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Kayttotarkoitus

QlAamp DSP Circulating NA  Kit -arvikesarja on jarjestelmd, joka hyddyntad
piidioksidikalvoteknologiaa (QlAamp-teknologia) eristddkseen ja puhdistaakseen kiertdvén

soluttoman DNA:n ja RNA:n ihmisen veriplasmanaytteistd.

Tuote on tarkoitettu ammattihenkildiden, kuten molekyylibiologisen koulutuksen saaneiden

teknikoiden ja lagkéareiden, kayttéon.

QIAamp DSP Circulating NA Kit -tarvikesarja on tarkoitettu in vitro -diagnostiikkaan.

Yhteenveto ja selitykset

Vapaasti kiertévat nukleiinihapot ovat ihmisen plasmassa yleensé lyhying fragmentteina
(< 1000 bp (DNA), < 1000 nt (RNA)) tai jopa niin piening kuin 20 nt (miRNAs). Vapaasti
kiertavien nukleiinihappojen pitoisuus ihmisen veriplasmassa on yleensd matala ja vaihtelee

huomattavasti yksildiden vélilla. Vaihteluvali on 1-100 ng/ml ihmisten néytteissa (1-5).

QlAamp DSP Circulating NA Kit -tarvikesarja mahdollistaa kiertdvien nukleiinihappojen
tehokkaan puhdistamisen ihmisen plasmasta. Naytteet voivat olla joko tuoreita tai
pakastettuja. Qiavac 24 Plus -jdrjestelman pidennysputket ja tyhjickasittely mahdollistavat
aloitusndytteiden enintdén 5 ml:n tilavuuden, ja joustavat eluutiomaarat (20-150 pl) sallivat

matalissa pitoisuuksissa olevien nukleiinihappolajien keskittamisen.

Eluoitu ja vapaasti kiertdva genominen DNA tai RNA on valmista kaytettavaksi mydhemmissa
kayttotarkoituksissa, tai sen voi varastoida. QlAamp DSP Circulating NA Kit +arvikesarja

poistaa proteiinit, nukleaasit ja muut epdpuhtaudet tehokkaasti.
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Testin periaatteet

QIAamp DSP Circulating NA -testi siséltca 4 vaihetta (lyysaus, sidonta, pesu ja eluointi), ja se
suoritetaan QlAvac-jdrjestelmdn QlAamp Mini -putkien avulla. Téamé luotettava testitapa
vahentad naytteiden valista ristikontaminaatiota ja on kaytdjille turvallisempi mahdollisesti

tarttuvia naytteitd kasiteltdessa.

Testi on yksinkertainen ja sopii siksi jopa 24 néytteen kasittelyyn samanaikaisesti alle 2 tunnin

aikana.
Ndytemadrat

QlAamp Mini -putket sitovat fragmentoidut nukleiinihapot, jotka ovat vain 20 nt:n pituisia.
Niiden saanti riippuu kuitenkin ndytemd@drastd ja ndytteen kiertavien nukleiinihappojen
pitoisuudesta (plasmassa yleensd 1-100 ng/ml). QlAamp DSP Circulating NA esti on

optimoitu jopa 5 ml:n néytemadrille.
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Kuva 1. Yleiskatsaus QlAamp DSP Circulating NA Kit -testistd
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Lyysausnaytteet

Biologisten nesteiden vapaasti kiertavat nukleiinihapot ovat yleensa sitoutuneet proteiineihin tai
rakkuloiden sisdlle, jolloin tehokas lyysausvaihe on vélttamatén nukleiinihappojen vapauttamiseen
QlAamp Mini -putken valintaan perustuvaa sidontaa varten. Talldin ndytteet lyysataan erittdin
denaturoivissa olosuhteissa korkeissa Iémpétiloissa proteinaasi K:n ja Buffer ACL:n lasndollessa,
mik& takaa DNaasien ja RNaasien inakfivoitumisen ja nukleiinihappojen vapautumisen

proteiineista, lipideistd ja rakkuloista, joihin ne olivat sitoutuneet.
Absorboituminen QIAamp Mini -kalvoon

Jotta kiertdvien nukleiinihappojen optimaalinen sitoutuminen kalvoon on mahdollista,
sidontaolosuhteissa lysaattiin on lisétty Buffer ACB. Lysaatit siirretddn taman jalkeen QlAamp
Mini -putkeen, ja kiertavat nukleiinihapot adsorboidaan suuresta maarasta piidioksidikalvoon
samalla, kun lysaatti viedddn sen lapi tyhjidpaineen avulla. Suola ja pH-olosuhteet
varmistavat, ettd suurin osa proteiineista ja muista kontaminanteista, jotka voivat estéd PCR-

reaktioita ja muita mydhempid entsymaattisia reaktioita, eivét jaa QlAamp Mini kalvolle.

