5 uyl mensi, nez je objem eluéniho pufru
pouzitého v kolonce.

Vytézek a velikost nukleovych kyselin

VytéZky volné cirkulujicich nukleovych kyselin izolovanych z biologickych alikvotd jsou
obvykle niz§i nez 1 ug, a proto je obtizné je stanovit spektrofotometrem. Absolutni vytézek
cirkulujici DNA a RNA ziskany z alikvotu pomoci sady QlAamp DSP Circulating NA Kit se
mezi alikvoty od rGznych jedincu lisi a také zavisi na dalSich faktorech (napf. na urcitych
stadiich onemocnéni). Kromé& toho je pravdépodobné, Ze nosi€ova RNA pfitomna
v extrahovanych nukleovych kyselinach bude dominovat hodnotam UV absorbance
(viz strana 26). Ke stanoveni vytézk( se doporucuji metody kvantitativni amplifikace.

Distribuce velikosti cirkulujicich nukleovych kyselin purifikovanych pomoci sady QlAamp
DSP Circulating NA Kit mize byt kontrolovana elektroforézou na agar6zovém gelu nebo
hybridizaci na cilové specifickou znatenou sondu ° ¢i mikrofluidicky elektroforézni roztok

(napf. Agilent Bioanalyzer).
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Popis protokoll

V této pfirucce jsou uvedeny dva rizné protokoly.

,Protokol Breeze: Purifikace cirkulujicich nukleovych kyselin z 1-5ml lidské krevni
plazmy*“(strana 28) je uréen pro zpracovani az 5ml plazmy v krocich po 1 ml a byl
optimalizovan pro kratkou dobu manipulace a zpracovani.

.Klasicky protokol: Purifikace cirkulujicich nukleovych kyselin z 1-5ml lidské krevni
plazmy“(strana 33) je pro zpracovani az 5 ml plazmy v krocich po 1 ml a pfedstavuje
nezménény protokol z pfiru¢ky k sadé QlAamp DSP Circulating NA Kit, revize 3 (R3).
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Dodavané materialy

Obsah sady

QlAamp DSP Circulating NA Kit (50)

Katalogové €. 61504

Pocet prep. 50

QlAamp Mini QlAamp Mini columns with COL 50
Wash Tubes (Kolonky
QlAamp Mini s promyvacimi
zkumavkami) (WT) (2 ml)

EXT Column Extenders (Nastavce 2x 25
na kolonky) (20 ml)

WT Wash Tubes WASH 50
(Promyvaci zkumavky) (2 ml)

ET Elution Tubes 50
(Eluéni zkumavky) (1,5 ml)

VvC VacConnectors (Vakuové 50
konektory)

ACL* Lysis Buffer* (Lyza¢ni pufr) [ LYS | BUF | 220 ml

ACB* Binding Buffer (Vazebny mm 300 ml
pufr) (koncentrat)

ACW1* Wash Buffer 1* (Promyvaci WASH | BUF| 1 JCONC 19 mil
pufr 1) (koncentrat)

ACw2f Wash Buffer 2t (Promyvaci [WasH T BUF ] 2 [<ONC] 13 ml
pufr 2) (koncentrat)

AVET Elution Buffert (Eluéni pufr) 5x 2 ml
(fialové krytky)

PROTK QIAGEN Proteinase K 4x7ml
(Proteinaza K QIAGEN)

Carrier Carrier RNA (Nosi¢ova RNA) | €AR | RNA | 310 ug

(Cervené krytky)

PFiru¢ka

Obsahuje chaotropni stl. Varovani a bezpe¢nostni opatieni jsou uvedeny na strané 13.

Obsahuje azid sodny jako konzervaéni latku.
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Dalsi potrebné materialy, které nejsou soucasti
sady

Pfi manipulaci s chemikaliemi vzdy pouZivejte vhodny laboratorni pracovni odév,
jednorazové rukavice aochranné bryle. Dalsi informace si vyhledejte v pfislusnych
bezpecénostnich listech (safety data sheets, SDS), které obdrzite od dodavatele vyrobku.

Zajistéte, aby byly pfistroje zkontrolovany a nakalibrovany podle doporuéeni vyrobce.

Pro vSechny protokoly

® Pipety (nastavitelné)

e Sterilni pipetovaci $picky (jsou doporuceny pipetovaci $picky s aerosolovou bariérou,
aby se zabranilo kfizové kontaminaci)

e Vodni lazen nebo topny blok schopné uchovavat 50ml centrifugacni zkumavky pfi teploté
56 nebo 60 °C*

® Topny blok nebo podobné zafizeni pfi teploté 56 °C schopné uchovavat 2ml promyvaci
zkumavky (pouze u klasického protokolu)*

® Mikrocentrifuga (s rotorem pro 2ml zkumavky)*

® 50ml centrifugaéni zkumavky

e Vakuové potrubi QlAvac 24 Plus vacuum manifold (kat. €. 19413)

® Pfipojovaci systém QlAvac Connecting System (kat. €. 19419) nebo jeho ekvivalent

® Vacuum Pump (kat. ¢. 84010 [USA a Kanada], 84000 [Japonsko] nebo 84020 [zbytek
svéta]) nebo ekvivalentni pumpa schopna generovat vakuum od —800 do —900 mbar

e Etanol (96-100%)t

® |sopropanol (100%)
® Rozdrceny led (pouze pro ,Klasicky protokol: Purifikace cirkulujicich nukleovych kyselin
z 1-5 ml lidské krevni plazmy*)

* Zaijistéte, aby byly pristroje zkontrolovany a kalibrovany podle doporuceni vyrobce.
T Nepouzivejte denaturovany alkohol, ktery obsahuje dalsi latky, jako napfiklad metanol nebo metyletylketon.
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® Neékteré alikvoty mohou vyZzadovat fedéni fosfatem pufrovanym fyziologickym roztokem
(phosphate-buffered saline, PBS).
e Volitelné: VacValves (kat. €. 19408)
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Varovani a bezpecnostni opatreni

Pro diagnostické pouziti in vitro

Pfi manipulaci s chemikaliemi vzdy pouZivejte vhodny laboratorni pracovni odév,
bezpecénostnich listech (safety data sheets, SDS). Bezpecénostni listy jsou k dispozici také
online v PDF formatu na strankach www.qgiagen.com/safety, kde si mlzete najit, precist
a vytisknout bezpec&nosti listy vdech souprav QIAGEN a jejich soucasti.

VAROVANI Nebezpesi zranéni

NEPRIDAVEJTE roztoky bélicich prostfedkdl nebo kyselin pfimo do

odpadnich materialt z pfipravy alikvotu.

Buffer ACL, Buffer ACB a Buffer ACW1 obsahuje guanidinové soli, které mohou pfi smiSeni
s bélicim €inidlem vytvéaret vysoce reaktivni slou€eniny.

V pfipadé rozliti tekutin obsahujicich tyto pufry vycistéte kontaminované misto vhodnym
laboratornim detergentem a vodou. Pokud rozlitd tekutina obsahuje potencialné infekéni
latky, vycCistéte zasazenou oblast nejprve laboratornim detergentem a vodou a poté 1% (obj.)

roztokem chlornanu sodného.

Pro jednotlivé komponenty sady QlAamp DSP Circulating NA Kit plati nasledujici pokyny
tykajici se rizika a bezpe€nostnich opatfeni.
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Buffer ACB

Obsahuje guanidin isothiokyanat. Nebezpeci! Zdravi Skodlivy pfi poziti.
MuUze byt Skodlivy pfi kontaktu s k(izi nebo pfi vdechnuti. ZpUsobuje vazné
popéleniny kiZe a poskozeni o&i. Skodlivy pro Zivot ve vodnim prostredi

> s dlouhodobymi nepfiznivymi u€inky. Pfi kontaktu s kyselinami uvolfiuje
velmi toxicky plyn. Pouzivejte ochranné rukavice / ochranny odév / ochranné
bryle / obligejovy &tit. PRI ZASAZENI OCI: Opatrné oplachujte vodou po
dobu nékolika minut. Pokud zasaZena osoba pouziva kontaktni Cocky,
vyjméte je (pokud je to mozné). PokraCujte v oplachovani. Ihned kontaktujte
TOXIKOLOGICKE CENTRUM nebo lékate.

Buffer ACL
Obsahuje guanidin isothiokyanat. Nebezpeci! Zdravi Skodlivy pfi poziti.
MuUze byt Skodlivy pfi kontaktu s kGizi nebo pfi vdechnuti. ZpUsobuje vazné
popéleniny kiZe a poskozeni o&i. Skodlivy pro Zivot ve vodnim prostredi
Ay s dlouhodobymi nepfiznivymi u€inky. Pfi kontaktu s kyselinami uvolfiuje

velmi toxicky plyn. Pouzivejte ochranné rukavice / ochranny odév / ochranné
bryle / obligejovy &tit. PRI ZASAZENI OCI: Opatrné oplachujte vodou po
dobu nékolika minut. Pokud zasaZena osoba pouziva kontaktni €ocky,
vyjméte je (pokud je to mozné). PokraCujte v oplachovani. Ihned kontaktujte
TOXIKOLOGICKE CENTRUM nebo lékate.

14 QlAamp DSP Circulating NA Kit Navod k pouziti (pfirucka) 09/2019



Buffer ACWA1

Obsahuije: guanidinhydrochlorid. Varovani! Skodlivy pfi poZiti nebo pfi vdechnuti.
ZpUsobuje podrazdéni kize. ZpUsobuje vazné podrazdéni oci. Pouzivejte

ochranné rukavice / ochranny odé&v / ochranné bryle / oblicejovy Stit.

Proteinaza K

Obsahuje: proteinazu K. Nebezpedi! ZpUsobuje mirné podrazdéni kize. Pfi

vdechnuti mGze vyvolat pfiznaky alergie nebo astmatu, pfipadné dechové

obtize. Vyvarujte se vdechovani prachu/dymu/plynu/mlhy/vypar(/aerosol(.
Pouzivejte ochranné rukavice / ochranny odév / ochranné bryle / obli¢ejovy
§tit. Pouzivejte ochranny respirator. Pokud dojde k zasazeni nebo divodné
obavé, Ze doslo k zasazeni: Kontaktujte TOXIKOLOGICKE CENTRUM nebo
Iékarfe. Pfeneste osobu na Cerstvy vzduch a ponechte ji v poloze usnadnujici
dychani.
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Skladovani reagencii a manipulace s nimi

Kolonky QlIAamp Mini by mély byt skladovany v suchu pfi teploté 2—8 °C. VSechny pufry by
mely byt skladovany pfi pokojové teploté (15-25 °C). Kolonky QlAamp Mini a pufry Ize za
téchto podminek skladovat az do data exspirace uvedeného na krabici sady, aniz by

vykazovaly jakékoli snizeni vykonu.

Lyofilizovana nosi¢ova RNA by méla byt ulozena pfi pokojové teploté (15-25 °C) az do data
exspirace uvedeného na Stitku komponenty. Nosi€ovd RNA by méla byt rozpusténa
v Bufferu AVE; rozpus$téna nosi¢ova RNA by méla byt okamzité pfidana do Bufferu ACL, jak
je popsano na strané 29 pro protokol Breeze a na stran& 34 pro klasicky protokol. Tento
roztok je potfeba pfipravit Cerstvy a je stabilni pfi teploté 2-8 °C az po dobu 48 hodin.
Nepouzité podily nosi¢ové RNA rozpusténé v Bufferu AVE by se mély zmrazit v alikvotnich
podilech pfi teploté =30 °C az -15 °C.

Sada QlAamp DSP Circulating NA Kit obsahuje roztok proteinazy K pfipraveny k pouziti, ktery je
rozpustén ve specialné vytvoreném zasobnim pufru. Proteinaza K je stabilni az do data exspirace

uvedeného na stitku komponenty pfi skladovani pfi pokojové teploté (15-25 °C).
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Uchovavani a nakladani se vzorkem

Uchovavani krve a manipulace s ni

Aby nedoSlo k rozkladu bezbunéénych nukleovych kyselin a uvolfiovani bunéénych
nukleovych kyselin, doporucujeme uchovavat celou krev po dobu maximalné 6 hodin pfi
teploté 2—-8 °C (napf. alikvoty v EDTA). Pokud pouzivéte stabilizované zkumavky na odbér
krve, vezméte prosim v Gvahu podminky skladovani udané vyrobcem. Doporucujeme tyto
podminky skladovani ovéfit v kombinaci s vasi konkrétni navazujici aplikaci a cilem.

Uchovavani plazmy a manipulace s ni

Pfi pouziti EDTA jako antikoagulantu, zejména pro RNA, se doporucuje neprodlené po
darovani krve provést separaci plazmy a izolaci nukleovych kyselin. Pfi kratkodobém

skladovani muze byt plazma skladovana az 24 hodin pfi teploté 2—-8 °C.

Pro del$i skladovani mohou byt alikvoty plazmy ze stabilizovanych i nestabilizovanych
zkumavek na odbér krve uchovavany pfi teploté —20 °C (pouze pro DNA jako cil) nebo —
80 °C (DNA a RNA jako cil) po dobu nejméné 4 tydn(.

Uchovavani eluovanych nukleovych kyselin

Eluované nukleové kyseliny se shromazduji v 1,5ml eluénich zkumavkach (souc¢ast sady).
Purifikované cirkulujici nukleové kyseliny mohou byt skladovany az 24 hodin pfi teploté
2-8 °C. Pro obdobi skladovani del$i nez 24 hodin se doporuéuje uchovavani pfi teploté —
30 °C az —15 °C pro DNA a —90 °C az —60 °C pro nasledné aplikace s RNA.
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Postup
Dilezité body pfed zahajenim pouzivani
QlAvac 24 Plus

Systém QlAvac 24 Plus je navrzen pro rychlé a efektivni vakuové zpracovani az
24 centrifugacnich kolon QIAGEN soucasné. Alikvoty a promyvaci roztoky se vedou pres
membrany kolonky pomoci vakua namisto odstfedéni, coz poskytuje vySSi rychlost

a zkraceni ¢asu potfebného pro manipulaci pfi purifikaénich postupech.

V kombinaci se systémem QIAvac Connecting System Ize systém QIAvac 24 Plus pouzit
jako prutokovy systém. Protekly alikvot je shromazdovan do samostatné odpadni lahve.

PFi adrzbé systému QIAvac 24 Plus postupujte podle pokynl pro manipulaci, které jsou

uvedeny v pfirucce k systému QIAvac 24 Plus.

Zpracovani kolonek QlAamp Mini v systému QlAvac 24 Plus

Kolonky QlAamp Mini jsou v systému QIlAvac 24 Plus zpracovany pomoci jednorazovych
konektortl VacConnectors a opakované pouzitelnych ventil VacValves. Ventily VacValves
(volitelné) se vkladaji pfimo do luerovych slotli potrubi systému QlAvac 24 Plus a zajistuji stabilni
pratok, coz usnadnuje paralelni zpracovani riiznych objemu alikvotu. Mély by byt pouzity, pokud
se pratoky alikvott vyrazné lisi, aby se zajistil staly podtlak. Konektory VacConnectors jsou
jednorazové konektory, které se vejdou mezi kolonky QIAamp Mini a ventily VacValves nebo
mezi kolonky QlAamp Mini a lueroveé sloty systému QlAvac 24 Plus. Zabranuji pfimému kontaktu
mezi centrifugacni kolonkou a ventilem VacValve béhem purifikace, ¢imz se zabrani kfizové
kontaminaci mezi alikvoty. Konektory VacConnectors jsou po jednom pouziti vyfazeny.
Vzhledem k velkému objemu pouZzitého roztoku je vyzadovan sytém QlAvac Connecting System

(nebo podobné nastaveni s odpadnimi lahvemi) (viz Obrazek 2).
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Pokyny pro zachazeni se systémem QlAvac 24 Plus

® Systém QlAvac 24 Plus vZdy pokladejte na zajisténou desku stolu nebo pracovni plochu.

Pokud spadne, muze potrubi systému QIAvac 24 Plus prasknout.

e Systém QIAvac 24 Plus vzdy skladujte Cisty a suchy. Postupy ¢isténi najdete v pfiru¢ce
k systému QlAvac 24 Plus.

e Komponenty systému QlAvac 24 Plus nejsou odolné vG¢i urcitym rozpoustédiim

(Tabulka 1). Pokud se tato rozpoustédla vyliji na jednotku, ddkladné ji oplachnéte vodou.

® Pro zajisténi konzistentniho vykonu neaplikujte silikonové ani vakuové mazivo na zadnou
Cast potrubi systému QlAvac 24 Plus.

® P¥i praci v blizkosti vakuového potrubi pod tlakem budte vzdy opatrni a pouziveijte
ochranné bryle.

® Informace o dilech nebo nahradnich dilech ziskate u technického servisu spole¢nosti
QIAGEN nebo od mistniho distributora.

® Podtlak je rozdilovy tlak mezi vnittkem vakuového potrubi a atmosférou (standardni
atmosféricky tlak: 1 013 milibar nebo 760 mm Hg) a mlze byt méfen pomoci systému
QlAvac Connecting System (viz Obrazek 2). Protokoly vyzaduji vakuovou pumpu
schopnou generovat vakuum nebo podtlak —800 az —900 mbar (napf¥. vakuova pumpa
QIAGEN Vacuum Pump). Vy$§im podtlakim je nutné se vyhnout. Pouziti podtlakl
nizich, nez je doporuéeno, mize snizit vytéZzek a Cistotu nukleovych kyselin a zvysit

riziko ucpavani membran.