Tyhjidputkisto (esim. QlAvac 24 Plus, jossa QlAvac Connecting System) ja alipainepumppu,
jonka avulla pystytadan tuottamaan ~800-900 mbarin tyhiid (esim. QIAGEN® Vacuum Pump)
ovat tassa protokollassa pakollisia. Vacuum Regulator -ohjauslaitetta (osa QlAvac Connecting
System -jarjestelmad) pitaad kayttad, jotta tyhjidpaineen ja tyhjion katevan vapautuksen

seuraaminen on helppoa.
Jaannodskontaminanttien poistaminen

Nukleiinihapot jGavat sidotuiksi kalvoon, kun taas kontaminantit pestéén tehokkaasti pois

3 pesuvaiheen aikana.
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Puhtaiden nukleiinihappojen eluoiminen

Eluoiminen suoritetaan Buffer AVE:n avulla. Yhden vaiheen aikana hyvin puhtaat kiertvét
nukleiinihapot eluoidaan Buffer AVE:ss&, joka on tasapainotefttu huoneenlémpdiseksi. Eluution
joustava maara (50-150 pl) on mahdollinen. Jos tarvitaan suurempia nukleiinihappopitoisuuksia,
eluution maarad voidaan laskea jopa 20 plin tasolle. Eluution alle 50 pl:n maara johtaa
suurempaan  nukleiinihappotilavuuteen, mutta  saattaa  aiheutoa  myds  matalamman

kokonaissaannin.

Saatu eluaattimdérd voi olla noin 5 pl pienempi kuin column-putkeen lisatyn eluutiopuskurin

maara.
Nukleiinihappojen saanti ja koko

Vapaasti kiertavien ja biologisista ndytteista eristettyjen nukleiinihappojen saanti on yleensa alle
1 pg, minkd takia niitd on vaikeaa madrittad spektrofotometrillé. Kiertdvan DNA:n ja RNA:n
absoluuttinen saanti, joka on saatu néytteestd QlAamp DSP Circulating NA Kit 4arvikesarjan avulla,
vaihtelee naytteestd ja yksildsta riippuen. Siihen vaikuttavat myds muut tekijat (esim. tietyt sairaudet).
Lisaksi eristettyjen nukleiinihappojen kantaja-RNA todenndkaisesti dominoi UV-absorbanssilukemia

(katso sivu 25). Kvantitatiivisia monistusmenetelmia suositellaan saannin maarittamiseen.

QlAamp DSP  Circulating NA  Kit -arvikesarjon avulla  puhdistettujen  kiertavien
nukleiinihappojen kokojakauma voidaan tarkistaa agaroosigeelielektroforeesilla, kohteelle
spesifioidun merkityn koettimen hybridisoinnilla® tai mikrofluidistisella elektroforeesiliouoksella

(esim. Agilent Bioanalyzer -jarjestelmalla)
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Protokollien kuvaus

Téssa kasikirjassa esitellaan kaksi erilaista protokollaa.

"Breeze-tuuletusprotokolla: Kiertdvien nukleiinihappojen puhdistaminen ihmisen 1-5 ml:n
veriplasmasta” (sivu 27) on tarkoitettu jopa 5 ml:n plasman prosessointiin 1 ml:n osissa, ja se

on optimoitu matalan kynnyksen kaytannéllisyytta ja lyhytta [&pimenoaikaa varten.

“Tavallinen protokolla:  Kiertdvien nukleiinihappojen puhdistaminen  1-5 ml:sta  ihmisen
veriplasmaa” (sivu 32) on farkoitettu jopa 5 ml:n plasman prosessointiin 1 ml:n osissa, ja se
koostuu QlAamp DSP Circulating NA Kit 4arvikesarjan késikirjan versiossa 3 (R3) esitetystd

muuttumattomasta protokollasta.
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Toimitetut materiaalit

Sarjan sisaltd

QlAamp DSP Circulating NA Kit (50)
61504

Tuotenumero

Preparaatioiden madrd 50
QlAamp Mini QIAamp Mini columns with Wash COL 50
Tubes (QIAamp Mini -putket ja Wash
Tubes (WT) -pesuputket, 2 ml)

LAAJ. Column Extenders 2x25
(putkenpidentdiét) (20 ml)

WT Wash Tubes (pesuputket) (2 ml) [wasH] TUBE | 50

ET Elution Tubes (eluutioputket) (1,5 ml) 50

\Ye VacConnectors (VacConnectoriittimet) 50

ACL* Lysis Buffer (lyysauspuskuri)* [ LS T BUF ] 220 ml

ACB* Binding Buffer (sidospuskuri)* (tiiviste) | BIND | BUF | cONC | 300 ml

ACWI1* Wash Buffer 1 (pesupuskuri 1)* (tiiviste) ~[WaSH JBUF] 1 JcoNc] 19 ml

ACW21 Wash Buffer 2 [WASH JBUF] 2 JcONC] 13 ml
(pesupuskuri 2)" (tiiviste)

AVE! Elution Buffer 5x2ml
(eluutiopuskuri)T (violetit korkit)

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

Carrier Carrier RNA 310 pg
(kantaja-RNA) (punaiset korkit)
Kasikirja 1

* Sisaltad kaotrooppista suolaa. Katso sivulta 12 Varoitukset ja varotoimet.
Sisdltad natriumatsidia sildntdaineena.

-
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Tarvittavat materiaalit (jotka eivét kuulu
toimitukseen)

TydskenneltGessd kemikaalien kanssa on aina kaytettava asianmukaista laboratoriotakkia,
kertakayttokasineitd ja suojalaseja. Lisatietoja saa tuotekohtaisista kaytdturvallisuustiedotteista

(safety data sheets, SDSs), jotka ovat saatavana tuotteen toimittajalta.
Varmista, efta vélineet on tarkastettu ja kalibroitu valmistajan ohjeiden mukaan.

Kaikkiin protokolliin
Pipetteja (saddettavia)
Steriileja pipetinkdrkia (on suositeltavaa kayttaa aerosoliesteill varustettuja pipetinkarkid,
jotta ristikontaminaatio voidaan estad)

® Vesihaude fai lgmpdlevy, johon mahtuu 50 ml:n sentrifugiputkia lampétilassa 56 °C tai
60 °C.*

e Lampdlevy tai samantapainen laite, johon mahtuu 2 ml:n pesuputket lampétilassa 56 °C

(vain tavallinen protokolla)*

e Mikrosentrifugi (jossa on roottori 2 ml:n putkille)*

e 50 ml:n sentrifugiputkia

e QlAvac 24 Plus vacuum manifold tyhjidputkisto (tuotenro 19413)

e QIAvac Connecting System -jérjestelma (tuotenro 19419) tai vastaava

® Vacuum Pump (tuotenro 84010 [USA ja Kanada], 84000 [Japani] tai 84020 [muut maat])
tai vastaava pumppu, jolla voidaan tuottaa —800...—-900 mbarin tyhjis.

e FEtanolia (96-100 %)T

Isopropanoli (100%)
Jaadmurskaa (vain “Tavallinen protokolla: Kiertdvien nukleiinihappojen puhdistaminen
1-5 ml:sta ihmisen veriplasmaa”.)

e Jotkin ndytteet saattavat vaatia fosfaattipuskuroidulla keittosuolalla (phosphate-buffered

saline, PBS) laimennusta

* Varmista, eftd vélineet on farkastettu ja kalibroitu valmistajan ohjeiden mukaan.
1 Alg kéayta denaturoitua alkoholia, joka sisdltad muita aineita, kuten metanolia tai metyylietyylikefonia.
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e Valinnainen: VacValves (tuotenro 19408)

Varoitukset ja varotoimet

In vitro -diagnostiikkaan

Tydskenneltdessd kemikaalien kanssa on aina kaytettdva asianmukaista laboratoriotakkia,
kertak&ytokasineitd ja suojalaseja. Lisdtietoa saa tuotekohtaisista kéyttdturvatiedotteista. Ne
ovat saatavilla kétevéssé ja kompaktissa PDF-muodossa osoitteessa www.giagen.com/safety,
jossa voidaan tarkastella ja tulostaa kaikkien QIAGEN-sarjojen ja sarjakomponenttien

kayttturvallisuustiedotteita.

VAROITUS  Loukkaantumisvaara

ALA lisag valkaisuainetta tai happamia livoksia suoraan néytteen

preparointijatteeseen.

Buffer ACL, Buffer ACB ja Buffer ACW1 sisaltavat guanidiinisuoloja, jotka valkaisuaineen

kanssa yhdistettyind voivat muodostaa herkésti reagoivia aineita.

Jos nditd puskureita siséltévaa nestettd laikkyy, puhdista se laboratoriokéyttédn sopivalla
puhdistusaineella ja vedella. Jos laikkynyt neste sisaltdd mahdollisia tartunnanaiheuttaijia,
puhdista alue ensin laboratoriokéytdsn sopivalla puhdistusaineella ja vedelld sekd sen

jalkeen 1-prosenttisella (v/v) natriumhypokloriitilla.

Seuraavat varoitus- ja varotoimenpidelausunnot patevét QlAamp DSP Circulating NA

Kit -tarvikesarjan osiin.
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Buffer ACB

ped

Buffer ACL

Sisaltaa: guanidiinitiosyanaattia. Vaara!l Terveydelle haitallista nieltynd. Voi
olla haitallista ihokosketuksessa tai hengitettynd. Aiheuttaa vakavia palo- ja
silmdvammoja. Haitallista vesieliille, pitkaaikaisia haittavaikutuksia. Kosketus
happoihin vapauttaa erittdin  myrkyllisté  kaasua. Kaytd suvojakdsineitd/
suojavaatetusta/silmiensuojainta/kasvosuojainta. JOS KEMIKAALIA JOUTUU
SILMIIN:  huuhtele huolellisesti vedellé useiden minuuttien ajan. Poista

mahdolliset piilolinssit, jos ne ovat helposti poistettavissa. Jatka huuhtelua.

Soita heti MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN tai lagkarille.

Sisaltaa: guanidiinitiosyanaattia. Vaara! Terveydelle haitallista nieltynd. Voi
olla haitallista ihokosketuksessa tai hengitettynd. Aiheuttaa vakavia palo- ja
silmédvammoja. Haitallista vesielidille, pitkaaikaisia haittavaikutuksia. Kosketus
happoihin vapauttaa erittdin  myrkyllisté  kaasua. Kayta suvojakasineitd/
suojavaatetusta/silmiensuojainta/kasvosuojainta. JOS KEMIKAALIA JOUTUU
SILMIIN:  huuhtele huolellisesti vedelld useiden minuuttien ajan. Poista
mahdolliset piilolinssit, jos ne ovat helposti poistettavissa. Jatka huuhtelua.
Soita heti MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN tai lagkarille.

Buffer ACW1

Sisaltaa: guanidiinihydrokloridi. Varoitus! Haitallista nieltynd tai hengitettynd.
Aiheuttaa  ihodrsytysta. Aiheuttaa vakavaa silmien arsytysta.  Kayta

suojakdsineitd/suojavaatetusta/silmiensuojainta/kasvosuojainta.
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Proteinaasi K

Sisaltaa: proteinaasi Kita. Vaaral Aiheuttaa véhdistd ihodrsytystd. Voi

aiheuttaa hengitettynd allergia- tai astmaoireita tai hengitysvaikeuksia.