Obrazek 2. Systémy QlAvac 24 Plus, QlAvac Connecting System a vakuova pumpa
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Ta

bulka 1. Vlastnosti chemické odolnosti systému QlAvac 24 Plus

Je odolny viéi Neni odolny vigi
Octova kyselina Chaotropni soli Benzen

Kyselina chromova Koncentrované alkoholy Fenol

SDS Chlorid sodny Chloroform
Tween® 20 Mocgovina Toluen

Chlorové bélidlo Kyselina chlorovodikova Etery

Hydroxid sodny

Nastaveni vakuového potrubi systému QlAvac 24 Plus vacuum manifold

1.

Pfipojte systém QIAvac 24 Plus ke zdroji vakua. Pokud pouzivate systém QlAvac
Connecting System, pfipojte systém k potrubi a zdroji vakua, jak je popsano v pfiloze A
pfirucky k systému QIAvac 24 Plus.

. Do kazdého luerového slotu systému QIlAvac 24 Plus, ktery ma byt pouzit, vloZte ventil
VacValve (volitelny) (viz Obrazek 3). Nepouzité luerové sloty uzavrete luerovymi zatkami

nebo zaviete vlozeny ventil VacValve.
Ventily VacValves by se mély pouzit, pokud se pritoky alikvotll vyznamné li§i, aby se
zaijistil staly podtlak.

. Do kazdého ventilu VacValve vlozte konektor VacConnector (viz Obrazek 3).

Tento krok provedte pfimo pfed zahajenim purifikace, abyste zabranili vystaveni

konektor(i VacConnectors potencialnim kontaminantlim ve vzduchu.

. Kolonky QlAamp Mini vlozte do konektord VacConnectors na potrubi (viz Obrazek 3).
Poznamka: Vyjméte zkumavku z blistru pro pouziti v protokolu purifikace.

. Vlozte nastavec kolonky (20 ml) do kazdé kolonky QlAamp Mini (viz Obrazek 3).
Poznamka: Ujistéte se, Ze je nastavec kolonky pevné vlozen do kolonky QlAamp Mini,
aby nedoslo k uniku alikvotu.

. Pri purifikaci nukleovych kyselin postupujte podle pokynl v protokolech. Konektory

VacConnectors po pouZiti odpovidajicim zpusobem zlikvidujte.

20
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Vicko kolonky QlAamp Mini nechejte pfi pouziti vakua oteviené.

Vypnéte vakuum mezi kroky, abyste zajistili, Ze b&hem zpracovani bude aplikovan
konzistentni rovhomérny podtlak. Pro rychlejSi uvolnéni vakua by mél byt pouzit vakuovy
regulator Vacuum Regulator (soucast pfipojovaciho systému QIAvac Connecting
System).

Poznamka: Kazdy ventil VacValve mize byt uzavien jednotlivé, kdyz je alikvot kompletné
protazen kolonkou, coZz umoZfiuje soucasné zpracovani alikvotl riznych objemd nebo
viskozit.

7. Po zpracovani alikvotl systém QIAvac 24 Plus vygistéte (viz ,Cisténi a dekontaminace
systému QlAvac 24 Plus® v pfirucce k systému QIAvac 24 Plus ).

Poznamka: Buffer ACL, ACB a ACW1 neni kompatibilni s dezinfekénimi prostredky
obsahujicimi bélidlo. Varovani a bezpecnostni opatfeni jsou uvedeny na strané 13.
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Obrazek 3. Nastaveni QlAvac 24 Plus s kolonkami QIAamp Mini s pouzitim ventilii VacValves, konektoru
VacConnectors a nastavcem na kolonky.

1 Vakuoveé potrubi QlAvac 24 Plus 4 Vakuovy konektor VacConnector
vacuum manifold

2 Luerovy slot systému QlAvac 24 Plus 5 Kolonka QIAamp Mini
(uzavfeny s luerovym konektorem)

3 Ventil VacValve** 6 Nastavce na kolonky

Doporu€ujeme oznaceni zkumavek a kolonek QlAamp Mini pro pouziti s vakuovym
systémem QIAvac 24 Plus podle schématu na Obrazek 4, aby se zabranilo pomichani

alikvotl. Je mozné udélat fotokopii obrazku a oznacit na ném nazvy alikvotu.

* Musi byt zakoupeno samostatné.
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Obrazek 4. Schéma znaceni pro zkumavky a kolonky QlAamp Mini pro pouziti s vakuovym systémem QlAvac

24 Plus
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Pfiprava pufri a reagencii

Buffer ACB

PFfed pouzitim pfidejte 200 ml isopropanolu (100%) do 300 ml koncentratu Bufferu ACB,

abyste ziskali 500 ml Bufferu ACB. Po pfidani isopropanolu dobfe promichejte.

Buffer ACW1*

PFed pouzitim pfidejte 25 ml etanolu (96—100%) do 19 ml koncentratu Bufferu ACW1, abyste

ziskali 44 ml Bufferu ACW1. Po pfidani etanolu dobfe promicheijte.

Buffer ACW2T

Pfed pouzitim pfidejte 30 ml etanolu (96—100%) do 13 ml koncentratu Bufferu ACW2, abyste
ziskali 43 ml Bufferu ACW2. Po pfidani etanolu dobfe promichejte.

Pridani nosi¢ové RNA do Bufferu ACL*

Nosi¢ova RNA slouzi ke 2 uceliim: Zaprvé, podporuje vazani nukleovych kyselin na membranu
QlAamp Mini, zvlasté pokud je v alikvotu velmi malo cilovych molekul. Zadruhé, pfidavek velkého
mnozstvi nosi¢ové RNA sniZzuje moznost degradace RNA ve vzacném pfipadé, kdy molekuly

RNazy uniknou denaturaci chaotropnimi solemi a detergenty v Bufferu ACL.

Mnozstvi lyofilizované nosi¢ové RNA (soucast dodavky) dostacuje pro objem Bufferu ACL
dodavaného se sadou. Doporuéena koncentrace nosi¢ové RNA byla upravena tak, aby bylo
mozné pouzivat protokol QlAamp DSP Circulating NA jako genericky purifikacni systém
kompatibilni s vétSinou rdznych amplifikacnich systémd, ktery je vhodny pro Siroké spektrum
RNA a DNA cild.

* Obsahuje chaotropni sul. Varovani a bezpe¢nostni opatfeni viz strana 13.
T Obsahuje azid sodny jako konzervaéni latku.
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Rizné amplifikacni systémy maji proménlivou Gginnost v zavislosti na celkovém mnozZstvi
nukleovych kyselin pfitomnych v reakci. Eluaty z této sady obsahuji jak nukleové kyseliny,
tak nosi¢ovou RNA s tim, Ze mnoZstvi nosi¢ové RNA ve vétsiné pfipadu vysoce prekracuje
mnozstvi cirkulujicich nukleovych kyselin. Kvantifikace izolovanych cirkulujicich nukleovych
kyselin méfenim absorbance UV tedy nebude adekvatni, protoZe vysledky takovych méfeni
jsou stanoveny pfitomnosti nosiCové RNA.

Pro dosazeni nejvysSich hladin senzitivity pfi amplifikacnich reakcich mozna bude nezbytné

snizit mnozstvi nosi¢ové RNA pfidaného do Bufferu ACL.

U amplifikanich systémG zahrnujicich oligo dT primery by bé&hem izolace volnych
cirkulujicich nukleovych kyselin neméla byt pfidana Zadna nosi¢ova RNA.

Pridejte 1 550 ul Bufferu AVE* do zkumavky obsahujici 310 ug lyofilizované nosi¢ové RNA,
abyste ziskali roztok o koncentraci 0,2 pg/ul. Dukladné rozpustte nosi¢ovou RNA, rozdélte
na alikvotni podily vhodné velikosti a uchovavejte pfi teploté —30 °C az —15 °C. Alikvotni

mnozstvi nosi¢ové RNA nezmrazujte/nerozmrazujte vice nez 3krat.

VS8imnéte si, Ze nosiCova RNA se v Bufferu ACL nerozpousti. Musi se nejprve rozpustit
v Bufferu AVE a poté pfidat do Bufferu ACL.

Vypocitejte objem smési Bufferu ACL-nosic¢ova RNA potfebny na davku alikvott podle

tabulek v protokolech. Vyberte pocet alikvotu, které maji byt zpracovany soucasné.

Jemné promichejte 10x oto€enim zkumavky nebo lahvicéky dnem vzhiru. Aby nedoslo ke

tvorbé pény, nevytvarejte vir.