Vélta  pélyn/savun/kaasun/sumun/hdyryn/suihkeen hengittamista. Kéyta
suojakdsineitd/suojavaatetusta/silmiensuojainta/kasvosuojainta. Kaytd
hengityksensuojainta. Altistumistapauksessa tai epavarmoissa tilanteissa: Ota

yhteys MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN tai lagkériin. Vie altistunut henkild

raittiiseen ilmaan ja pida hanet hengityksen kannalta mukavassa asennossa.
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Reagenssien sdilytys ja kasittely

QlAamp Mini -putkia pitad sailyttaa kuivassa, 2-8 °C:n lampétilassa. Kaikkia puskureita on
sdilytettava huoneenldmméssa (15-25 °C). QlAamp Mini -putket ja QlAamp Mini -puskurit
voidaan sdilyttad ndissd olosuhteissa tarvikesarjan pakkauksessa lukevaan viimeiseen

kayttdpdivadan asti ilman, ettd tuotteiden suorituskyky huononee.

Kylmakuivattua kantajo-RNA:ta pitdd sdilyttad huoneenldmméssa (15-25 °C) pakkauksessa
ilmoitettuun vanhenemispdivadn asti. Kantajo-RNA pitdd laimentaa Buffer AVE:ssg, ja
laimennettu kantaja-RNA pitad liséta Buffer ACL:Gén vélittdmdsti sivun 28 ohjeiden mukaisesti
(Breeze-tuuletusprotokolla) tai sivun 33 ohjeiden mukaisesti (tavallinen protokolla). Tama livos
pitdd valmistaa uutena, ja se sdilyy stabiilina 2-8 °C :n lédmpédtilassa enintddn 48 tuntia.
Kayttamattomat kantaja-RNA-annokset, jotka on laimennettu Buffer AVE:ss&, pitad jaadyttaa

alikvooteiksi —30...-15 °C:n lampétilassa.

QlAamp DSP Circulating NA Kit tarvikesarja sisaltad kayttdévalmiin proteinaasi K Hiuoksen, joka
laimennetaan erityisesti valmistetussa varastopuskurissa. Proteinaasi K on vakaa pakkauksessa

iimoitettuun vanhenemispdivédn asti, kun se sdilytetdén huoneenlémmaéssa (15-25 °C).
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Naytteiden séilytys ja kasittely

Veren sdilytys ja kasittely

Jotta soluttomien nukleiinihappojen hajoamiselta ja solujen nukleiinihappojen vapautumiselta
valtyttaisiin, suosittelemme kokoveren sailyttamista enintédn 6 tunnin ajan 2-8 °C:n
ladmpéotilassa (esim. EDTA-ndytteet). Jos kaytdssési on stabiloituja verindyteputkia, ota
huomioon  valmistajon  suosittelemat  sadilytysolosuhteet.  Suosittelemme  ndiden
sdilytysolosuhteiden validointia  sen mukaan, millaisia  mydhempia kayttotarkoituksia

ja kohteita sinulla on naytteille.

Plasman sailytys ja kasittely

Plasman erottaminen ja nukleiinihappojen eristdminen on suositeltavaa  valitémasti
verenluovutuksen jdlkeen, jos EDTA:ta on kdaytetty antikoagulaattina (erityisesti RNA:ta

kasiteltGessd). Plasmaa voi sdilyttaa lyhytaikaisesti jopa 24 tuntia 2-8 °C:n lampétilassa.

Pidempiaikaisessa sdilytyksessa plasman alikvootit sekd stabiloiduista ettd epdstabiloiduista
verindyteputkista voidaan pitad =20 °C:n (kohteena vain DNA) tai —80 °C:n lampétilassa
(kohteena DNA tai RNA) 4 viikon ajan.

Eluoitujen nukleiinihappojen sailytys

Eluoidut nukleiinihapot voidaan kerata 1,5 ml:n eluutioputkiin  (kuuluvat pakkaukseen).
Puhdistetut kiertavat nukleiinihapot voidaan sailyttad jopa 24 tunnin ajan 2-8 °C:n lampétilassa.
Jos sdilytysta tarvitaan yli 24 tunniksi, lampétilan suositellaan olevan -30...-15 °C (DNA)
ja =90...-60 °C (RNA) mydhempida kayttdtarkoituksia varten.
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Toimenpide

Tarkeitd huomioita ennen kuin aloitat
QlAvac 24 Plus

QlAvac 24 Plus on suunniteltu nopeaan ja tehokkaaseen 24:n QIAGEN spin -putken
yhtdaikaiseen tyhjidkasittelyyn. Néytteet ja pesulivokset viedédn putken kalvon l&pi tyhjion
avulla sen sijaan eftd ne sentrifugoitaisiin, jolloin toimenpide tapahtuu nopeammin ja sen

ihmisen toimia edellyttaviin puhdistustoimenpiteisiin kaytetty aika véhenee.

QIAvac Connecting System -jcrjestelmdn avulla QlAvac 24 Plus -jérjestelm&a voidaan kayttad

lapivirtausjarjestelmand. Lapivirtausndyte kerataan erilliseen jatepulloon.
QlAvac 24 Plus -jarjestelman huollosta on tietoa késittelyohieissa, katso QIAvac 24 Plus késikirja.
QlAamp Mini -putkien késittely QlAvac 24 Plus -jérjestelméssé

QlAamp Mini -putkia  kasitellaan QlAvac 24 Plus -jarjestelmassa  kertakaytdisten
VacConnectors-liittimien ja uudelleenkdytettavien VacValves-venttiilien avulla. VacValves-
venttiilit (valinnaisia) on asennettu suoraan QlAvac 24 Plus -putkiston luer-aukkoihin, jolloin ne
takaavat tasaisen huuhtelunopeuden ja eri ndytemddrien samanaikaisen késittelyn. Niité pitaa
kayttad, jos naytteiden huuhtelunopeudet eroavat toisistaan merkittavasti. Nain voidaan
varmistaa tyhjién yhdenmukaisuus. VacConnectors-liittimet ovat kertakéyttaisid, ja ne sopivat
QlAamp Mini -putkien ja VacValves-venttiilien tai QlAamp Mini -putkien jo QlAvac 24
Plus -jériestelman luer-aukkojen véliin. Ne estavat spin-putken ja VacValves-venttiilin suoran
kontaktin puhdistuksen aikana. Né&in myds mahdolliset néytteiden véliset ristikontaminaatiot
véltetgén. VacConnectorsHiittimet on havitettdvad kéytdn jalkeen. QIAvac Connecting
System -jarjestelmd (tai samankaltainen kokoonpano, jossa on jatepullot) vaaditaan suurten

livosméadrien kayton vuoksi (katso Kuva 2).
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Késittelyohjeet QlAvac 24 Plus -jérjestelmélle

Aseta QlAvac 24 Plus aina tasaiselle poydalle tai tydskentelytasolle. Jos QlAvac

24 Plus -jarjestelmd tippuu tasolta, sen putkisto saattaa haljeta.

Sailytd QlAvac 24 Plus -jarjestelm@a ain puhtaana ja kuivana. Katso j@rjestelman

puhdistustoimenpiteet QlAvac 24 Plus -kasikirjasta.

QlAvac 24 Plus -jarjestelman osat eivat kestd tiettyja livottimia (Taulukko 1). Jos naita

livottimia laikkyy jarjestelmélle, huuhtele se perusteellisesti vedella.

Alg levita silikonia tai tyhjidrasvaa QlAvac 24 Plus -putkiston osiin. Nain taataan

jdrjestelman yhdenmukainen suorituskyky.

Ole aina varovainen ja kdytd suojalaseja tydskennellessdsi paineistetun tyhijiputkiston

lahella.

Ota yhteyttd QIAGENIn tekniseen palvelupisteeseen tai paikalliseen jdlleenmyyjcdn, jos

haluat lisatietoja varaosista tai vaihtotuotteista.

Tyhijiépaine tarkoittaa paine-eroa tyhjidputkiston sisdosien ja sen ulkopuolisen filan valilla
(tavallinen ilmanpaine on 1013 mbar tai 760 mmHg), jo se voidaan mitata QlAvac
Connecting System -jdrjestelmdn avulla (katso Kuva 2). Protokollat vaativat tyhjispumppua, joka
pystyy tuottamaan tyhjisn —800...-900 mbarin paineen (esim. QIAGEN Vacuum
Pump -tyhijispumppu). Korkeampia tyhjidpaineita on viltettava. Suositeltujen tyhjipaineiden
alittaminen saattaa johtaa nukleiinihappojen saantiin ja puhdistukseen, mik& saattaa aiheuttaa

i Wﬁ

kalvojen tukkeutumista.

Kuva 2. QlAvac 24 Plus -jdrjestelmd, QlAvac Connecting System -jdrjestelmé ja Vacuum Pump -tyhjispumppu
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Taulukko 1. QlAvac 24 Plus -jdrjestelmdn kemikaalinkestévyys

Kestad seuraavia aineita Ei kestd seuraavia aineita
Etikkahappo Kaotrooppiset suolat Bentseeni

Kromihappo Alkoholitiivisteet Fenoli

SDS Natriumkloridi Kloroformi

Tween® 20 Urea Tolueeni

Klooripohijainen valkaisuaine Suolahappo Eetterit
Natriumhydroksidi

QlAvac 24 Plus vacuum manifold -tyhjiéjarjestelman valmisteleminen

1

. Yhdistéd QlAvac 24 Plus -jarjestelma tyhjidn tuottajaan. Jos kaytdssé on QlAvac Connecting
System, yhdista jarjestelma putkistoon ja tyhjién tuottajaan QIAvac 24 Plus -kdsikirjan

liitteen A ohjeiden mukaan.

. Aseta VacValves-venttiili (valinnainen) jokaiseen QlAvac 24 Plus -jariestelmdn kayttéon
tulevaan luer-aukkoon (katso Kuva 3). Sulje kéyttamattomat luer-aukot luer-tulpilla tai sulje

asetettu VacValve-venttiili.

VacValves-venttiileja tulee kayttad, jos ndytteiden virtausnopeudet eroavat merkittavasti.

Nain varmistetaan yhdenmukainen tyhjic.
. Aseta VacConnector-liitin jokaiseen VacValve-venttiiliin (katso Kuva 3).