*Obsahuije azid sodny jako konzervagni latku.
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Poznamka: Proces pfipravy alikvotu je optimalizovan na maximalné 1,0 ug nosiCové RNA na
alikvot. Pokud se ukaze, zZe je pro vas amplifikacni systém lepSi méné nosi¢ové RNA, prevedte
pouze pozadované mnozstvi rozpusténé nosi¢ové RNA do zkumavek obsahujicich Buffer
ACL. Na kazdy mikrogram nosi¢ové RNA pozadované pro pfipravu pfidejte do Bufferu ACL
5 pl rozpusténé nosiCové RNA. (Pouziti méné nez 1,0 ug nosiové RNA na alikvot musi byt

pfinosné a validovano pro kazdy konkrétni typ alikvotu a analyzu provadénou v dal§im stupni.)
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Protokol Breeze: Purifikace cirkulujicich
nukleovych kyselin z 1-5 ml lidské krevni plazmy

Tento protokol je uréen k purifikaci cirkulujici DNA a RNA z 1-5 ml lidské krevni plazmy a byl

optimalizovan pro kratS$i dobu manipulace a zpracovani. Existujici uzivatelsky ovéfené

pracovni postupy pouzivajici sadu QlAamp DSP circulating Kit, verze 1/R3, jsou uvedeny

v Casti ,Klasicky protokol: Purifikace cirkulujicich nukleovych kyselin z 1-5 ml lidské krevni

plazmy* (strana 33).

Dilezité body pfed zahajenim pouzivani

VSechny kroky centrifugace se provadéji pfi pokojoveé teploté (15-25 °C).

Vypnéte vakuum mezi kroky, abyste zajistili, Zze béhem kroku protokolu bude aplikovan
konzistentni rovhomeérny podtlak.

Poznamka: Tlak vakuové pumpy by mél byt mezi —800 az —900 mbar.

Vytemperujte alikvoty na pokojovou teplotu.

pfesny objem (1 ml az 5 ml).
Nastavte QlAvac 24 Plus, jak je popsano na strané 20.

Zahtejte vodni lazen nebo topny blok na 56 °C pro pouziti s 50ml centrifugacnimi
zkumavkami ve 3. kroku.

Pfed pouzitim kolonky QlAamp Mini pro odstfedovani temperujte alespon 1 hodinu na
pokojovou teplotu.

Zajistéte, aby byl Buffer ACB, Buffer ACW1 a Buffer ACW2 pfipraven (pfidavek

isopropanolu nebo etanolu) podle pokynt na strané 25.

Pridejte nosi¢ovou RNA rekonstituovanou v Bufferu AVE do Bufferu ACL podle pokynud
v Tabulka 2.
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Tabulka 2. Objem Bufferu ACL a nosi¢ové RNA (rozpusténé v Bufferu AVE) potfebny pro zpracovani 1-5 ml
alikvotu lidské krevni plazmy

Nastaveni pro A B (o3 D E Nosic¢ova
m! plazmy 1ml 2ml 3ml 4 ml 5ml 2\'\;2(\:,5“1%”
Pocet alikvotu Buffer ACL (ml)

1 0,9 1,8 2,6 3,5 4,4 5,6

2 1,8 3,5 53 7,0 8,8 11,3
3 2,6 53 7,9 10,6 13,2 16,9
4 3,5 7,0 10,6 14,1 17,6 22,5
5 4,4 8,8 13,2 17,6 22,0 28,1
6 53 10,6 15,8 21,1 26,4 33,8
7 6,2 12,3 18,5 24,6 30,8 39,4
8 7,0 14,1 21,1 28,2 35,2 45,0
9 7,9 15,8 23,8 31,7 39,6 50,6
10 8,8 17,6 26,4 35,2 44,0 56,3
11 9,7 19,4 29,0 38,7 48,4 61,9
12 10,6 21,1 31,7 42,2 52,8 67,5
13 11,4 22,9 34,3 45,8 57,2 731
14 12,3 24,6 37,0 49,3 61,6 78,8
15 13,2 26,4 39,6 52,8 66,0 84,4
16 14,1 28,2 42,2 56,3 70,4 90,0
17 15,0 29,9 44,9 59,8 74,8 95,6
18 15,8 31,7 47,5 63,4 79,2 101,3
19 16,7 334 50,2 66,9 83,6 106,9
20 17,6 35,2 52,8 70,4 88,0 112,5
21 18,5 37,0 55,4 73,9 92,4 118,1
22 19,4 38,7 58,1 77,4 96,8 123,8
23 20,2 40,5 60,7 81,0 101,2 129,4
24 21,1 42,2 63,4 84,5 105,6 135,0
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Postup: Protokol Breeze

1. Napipetujte proteinazu QIAGEN Proteinase K, plazmu a Buffer ACL v tomto poradi

do 50ml centrifuga€ni zkumavky (neni sou¢asti dodavky).

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

2. Uzavrete vicko a promichejte pulznim protfepavanim po dobu 5x 2 sekundy.

Zaijistéte, aby byl ve zkumavce vytvofen viditelny vir. Za ucelem zajisténi efektivni lyzy

je zasadné dulezité, abyste dikladné promichali alikvot a Buffer ACL, ¢imz se ziska

homogenni roztok.

Poznamka: V tento moment postup neprerusujte. Okamzité pokracujte ke kroku 3 a zahajte

inkubaci lyzy.
3. Inkubuijte pfi teploté 56 °C (1 °C) po dobu 15 (£1) minut.

4. Zkumavku poloZte zpét na laboratorni stll a odSroubujte krytku.

5. Do lyzatu ve zkumavce pfidejte Buffer ACB. Vyberte objem podle nastaveni z kroku 1.

Nastaveni A B C D E

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

6. Uzavrete vicko a dlikladné promichejte pulznim protfepavanim po dobu 5x 2 sekundy.

Zajistéte, aby byl ve zkumavce vytvoren viditelny vir. Za Ucelem zajisténi efektivni lyzy

je zasadné dulezité, abyste dikladné promichali lyzat a Buffer ACB, ¢imz se ziska

homogenni roztok.

7. Inkubujte smés lyzatu a Bufferu ACB ve zkumavce po dobu 5 (+1) minut pfi pokojové

teploté.
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8.

10.

1.

12.

13.

Vlozte kolonku QIlAamp Mini do konektoru VacConnector na QlAvac 24 Plus
(viz ,Nastaveni vakuového potrubi systému QIAvac 24 Plus®, strana 20). Do oteviené
kolonky QIAamp Mini vlozte 20ml nastavec kolonky.

Ujistéte se, Ze je nastavec kolonky pevné vlozen do kolonky QlAamp Mini, aby nedoslo
k uniku alikvotu.

Poznamka: V kroku 13 udrzujte promyvaci zkumavku pro vysu$eni odstfedénim.

. Opatrné naneste lyzat z kroku 7 na nastavec kolonky QlAamp Mini. Zapnéte vakuovou

pumpu. Jakmile jsou vSechny lyzaty zcela protazeny kolonkami, vypnéte vakuovou

pumpu a uvolnéte tlak na 0 mbar. Nastavec kolonky opatrné vyjméte a zlikvidujte.

Vezméte prosim na védomi, Ze u velkych objemu lyzatu alikvotu (asi 18 ml, kdyz zagina
s alikvotem 5 ml) mlze trvat az 20 minut, nez silou podtlaku projdou membranou
QlAamp Mini.

Pro rychlé a pohodiné uvolnéni podtlaku by mél byt pouzit vakuovy regulator Vacuum
Regulator (soucast pfipojovaciho systému QlAvac Connecting System).

Poznamka: Chcete-li se vyhnout kfizové kontaminaci, davejte pozor, abyste pfi vyjimani
nastavcl kolonek nepfechazeli pfes sousedni kolonky QlAamp Mini.

Na kolonku QlAamp Mini naneste 600 pl Bufferu ACW1. Vicko kolonky nechejte
oteviené a zapnéte vakuovou pumpu. Poté, co je veSkery Buffer ACW1 protazen
kolonkou QlAamp Mini, vypnéte vakuovou pumpu a uvolnéte tlak na O mbar.

Na kolonku QIAamp Mini naneste 750 pyl Bufferu ACW2. Vicko kolonky nechejte
oteviené a zapnéte vakuovou pumpu. Poté, co je veSkery Buffer ACW2 protazen

kolonkou QIAamp Mini, vypnéte vakuovou pumpu a uvolnéte tlak na O mbar.

Na kolonku QlAamp Mini naneste 750 pl etanolu (96-100%). Vicko kolonky nechejte
oteviené a zapnéte vakuovou pumpu. Poté, co je veSkery etanol protazen kolonkou k

odstfedéni, vypnéte vakuovou pumpu a uvolnéte tlak na O mbar.