Suorita témé& vaihe vélittdmésti ennen puhdistamisen aloittamista, jotta VacConnectors-

liittimet eivat kontaminoituisi ilmasta.
. Aseta QlAamp Mini -putket putkiston VacConnectoriittimiin (katso Kuva 3).
Huomautus: Ota pesuputki talteen kuplamuovipakkauksesta puhdistusprotokollaa varten.
. Aseta putkenpidentdja (20 ml) jokaiseen QlAamp Mini -putkeen (katso Kuva 3).
Huomautus: Varmista, etté putkenpidentdja on asetettu QlAamp Mini -putkeen tiukasti,
jotta naytteen vuotamiselta valtytaan.
. Seuraa protokollien ohjeita nukleiinihappojen puhdistamisessa. Havitd VacConnectors-

liittimet asianmukaisesti kayton jalkeen.
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Jata QlAamp Mini -putken kansi auki, kun muodostat tyhjista.
Katkaise tyhjién muodostaminen vaiheiden vdlilla. Néin varmistetaan  késittelyn
yhdenmukainen ja tasainen tyhjid. Jos haluat vapauttaa tyhjién nopeammin, Vacuum

Regulator -sédnnéstelijad on kaytettéva (osa QlAvac Connecting System -jcrjestelmad).

Huomautus: VacValve-venttiilit voidaan sulkea yksitellen sen jalkeen, kun néayte on viety
kokonaan spin-putken lépi. Témd mahdollistaa eri kokoisten ja viskoosisuudeltaan

eroavien ndytteiden samanaikaisen késittelyn.

. Puhdista QlAvac 24 Plus -jarjestelma naytteiden kasittelyn jélkeen (katso “QlAvac

24 Plus -jarjestelmén puhdistus ja dekontaminointi” julkaisussa QIAvac 24 Plus -kdsikirja).

Huomautus: ACL-, ACB- ja ACW1-puskurit eivat ole yhteensopivia valkaisuaineita

sisdltavien desinfiointiaineiden kanssa. Katso sivulta 12 Varoitukset ja varotoimet.

20
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Kuva 3. QlAamp Mini -putkien asentaminen QlAvac 24 Plus -jérjestelméén VacValves-venttiilien, VacConnector-
liittimien ja putkenpidentdjien avulla.

1 QlAvac 24 Plus vacuum 4 VacConnector-liittimet
manifold tyhjidputkisto
2 QlAvac 24 Plus -jgrjestelmén 5 QlAamp Mini -putki

luer-aukko (suljettu luertulpalla)

3 VacValve-venttiili* * 6 Putkenpidentdija

Suosittelemme putkien ja QlAvac 24 Plus tyhjidjariestelman kaytdssa olevien QlAamp
Mini -putkien merkitsemistd kuvassa 4 esitetyn mallin mukaan, jotta ndytteet eivét sekoitu

keskenaan. Taman kuvan voi kopioida ja sithen voi merkita naytteiden nimet.

* Pitdd ostaa erikseen.
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Kuva 4. Putkien ja QlAamp Mini -putkien merkintémalli kéytettéviiksi QIAvac 24 Plus -tyhjisjdrjestelméssa.
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Puskureiden ja reagenssien valmistelu

Buffer ACB

Lisaa 200 ml isopropanolia (100 %) 300 ml:aan Buffer ACB -livosta ennen kayttdd, jotta saat
500 ml Buffer ACB:t&. Sekoita hyvin isopropanolin lisdémisen jélkeen.

Buffer ACW1*

Lisaa 25 ml etanolia (96-100 %) 19 ml:aan Buffer ACW1 -puskurilivosta ennen kaytéd, jotta

saat 44 ml Buffer ACW 1 -puskuria. Sekoita hyvin etanolin lisdamisen jalkeen.

Buffer ACW2T

Lisaa 30 ml etanolia (96-100 %) 13 ml:aan Buffer ACW2 -puskurilivosta ennen kayttdd, jotta

saat 43 ml Buffer ACW?2 -puskuria. Sekoita hyvin etanolin lisédmisen jdlkeen.

Kantaja-RNA:n lisaaminen Buffer ACL:aan*

Kantajo-RNA:lla on kaksi tarkoitusta: ensinnékin se tehostaa nukleiinihappojen sitoutumista
QIAamp Mini -kalvoon erityisesti silloin, kun néytteessé on hyvin vahan kohdemolekyylej.
Suuren kantaja-RNA-m&aran lisaéaminen myds vahentad RNA:n pilaantumisen mahdollisuutta
siind harvinaisessa tapauksessa, ettd RNaasi-molekyylit eivat valty denaturoitumiselta

kaotrooppisten suolojen ja Buffer ACL:n siséltéman puhdistusaineiden vaikutuksesta.

Lyofilisoidun kantaja-RNA:n m&drd on riittéva tarvikepakkauksessa mukana tulleelle Buffer
ACL -mé&ardlle. Kantajo-RNA:n suositeltu pitoisuus on sdddetty niin, ettd QlAamp DSP

Circulating NA -protokollaa voidaan kayttaa yleisend puhdistusjariestelmana.

* Siséltad kaotrooppista suolaa. Katso sivulta 12 varoitukset ja varotoimenpiteet.
T Sisaltéa natrivmatsidia sailéntaaineena.

24 QlAamp DSP Circulating NA Kit tarvikesarja Kayttdohje (kasikirja) 09/2019



Se on yhteensopiva monien eri monistusjdrjestelmien kanssa ja se sopii monenlaisten RNA- ja
DNA-kohteiden kasittelyyn.

Erilaisten monistusjarjestelmien tehokkuus vaihtelee reaktiossa lasna olevien nukleiinihappojen
kokonaismadran mukaan. Tarvikesarjan eluaatit sisaltavat seka kiertavia nukleiinihappoja etté
kantaja-RNA:ta, ja useimmissa tapauksissa kantajo-RNA:n maara ylittaa kiertavien
nukleiinihappojen madran selvasti. Tamén takia eristettyjen kiertavien nukleiinihappojen
UV-absorbanssilukeman kvantitointi ei anna luotettavaa tulosta, sillé kantaja-RNA vaikuttaa

tallaisten mittaustapojen tuloksiin.

Jotta saadaan korkeimmat herkkyystasot monistusreaktioissa, voi olla tarpeen véhentda lisatyn

kantaja-RNA-liuoksen maarad Buffer ACL:ssé.

KantajoRNA:ta ei pida liséta vapaasti kiertdvien nukleiinihappojen eristamisen aikana

sellaisissa monistusjdrjestelmissd, joissa on oligo-dT-alukkeita.

Lisaa 1550 pl Buffer AVE:ta* 310 pg lyofilisoitua kantaja-RNA:ta sisdltavadn putkeen, jotta
saat pitoisuudeltaan 0,2 pg/pl livoksen. Livota kantajo-RNA perusteellisesti, jaa se katevan
kokoisiin alikvootteihin ja sailytd niitd —30...—15°C:ssa. Alé pakasta ja sulata kantaja-RNA:n

alikvootteja yli 3 kertaa.

Huomaa, etta kantaja-RNA ei livkene Buffer ACL:Gén. Se pitad ensin livottaa Buffer AVE:hen

ja lisatd sitten Buffer ACL:Gan.

Laske, kuinka paljon Buffer ACL:nja kantaja-RNA:n muodostamaa seosta tarvitaan kuhunkin nayte-

erddn, protokollien taulukoiden avulla. Valitse samanaikaisesti kasiteltavien naytteiden maara.

Koo ey e . . wealae g e
Sisaltdd natriumatsidia sdildntdaineena.
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Sekoita kadntelemalla putkea tai pulloa varovasti 10 kertaa. Alé vorteksoi, jotta vaahtoamiselta

viltytéicn.

Huomautus: Néytteen valmistelutoimenpide on optimoitu enintéan 1,0 pg:lle kantaja-RNA:ta
ndytettd kohden. Jos monistusjdrjestelmdsi todistettavasti toimii paremmin pienemmalla
mé&adralla kantaja-RNA:ta, siirrd vain vaadittu mdaré livennutta kantajo-RNA:ta Buffer ACL:G6
sisaltaviin - putkiin.  Lisdd Buffer ACL:@an 5 pl livennutta  kantaja-RNA:ta  jokaista
valmisteluvaiheessa vaadittua kantaja-RNA:n mikrogrammaa kohden. (Alle 1,0 pg:n kantajo-
RNA-maaran kayttd ndéytettd kohden voi olla hyddyllistd, jo se on validoitava kunkin

ndytetyypin ja mydhemman madrityksen osalta.)
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Breeze-tuuletusprotokolla: Kiertévien
nukleiinihappojen puhdistaminen ihmisen
1-5 ml:n veriplasmasta

Tata protokollaa kaytetaén kiertdvén DNA:n tai RNA:n puhdistamiseen 1-5 ml:sté ihmisen
veriplasmaa, ja se on optimoitu matalan kynnyksen kéytanndllisyytta ja lyhytta lapimenoaikaa
varten. Jos haluat lisatietoja kayttdjien validoiduista tydnkuluista QlAamp DSP Circulating
Kit -tarvikesarjan  1/R3-versioon liittyen, katso “Tavallinen protokolla:  Kiertdvien

nukleiinihappojen puhdistaminen 1-5 ml:sta ihmisen veriplasmaa” (sivu 32).

Tarkeitd huomioita ennen kuin aloitat

e Kaikki sentrifugointivaiheet on suoritettava huoneenlamméssa (15-25 °C).

o Katkaise tyhijion virta vaiheiden valillg, jotta voit varmistua yhdenmukaisesta ja tasaisesta

tyhijidsta protokollan eri vaiheiden valilla.

e Huomautus: Vacuum Pump -tyhjidpumpun paineen pitdd olla —=800...-900 mbar.

e Tasapainota naytteet huoneenldmpdon.

e Tdydennd ndytteen madrad lahimpadn tarkkaan lukuun (1-5 ml) fosfaattipuskuroidulla
keittosuolalla.

e Valmistele QlAvac 24 Plus -jdrjestelma sivun 19 kuvauksen mukaan.

e Kuumenna vesihaude tai lampdlevy 56 °C:n lampétilaan, jotta niitd voidaan kayttad
50 ml:n sentrifugiputkien kanssa vaiheessa 3.

e Tasapainota QlAamp Mini spin column -putket huoneenlémpddn véhintaén yhtd tuntia
ennen kayttdd.

e Varmista, ettd Buffer ACB, Buffer ACW1 ja Buffer ACW2 on valmisteltu (lisaamalla
isopropanolia tai etanolia), sivulla 24 olevien ohjeiden mukaan.

o lisad Buffer AVE:ssa kayttovalmiiksi saatettua kantaja-RNA:ta Buffer ACL:Gén taulukon 2

ohjeiden mukaan.
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Taulukko 2. Buffer ACL:n ja kantaja-RNA:n madrd (Buffer AVE:hen livenneet), joka vaaditaan 1-5 ml:n ihmisen
veriplasmanéytteiden kasittelyyn

Plasman madrdan (ml) A B C D E Kantaja-RNA:n
asefukset mddrd Buffer
1 ml 2 ml 3ml 4ml 5ml AVE:ssé (pl)
Naytteiden maédra 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 8,9 7,0 10,6 14,1 17,6 22,5
5 4,4 8,8 13,2 17,6 22,0 28,1
6 5,3 10,6 15,8 21,1 26,4 33,8
7 6,2 12,3 18,5 24,6 30,8 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 73,1
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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Toimenpide: Breeze-tuuletusprotokolla

1. Pipetoi QIAGEN Proteinase K, plasma ja Buffer ACL tdssd jdrjestyksessd 50 ml:n

sentrifugiputkeen (ei sisélly pakkaukseen).