Zaviete vicko kolonky QlAamp Mini. Vyjméte ji z vakuového potrubi a zlikvidujte konektor
VacConnector. Umistéte kolonku QlAamp Mini do Cisté 2ml promyvaci zkumavky
(z kroku 8) a odstfedujte pfi plnych otackach (20 000x g; 14 000 ot./min.) po dobu
3 (£0,5) minut.
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14.

15.

16.

Vlozte kolonku QlAamp Mini do €isté 2ml promyvaci zkumavky. Oteviete vicko a sestavu

inkubuijte pfi pokojové teploté po dobu 3 minut, abyste membranu zcela vysusili.

Vlozte kolonku QlAamp Mini do €isté 1,5ml eluéni zkumavky (soucast sady) a 2ml
promyvaci zkumavku z kroku 14 zlikvidujte. Opatrné naneste 20—-150 ul Bufferu AVE na
stfed membrany kolonky QlAamp Mini. Uzaviete vicko a inkubujte pfi pokojové teploté
po dobu 3 (£0,5) minut.

Dulezité: Zajistéte, aby byl eluéni Buffer AVE vytemperovan na pokojovou teplotu
(15-25 °C). Pokud se eluce provadi v malych objemech (< 50 pl), eluéni pufr se musi
davkovat na stfed membrany pro Uplnou eluci vazanych nukleovych kyselin.

Eluéni objem je pruzny a lze jej upravovat podle poZzadavku aplikaci v dalSich stupnich
analyzy.

Eluce s mensim objemem Bufferu AVE vede k vy§§im koncentracim nukleovych kyselin,
ale mlze vést k nizSimu celkovému vytézku.

Ziskany objem eluatu muze byt az o 5 pl mensi nez eluéni objem aplikovany na
membranu kolonky QlAamp Mini.

Poznamka: U o¢ekavanych nizkych vytézkd nukleovych kyselin je pro eluci doporu¢eno

pouziti zkumavky s nizkou vazbou (neni souc¢asti dodavky).

Odstfedujte v mikrocentrifuze pfi plné rychlosti (20 000x g; 14 000 ot./min.) po dobu
1 minuty, aby doSlo k eluci nukleovych kyselin.
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Klasicky protokol: Purifikace cirkulujicich
nukleovych kyselin z 1-5 ml lidské krevni plazmy

Tento protokol pfedstavuje nezménény protokol z pfirucky QlAamp DSP circulating NA Kit,

revize 3 (R3) pro pouziti napf. se stavajicimi uzivatelsky ovéfenymi pracovnimi postupy pro

1-5 ml lidské plazmy.

Dilezité body pfed zahajenim pouzivani

VSechny kroky centrifugace se provadéji pfi pokojoveé teploté (15-25 °C).

Vypnéte vakuum mezi kroky, abyste zajistili, Zze béhem kroku protokolu bude aplikovan
konzistentni rovhomeérny podtlak.

Poznamka: Tlak vakuové pumpy by mél byt mezi —800 az —900 mbar.

Vytemperujte alikvoty na pokojovou teplotu.

pfesny objem (1 ml az 5 ml).

Nastavte QlAvac 24 Plus, jak je popsano na strané 20.

Zahtejte vodni lazen nebo topny blok na 60 °C pro pouziti s 50ml centrifugacnimi
zkumavkami ve 3. kroku.

Nastavte topny blok na teplotu 56 °C pro pouziti s 2ml promyvacimi zkumavkami ve
14. kroku.

Pfed pouzitim kolonky QlAamp Mini pro odstfedovani temperujte alespori 1 hodinu na
pokojovou teplotu.

Zajistéte, aby byl Buffer ACB, Buffer ACW1 a Buffer ACW2 pfipraven (pfidavek
isopropanolu nebo etanolu) podle pokyn( na strané 25.

PFidejte nosiGovou RNA rekonstituovanou v Bufferu AVE do Bufferu ACL podle pokyn
v Tabulka 3.
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Tabulka 3. Objem Bufferu ACL a nosi¢ové RNA (rozpusténé v Bufferu AVE) potfebny pro zpracovani 1-5 ml
alikvotu lidské krevni plazmy

Nastaveni pro E Nosic¢ova
m! plazmy 1ml 2ml 3ml 4 ml 5ml 2\'\;2(\:,5“1%”
Pocet alikvotu Buffer ACL (ml)
1 0,9 1,8 2,6 3,5 4,4 5,6
2 1,8 3,5 53 7,0 8,8 11,3
3 2,6 53 7,9 10,6 13,2 16,9
4 315 7,0 10,6 14,1 17,6 22,5
5 4,4 8,8 13,2 17,6 22,0 28,1
6 53 10,6 15,8 21,1 26,4 33,8
7 6,2 12,3 18,5 24,6 30,8 39,4
8 7,0 14,1 21,1 28,2 35,2 45,0
9 7,9 15,8 23,8 31,7 39,6 50,6
10 8,8 17,6 26,4 35,2 44,0 56,3
11 9,7 19,4 29,0 38,7 48,4 61,9
12 10,6 21,1 31,7 42,2 52,8 67,5
13 11,4 22,9 34,3 45,8 57,2 731
14 12,3 24,6 37,0 49,3 61,6 78,8
15 13,2 26,4 39,6 52,8 66,0 84,4
16 14,1 28,2 42,2 56,3 70,4 90,0
17 15,0 29,9 44,9 59,8 74,8 95,6
18 15,8 31,7 47,5 63,4 79,2 101,3
19 16,7 334 50,2 66,9 83,6 106,9
20 17,6 35,2 52,8 70,4 88,0 112,5
21 18,5 37,0 55,4 73,9 92,4 118,1
22 19,4 38,7 58,1 77,4 96,8 123,8
23 20,2 40,5 60,7 81,0 101,2 129,4
24 21,1 42,2 63,4 84,5 105,6 135,0
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Postup: Klasicky protokol

1. Napipetujte proteinazu QIAGEN Proteinase K, plazmu a Buffer ACL v tomto pofadi do
50ml centrifugaéni zkumavky (neni soucasti dodavky).

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

2. Uzavrete vicko a promichejte pulznim protfepavanim po dobu 30 sekund.

Zaijistéte, aby byl ve zkumavce vytvofen viditelny vir. Za ucelem zajisténi efektivni lyzy
je zasadné dulezité, abyste dikladné promichali alikvot a Buffer ACL, ¢imz se ziska
homogenni roztok.

Poznamka: V tento moment postup neprerusujte. Okamzité pokracujte ke kroku 3 a zahajte
inkubaci lyzy.

3. Inkubuijte pfi teploté 60 °C (1 °C) po dobu 30 (£2) minut.
4. Zkumavku poloZte zpét na laboratorni stll a odSroubujte krytku.

5. Do lyzatu ve zkumavce pfidejte Buffer ACB. Vyberte objem podle nastaveni z kroku 1.

Nastaveni A B C D E

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

6. Uzavrete vicko a dukladné promichejte pulznim protfepavanim po dobu 30 sekund.

Zajistéte, aby byl ve zkumavce vytvoren viditelny vir. Za Ucelem zajisténi efektivni lyzy
je zasadné dulezité, abyste dikladné promichali lyzat a Buffer ACB, ¢imz se ziska

homogenni roztok.

7. Inkubujte smés lyzatu a Bufferu ACB ve zkumavce po dobu 5 (+1) minut na ledu.
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8.

10.

11.

12.

Vlozte kolonku QIlAamp Mini do konektoru VacConnector na QlAvac 24 Plus
(viz ,Nastaveni vakuového potrubi systému QIAvac 24 Plus®, strana 20). Do oteviené
kolonky QIAamp Mini vlozte 20ml nastavec kolonky.

Ujistéte se, Ze je nastavec kolonky pevné vlozen do kolonky QlAamp Mini, aby nedoslo

k uniku alikvotu.

Poznamka: V kroku 13 udrzujte promyvaci zkumavku pro vysu$eni odstfedénim.

. Opatrné naneste lyzat z kroku 7 na nastavec kolonky QlAamp Mini. Zapnéte vakuovou

pumpu aplikovanim tlaku -800 az —900 mbar. Jakmile jsou vS8echny lyzaty zcela
protazeny kolonkami, vypnéte vakuovou pumpu a uvolnéte tlak na 0 mbar. Nastavec
kolonky opatrné vyjméte a zlikvidujte.

Vezméte prosim na védomi, Ze u velkych objemu lyzatu alikvotu (asi 18 ml, kdyz zacina
s alikvotem 5 ml) mdze trvat az 20 minut, nez silou podtlaku projdou membranou
QlAamp Mini.

Pro rychlé a pohodiné uvolnéni podtlaku by mél byt pouZit vakuovy regulator Vacuum
Regulator (soucast pfipojovaciho systému QlAvac Connecting System).

Poznamka: Chcete-li se vyhnout kfizové kontaminaci, davejte pozor, abyste pfi vyjimani
nastavcl kolonek neprechazeli pfes sousedni kolonky QlAamp Mini.

Na kolonku QIAamp Mini naneste 600 pyl Bufferu ACW1. Vicko kolonky nechejte
oteviené a zapnéte vakuovou pumpu. Poté, co je veSkery Buffer ACW1 protazen
kolonkou QIAamp Mini, vypnéte vakuovou pumpu a uvolnéte tlak na O mbar.

Na kolonku QlAamp Mini naneste 750 pl Bufferu ACW2. Vicko kolonky nechejte
oteviené a zapnéte vakuovou pumpu. Poté, co je veSkery Buffer ACW2 protazen
kolonkou QlAamp Mini, vypnéte vakuovou pumpu a uvolnéte tlak na O mbar.

Na kolonku QlAamp Mini naneste 750 pl etanolu (96—100%). Vi¢ko kolonky nechejte
oteviené a zapnéte vakuovou pumpu. Poté, co je veSkery etanol protaZzen kolonkou

k odstfedéni, vypnéte vakuovou pumpu a uvolnéte tlak na 0 mbar.
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13.

14.

15.

16.

Zavrete vicko kolonky QlAamp Mini. Vyjméte ji z vakuového potrubi a zlikvidujte konektor
VacConnector. Umistéte kolonku QlAamp Mini do Cisté 2ml promyvaci zkumavky
(z kroku 8) a odstfedujte pfi plnych ota¢kach (20 000x g; 14 000 ot./min.) po dobu
3 (20,5) minut.

Vlozte kolonku QlAamp Mini do Cisté 2ml promyvaci zkumavky. Oteviete vicko a sestavu
inkubuijte pfi 56 °C (£1 °C) po dobu 10 (£1) minut, abyste membranu zcela vysusili.
Vlozte kolonku QlAamp Mini do €isté 1,5ml eluéni zkumavky (soucast sady) a 2ml
promyvaci zkumavku z kroku 13 zlikvidujte. Opatrné naneste 20—-150 ul Bufferu AVE na
stfed membrany kolonky QlAamp Mini. Uzaviete vicko a inkubujte pfi pokojové teploté
po dobu 3 (£0,5) minut.

Dulezité: Zajistéte, aby byl elu¢ni Buffer AVE vytemperovan na pokojovou teplotu
(15-25 °C). Pokud se eluce provadi v malych objemech (< 50 pl), eluéni pufr se musi
davkovat na stfed membrany pro uplnou eluci vazanych nukleovych kyselin.

Eluéni objem je pruzny a lze jej upravovat podle poZadavku aplikaci v dalSich stupnich
analyzy.

Eluce s mensim objemem Bufferu AVE vede k vy§§im koncentracim nukleovych kyselin,

ale maze vést k nizSimu celkovému vytézku.

Ziskany objem eluatu maze byt az o 5 yl mensi nez eluéni objem aplikovany na kolonku
QlAamp Mini.

Poznamka: U oCekavanych nizkych vytézk{ nukleovych kyselin je pro eluci doporu¢eno
pouziti zkumavky s nizkou vazbou (neni sou¢asti dodavky).

Odstredujte v mikrocentrifuze pfi plné rychlosti (20 000x g; 14 000 ot./min.) po dobu
1 minuty, aby doSlo k eluci nukleovych kyselin.
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Kontrola kvality

V souladu se systémem Fizeni kvality QIAGEN certifikovanym ISO se testuje kazda Sarze
sady QlAamp DSP Circulating NA Kit vi¢i pfedem stanovenym specifikacim, aby se zajistila
konzistentni kvalita vyrobku.

Omezeni

Vykon systému pro izolaci cirkulujicich bezbunéénych nukleovych kyselin byl stanoven
pomoci alikvotu lidské plazmy generovanych z nasledujicich zkumavek pro odbér krve:

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

Kazdy uzivatel je zodpovédny za platnost funkénosti systému u vSech postupu pouzivanych
v dané laboratofi, které nejsou zahrnuty ve studiich funké&nosti vyrobkd QIAGEN.

Pro minimalizaci rizika negativniho dopadu na diagnostické vysledky je zapotfebi pouzivat
pro aplikace v dalSich stupnich analyzy odpovidajici kontroly. Pro dalSi validaci se
doporuCuji pokyny Mezinarodni konference o harmonizaci technickych pozadavku
(International Conference on Harmonization of Technical Requirements, ICH) uvedené
v dokumentu Validace analytickych postupld ICH Q2(R1): Text a metodologie.

Jakékoliv ziskané diagnostické vysledky se musi interpretovat v kontextu ostatnich

klinickych nebo laboratornich naleza.
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Symboly

Symbol Definice symbolu
W Obsahuje reagencie pro <N> testu
<N>
Pouzijte do
IVD Zdravotnicky prostfedek pro diagnostiku in vitro
Pfi dodani

Otevfit pfi pfevzeti; uchovavejte kolonky QlAamp Mini Spin pfi teploté 2—8 °C

REF Katalogové &islo
LOT Cislo 3arze

Cislo materialu
COMP Sougasti

/ﬂ/7 Teplotni omezeni
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GITC
GuHCI
BRIJ 58
GTIN

0
I Z
-

Vyrobce

Viz navod k pouziti

Zapiste aktualni datum pfidani etanolu do lahvicky

Etanol

Zapiste aktualni datum pfidani isopropanolu do lahvi¢ky

Isopropanol

Obsahuje

Pokracovani

Guanidin thiokyanat

Guanidin hydrochlorid

BRIJ 58

Globalni ¢islo obchodni polozky
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Kontaktni udaje

Pro technickou podporu a vice informaci navstivte na$ technicky servis na
support.qiagen.com, zavolejte nebo kontaktujte jedno z oddéleni technického servisu
spole¢nosti QIAGEN ¢&i svého mistniho distributora (viz zadni strana nebo

www.giagen.com).
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Reseni potizi

Uvedené navody mohou pomaoci pfi feSeni potizi, které mohou nastat pfi praci se systémem.

Kontaktni informace naleznete na zadnim obalu nebo navstivte stranky www.giagen.com.

Komentare a navrhy

V eluatu je malo nukleové kyseliny nebo zadna

a) Pouziti nestabilizované Nestabilizované alikvoty plazmy mohou vést ke zrychlené degradaci DNA.
plazmy Doporu¢ujeme postupovat podle normy CEN/TS 16835-3:2015. Zopakuijte
purifikaéni proceduru s novymi alikvoty.
b)  Prodlouzena doba mezi Nukleované krevni buriky se mohou rozpadat a uvolfiovat genomovou DNA
odbérem krve a pfipravou do plazmy, ¢imz se zfedi cilova nukleova kyselina.
plazmy
c)  Alikvoty byly zmrazené Opakovanému zmrazovani a rozmrazovani je tfeba se vyhnout, protoze to
a rozmrazené vice nez muze vést k degradaci DNA. VzZdy pouzivejte Cerstvé alikvoty nebo alikvoty
jednou rozmrazené jen jednou.
d)  Nizka koncentrace cilové Alikvoty plazmy byly staly pfi pokojové teploté pFili§ dlouho. Zopakujte
DNA v alikvotech purifikaéni proceduru s novymi alikvoty.
Poznamka: Neéktefi jedinci mohou mit v plazmé nizkou koncentraci
bezbunééné NA; v takovych pfipadech by mél byt zvolen zvySeny objem
alikvotu a nizky objem eluatu.
e) Neefektivni lyza alikvotu Pokud byla proteindza QIAGEN Proteinase K dlouhodobé vystavena zvySené
v Bufferu ACL teploté, muze ztratit aktivitu. Opakujte postup s pouzitim novych alikvotd
a Cerstvou proteindzou QIAGEN Proteinase K.
f) Smés Bufferu ACL Promichejte Buffer ACL s nosi¢ovou RNA jemnym pfevracenim zkumavky
a nosi¢ové RNA nebyla s Buffrem ACL a nosi¢ovou RNA nejméné 10krat.
dostate¢né promichana
g) Namisto 96—100% byl Zopakujte purifikacni proceduru s novymi alikvoty a 96—100% etanolem.
pouzit nizkoprocentni Nepouzivejte denaturovany alkohol, ktery obsahuje dalsi latky, jako naptiklad
etanol metanol nebo metyletylketon.
h)  Buffer ACB byl pfipraven Zkontrolujte, zda byl koncentrat Bufferu ACB rekonstituovan se spravnym

nespravné

Buffer ACW1 nebo Buffer
ACW?2 byl pfipraven
nespravné

Buffer ACW1 nebo Buffer
ACW?2 pfipraveny ze 70%
etanolu

objemem isopropanolu (nikoli etanolu, viz strana 25).

Zkontrolujte, zda byly koncentraty Bufferu ACW1 a Bufferu ACW2 nafedény
spravnym objemem etanolu (viz strana 25). Zopakujte purifikacni proceduru
s novymi alikvoty.

Zkontrolujte, zda byly koncentraty Bufferu ACW1 a Bufferu ACW2 nafedény
96-100% etanolem (viz strana 25). Zopakuijte purifikaéni proceduru s novymi
alikvoty.

RNA nebo DNA nemaji dobrou Géinnost v naslednych enzymatickych reakcich

a) Veluatu je malo DNA nebo  Mozné dlivody jsou uvedeny vySe v ¢asti .V eluatu je malo nukleové kyseliny
zadna nebo zadna“ vySe. Pokud mozno, zvyste mnozstvi eluatu pfidaného do reakce.
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Komentare a navrhy

b)  Pouzit nevhodny eluéni
objem

c)  Pufry nebyly dikladné
promichany

d) RusSeniv disledku
nosi¢ové RNA

Obecné pokyny k manipulaci

a) Zanesena kolonka
QlAamp Mini

b)  Variabilni eluéni objemy

c) Podtlak od —-800 do
—900 mbar nebyl
dosazen

Stanovte maximalni objem eluatu vhodny pro vasi naslednou aplikaci.

V souladu s tim snizte nebo zvyste objem eluatu pfidaného do nasledné
aplikace. Eluéni objem muze byt umérné upraven.

Poznamka: Eluce s mensim objemem Bufferu AVE vede k vy$§im
koncentracim nukleovych kyselin, ale muze vést k niz§imu celkovému vytézku.

Slozky promyvaciho Bufferu ACW2 sul a etanol se mohly po dlouhém stani
mezi jednotlivymi cykly oddélit. Pfed kazdym cyklem vzdy pufry dobfe
promichejte.

Pokud pfitomnost nosi¢ové RNA v eluatu interferuje s naslednou enzymatickou
reakci, mize byt nutné snizit mnozstvi nosi¢ové RNA nebo ji UpIné vynechat.

Pokud je pritok snizen, Ize prodlouzit dobu podtlaku.

Pfipadné zavfete ventil VacValve, pokud je pouzit, a opatrné z kolonky
QlAamp Mini vyjméte sestavu nastavec kolonky — VacConnector — VacValve,
aniz byste v nastavci kolonky ztratili jakykoli lyzat.

Vyjméte kolonku QlAamp Mini z vakuového potrubi, vlozte ji do promyvaci
zkumavky o objemu 2 ml a odstfedte ji pfi plnych otackach, dokud alikvot zcela
neprojde membranou. Vratte zpét sestavu nastavec kolonky — VacConnector —
VacValve obsahujici zbyvajici lyzat. Zapnéte vakuovou pumpu, otevrete ventil
VacValve a pokracujte ve vkladani zbyvajiciho lyzatu.

Pokud se kolonka QIAamp Mini nadale ucpava, opakujte vySe uvedeny postup.

V dusledku opakovaného zmrazovani a rozmrazovani se mohly v plazmé
vytvofit kryoprecipitaty. Ty mohou kolonku QIAamp Mini zablokovat.
Zmrazenou a rozmrazenou plazmu nepouzivejte vice nez jednou.

V pfipadé, Ze jsou viditelné kryoprecipitaty, vycistéte alikvot odstfedénim

po dobu 5 minut pfi 16 000x g.

R0zné alikvoty mohou ovlivnit objem koncového eluatu. Ziskany objem eluatu
miiZe byt az o 5 pyl mensi nez eluéni objem aplikovany na kolonku QlAamp
Mini.

Vakuové potrubi neni pevné uzavieno. Po zapnuti vakua zatlacte vicko
vakuového potrubi doll. Zkontrolujte, zda je dosazeno podtlaku.

Tésnéni vika QlAvac je opotfebované. Pohledem zkontrolujte t&snéni potrubi
a v pfipadé potfeby je vymeérite.

Ventily VacValves jsou opotfebované. Vyjméte vSechny ventily VacValves

a vloZte konektory VacConnectors pfimo do rozsiteni luer. VloZte kolonky
QIlAamp Mini do konektor(i VacConnectors, zavfete vicko kolonek a zapnéte
vakuum. Zkontrolujte, zda je dosazeno podtlaku. V pfipadé potfeby ventily
VacValves vyménte.

Pfipojeni k vakuové pumpé je netésné. Uzavfete vSechna rozsSifeni luer
krytkami luer a zapnéte vakuovou pumpu. Zkontrolujte, zda je podtlak po
zapnuti pumpy (a zavieni ventilu Vacuum Regulator) stabilni. V pfipadé
potfeby vymérite propojeni mezi pumpou a vakuovym potrubim.

Pokud podtlak stale neni dosazen, vyménte vakuovou pumpu za siln&jsi.
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Priloha A: Doporuceni pro separaci
a skladovani krevni plazmy

PFi stabilizaci zkumavek pro odbér krve (napf. zkumavka PAXgene ccfDNA nebo zkumavka

Streck Cell-Free DNA) postupujte podle pokyn(i vyrobce pro separaci a skladovani plazmy.

Doporu€ujeme tyto podminky skladovani ovéfit v kombinaci s vasi konkrétni navazujici

aplikaci a cilem.

U nestabilizovaného BCT doporucujeme postupovat podle normy CEN/TS 16835-3:2015.

PFi izolaci cirkulujicich bezbunéénych nukleovych kyselin z alikvotl krve doporuéujeme

postupovat podle tohoto protokolu, ktery zahrnuje krok odstfedéni s vysokou silou g, aby se

odstranily bunééné zbytky, ¢imz se snizi mnozstvi bunééné nebo genomové DNA a RNA

v alikvotu.

1.

Umistéte cely vzorek krve v EDTA ve zkumavkach BD Vacutainer® (nebo v jinych
primarnich zkumavkach na krev obsahujicich EDTA jako antikoagulant) do centrifugy
chlazené na teplotu 4 °C, s vykyvnym rotorem a pfislusnymi jamkami.

. Alikvoty krve odstfedujte 10 minut pfi 1 900x g (3 000 ot./min.) pfi teploté 4 °C.

. Opatrné nasajte plazmaticky supernatant, aniz byste narusili vrstvu rozhrani plazma—

burika. Z jedné 10ml primarni zkumavky na krev Ize ziskat asi 4-5 ml plazmy.

Poznamka: Plazma muze byt v této fazi pouzita pro cirkulaci nukleové kyseliny.
Nasledujici vysokorychlostni odstfedéni vSak odstrani dalSi bunécné zbytky
a kontaminaci cirkulujicich nukleovych kyselin genomovou DNA a RNA odvozenou

z poSkozenych nukleovanych krvinek.

. Odsata plazma je pfenesena do &isté centrifugacni zkumavky.

. Alikvoty plazmy odstfedujte 10 minut pfi 16 000x g (v rotoru s pevnym uhlem) pfi teploté 4 °C.

Tim se odstrani dalSi bunééné nukleové kyseliny pfipojené k bunéénému zbytku.
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6. Opatrné odeberte supernatant a pfeneste jej do nové zkumavky, aniz byste narusili

peletu.

7. Pokud bude plazma pouZzita pro extrakci nukleovych kyselin ve stejny den, skladujte ji pfi
teploté 2—8 °C az do dalSiho zpracovani. Pro delSi skladovani mohou byt alikvoty plazmy
ze stabilizovanych i nestabilizovanych zkumavek na odbér krve uchovavany pfi teploté
—20 °C (DNA jako cil) nebo —80 °C (RNA jako cil) po dobu nejméné 4 tydna. Pred
pouzitim plazmy pro extrakci cirkulujicich nukleovych kyselin nechte zkumavky plazmy
rozmrazit pfi pokojové teploté.

8. Volitelné: Za ucelem odstranéni kryoprecipitatd odstfedujte alikvoty plazmy po dobu

5 minut pfi 16 000x g (v rotoru s pevnym thlem).

Volitelné: Preneste supernatant do nové zkumavky a poté spustte protokol extrakce
cirkulujici nukleové kyseliny.
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Priloha B: Obecné pokyny pro manipulaci s RNA

Manipulace s RNA

Ribonukleazy (RNazy) jsou velmi stabilni a aktivni enzymy, které obecné nevyzaduji ke své
funkci pfitomnost kofaktor(l. RNazy je tézké inaktivovat a k degradaci RNA staci jiz velmi
malé mnozZstvi, proto byste neméli pouzivat zadné laboratorni pomdcky ze skla nebo umélé
hmoty, které nebyly pfedtim zbaveny kontaminace RNazou. Béhem purifikace nukleovych
kyselin a po ni dbejte dusledné na to, aby se nedopatfenim do alikvotll RNA nedostala Zadna
kontaminace RNazou. Pro vytvofeni a udrzeni prostfedi prostého RNaz se museji uplatnit
nasledujici bezpecnostni opatfeni béhem predbézného zpracovani a pouzivani nadob

a roztoku k jednorazovému a vicenasobnému pouziti pfi praci s RNA.

Obecné pokyny k manipulaci

Prace s RNA by méla vzdy probihat podle zasad fadné mikrobiologické a aseptické pracovni
techniky. Ruce a prachové ¢astice mohou prenaset bakterie a plisné a jsou to nejcastgjsi
zdroje kontaminace RNazou. Pfi manipulaci s reagenciemi a alikvoty RNA vzdy noste
latexové nebo vinylové rukavice, abyste zabranili kontaminaci RNazou z povrchu kiize nebo
ze zapradeného laboratorniho vybaveni. Jednordzové rukavice ¢asto vymériujte a uzavirejte
vSechny zkumavky ihned po pouziti. Pokud chcete purifikovanou RNA pro nasledujici
aplikace rozpipetovat, ponechte ji na ledu.

Jednorazové plastové vybaveni

Béhem tohoto postupu se doporuCuje pouzivat jednorazové sterilni polypropylenové

zkumavky prosté RNaz.
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Informace pro objednani

Vyrobek

Obsah

Kat. ¢.

QlAamp DSP Circulating
NA Kit (50)

PrisluSenstvi

QIlAvac 24 Plus vacuum
manifold*

Vacuum Pump*

QlAvac Connecting System*

* Pro pouziti s vakuovymi protokoly.

Souprava pro pfipravu 50 vzork(:
Kolonky QlAamp Mini, nastavec na
kolonky, konektory VacConnectors,
proteaza K QIAGEN Proteinase K,
reagencie, pufry a odbérové zkumavky

Vakuové vedeni pro zpracovani kolon
1-24 Spin: Vakuové vedeni QlAvac
24 Plus Vacuum manifold, luerové
konektory a rychlospojky

Univerzalni vakuova pumpa

Systém pro pfipojeni vakuového potrubi
k vakuové pumpé: zahrnuje nosic, lahve

na odpad, hadicky, spojky, ventil, méfidlo

a 24 ventild VacValves

61504

19413

84010
[USA

a Kanada]
84000
[Japonsko]
84020
[zbytek
svéta]

19419

Aktualni licenéni informace a odmitnuti odpovédnosti specificka pro vyrobek jsou uvedeny

v pfiru€ce pro sadu QIAGEN nebo uzivatelské pfiru¢ce. Pfirucky k soupravam QIAGEN

a uzivatelské pfirucky jsou k dispozici na strankach www.giagen.com nebo si je Ize vyzadat

od technickych sluzeb spole¢nosti QIAGEN nebo mistniho distributora.
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Historie revizi prirucky

Datum Zmény
R4 Zména zamysleného pouziti pouze na bezbunééné nukleové kyseliny pouze
09/2019 z lidské plazmy. Zahrnuti protokolu ,Breeze”. Nebyly zahrnuty Zadné protokoly

pro mo¢ a miRNA.
Aktualizace informaci o bezpeénosti.

Omezené licenéni ujednani pro sadu QlIAamp DSP Circulating NA Kit
Pouzivanim tohoto produktu vyjadiuje kterykoliv kupuijici nebo uZivatel produktu svij souhlas s nasledujicimi podminkami:

1. Tento vyrobek se mize pouzivat vyhradné v souladu s protokoly poskytnutymi s timto vyrobkem a touto pfiruckou a pro pouZiti pouze s komponenty
dodanymi v soupravé. Spole¢nost QIAGEN neposkytuje zadnou licenci svych dusevnich prav k pouzivani nebo zaglenéni sougasti, které jsou obsazeny
v této soupravé, spolené s kterymikoliv soucastmi, které nejsou v této soupravé obsazeny, s vyjimkou pfipadd popsanych v této pfirucce a dalsich
protokolech dostupnych na strankach www.qiagen.com. N&které z téchto dopliiujicich protokolt byly poskytnuty uZivateli vyrobka spole&nosti QIAGEN
pro jiné uZivatele vyrobkd QIAGEN. Tyto protokoly nebyly dikladné testovany ani optimalizovany spolecnosti QIAGEN. Spole¢nost QIAGEN nezarucuje ani
neposkytuje zaruku na to, Ze neporuduji prava tfetich stran.

2. Spole¢nost QIAGEN neposkytuje zadnou jinou zaruku nez vyslovné stanovené licence v tom smyslu, Ze tato sada a/nebo jeji pouziti nenarusuje prava
tretich stran.

3. Tato sada a jeji komponenty jsou licencovany k jednorazovému pouZziti a nesmi se pouzivat opakované, pfepracovavat ani opakované prodavat.
4. Spoleénost QIAGEN specificky odmita jakékoliv dalsi vyslovné nebo nepiimé licence s vyjimkou téch, které jsou uvedeny vyslovné.
5. Kupujici a uzivatel této sady souhlasi s tim, Ze nepodnikne ani nikomu jinému neumozni podniknout Zadné kroky, které by mohly vést k jakékoliv shora zakazané

¢innosti nebo ji usnadnily. Spole¢nost QIAGEN mlize prosazovat zakazy tohoto ujednani o omezené licenci u kteréhokoliv soudu, a bude vyzadovat kompenzaci za
veskeré naklady vynaloZzené na vySetfovani a soudni vylohy véetné poplatk( za pravni zastupce v pfipadé jakéhokoliv soudniho sporu s cilem prosadit toto ujednani
0 omezené licenci nebo kteréhokoliv ze svych prav k duevnimu viastnictvi v souvislosti se soupravou a/nebo jejimi sou¢astmi.

Pro aktualizovana licenéni ustanoveni viz www.giagen.com.

Ochranné znamky: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp® (QIAGEN Group); BD Vacutainer® (Becton, Dickinson and Company); Tween® (ICl Americas Inc.).
Registrované nazvy, ochranné znamky atd. pouzité v tomto dokumentu, a to i v pfipadé, Ze takto nejsou vyslovné oznaceny, nejsou povazovany za zakonem
nechranéné.

1118364 10/2019 HB-0466-005 © 2019 QIAGEN, vSechna prava vyhrazena.

48 QIAamp DSP Circulating NA Kit Navod k pouziti (pfirucka) 09/2019


http://www.qiagen.com/
http://www.qiagen.com/

Objednavky www.giagen.com/shop | Technicka podpora support.giagen.com | Webova stranka www.qgiagen.com



http://www.qiagen.com/shop
http://support.qiagen.com/
http://www.qiagen.com/

	Účel použití
	Shrnutí a vysvětlení
	Principy postupu
	Objemy alikvotů
	Lýza alikvotů
	Adsorpce na membránu kolonky QIAamp Mini
	Odstranění reziduálních kontaminantů
	Eluování čistých nukleových kyselin
	Výtěžek a velikost nukleových kyselin
	Popis protokolů

	Dodávané materiály
	Obsah sady

	Další potřebné materiály, které nejsou součástí sady
	Pro všechny protokoly

	Varování a bezpečnostní opatření
	Buffer ACB
	Buffer ACL
	Buffer ACW1
	Proteináza K
	Skladování reagencií a manipulace s nimi
	Uchovávání a nakládání se vzorkem
	Uchovávání krve a manipulace s ní
	Uchovávání plazmy a manipulace s ní
	Uchovávání eluovaných nukleových kyselin

	Postup
	Důležité body před zahájením používání
	QIAvac 24 Plus
	Zpracování kolonek QIAamp Mini v systému QIAvac 24 Plus
	Pokyny pro zacházení se systémem QIAvac 24 Plus

	Nastavení vakuového potrubí systému QIAvac 24 Plus vacuum manifold

	Příprava pufrů a reagencií
	Buffer ACB
	Buffer ACW13F*
	Buffer ACW24F†
	Přidání nosičové RNA do Bufferu ACL*

	Protokol Breeze: Purifikace cirkulujících nukleových kyselin z 1–5 ml lidské krevní plazmy
	Důležité body před zahájením používání
	Postup: Protokol Breeze

	Klasický protokol: Purifikace cirkulujících nukleových kyselin z 1–5 ml lidské krevní plazmy
	Důležité body před zahájením používání
	Postup: Klasický protokol

	Kontrola kvality
	Omezení
	Symboly
	Literatura
	Kontaktní údaje
	Řešení potíží
	Příloha A: Doporučení pro separaci a skladování krevní plazmy
	Příloha B: Obecné pokyny pro manipulaci s RNA
	Manipulace s RNA
	Obecné pokyny k manipulaci
	Jednorázové plastové vybavení

	Informace pro objednání
	Historie revizí příručky