Asetus A B C D E
ProtK (pl) 100 200 300 400 500
Plasma (ml) 1 2 3 4 5
ACL (ml) 08 1,6 2,4 3,2 4

2. Sulie korkki ja sekoita pulssivorteksilla 5 x 2 sekunnin ajan.

Varmista, ettad ndkyva nestepyodrre syntyy putkessa. Jotta saadaan aikaan tehokas lyysi,

ndytteen ja Buffer ACL:n lépikotainen sekoittuminen ja liuoksen homogeenisuus on tarkedd.

Huomautus: Alg keskeytd toimenpidettd témén ajan sisalla. Siirry heti vaiheeseen 3 ja aloita

lyysin inkuboiminen.
3. Inkuboi 56 °C:ssa (£1°C) 15 (1) minuutin ajan.
4. Aseta putki takaisin laboratorion poydalle ja kierrda korkki auki.

5. Lisaa Buffer ACB putkessa olevaan lysaattiin. Valitse madrd vaiheen 1 valmisteluosion mukaan.

Asetus A B C D E

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

6. Sulje korkki ja sekoita perusteellisesti pulssivorteksilla 5 x 2 sekunnin ajan.

Varmista, efté nékyva nestepydrre syntyy putkessa. Jotta saadaan aikaan tehokas lyysi,
ndytteen ja Buffer ACB:n I&pikotainen sekoittuminen ja livoksen homogeenisuus on tdrkedd.

7. Inkuboi lysaatin ja Buffer ACB:n muodostamaa seosta putkessa 5 (+1) minuutin ajan

huoneenldmmdssa.
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8.

13.

Aseta QlAamp Mini -putki QlAvac 24 Plus -jarjestelmdn VacConnector-liittimeen (katso
"QIAvac 24 Plus vacuum manifold yhjidjarjestelmén valmisteleminen” sivulla 19). Aseta
20 ml:n putkenpidentdja avoimeen QlAamp Mini -putkeen.

Varmista, ettd putkenpidentdjé on asetettu tivkasti QlAamp Mini -putkeen, jotta néytteen

vuotamiselta valtytaan.

Huomautus: Laita pesuputki talteen vaiheen 13 kuivapydritystd varten.

. Laita vaiheen 7 lysaatti varovasti QlAamp Mini -putken putkenpidentdjaan. Kytke virta

tyhjidpumppuun. Kun kaikki lysaatit on viety putkien lépi kokonaan, katkaise tyhjidpumpun
virta ja vapauta paine O millibaariin. Poista putkenpidentdja varovasti ja havita se.
Huomaa, ettd néytteiden suurilla lysaattiméarilla (noin 18 ml, jos aloitetaan 5 ml:n
naytteelld) saattaa kestad jopa 20 minuuttia kulkea lapi QlAamp Mini kalvon
tyhjidpaineen vaikutuksesta.

Jotta tyhijiépaineen vapauttaminen on nopeaa ja katevad, Vacuum Regulator -saénnéstelijad
suositellaan kaytettavaksi (osa QlAvac Connecting System -j@rjestelmad).

Huomautus: Jotta ristikontaminaatiolta véltytaén, &la laita QlAamp Mini -putkia ristiin

putkenpidentdijia poistettaessa.

. Laita 600 pl Buffer ACW1:t6 QlAamp Mini -putkeen. J&ta putken korkki auki ja avaa

tyhjiopumppu. Kun kaikki Buffer ACW1 on viety QlAamp Mini -putken lapi, katkaise

tyhjiépumpun virta ja vapauta paine O millibaariin.

. Laita 750 pl Buffer ACW2:ta QlAamp Mini -putkeen. Jata putken korkki auki ja avaa

tyhjidpumppu. Kun kaikki Buffer ACW2 on viety QlAamp Mini -putken lapi, katkaise

tyhjiépumpun virta ja vapauta paine O millibaariin.

. Laita 750 pl etanolia (96-100 %) QlAamp Mini -putkeen. Jata putken korkki auki ja avaa

tyhjidpumppu. Kun kaikki etanoli on viety spin-putken lapi, katkaise tyhjispumpun virta ja
vapauta paine O millibaariin.

Sulie QlAamp Mini -putken kansi. Poista se tyhjidputkistosta ja havitd VacConnectorliitin.
Aseta QlAamp Mini column -putki puhtaaseen 2 ml:in  pesuputkeen (vaiheesta 8)
ja sentrifugoi taydelld teholla (20 000 x g; 14 000 rpm) 3 (+0,5) minuutin ajan.
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14. Aseta QlAamp Mini -putki uuteen 2 ml:n pesuputkeen. Avaa kansi ja inkuboi kokoonpanoa

15.

huoneenladmmdssa 3 minuutin ajan, jotta kalvo kuivuu kokonaan.

Aseta QIAmp Mini -putki puhtaaseen 1,5 ml:n eluutioputkeen (sisaltyy pakkaukseen) ja
havitd 2 ml:n pesuputki (jota kaytettiin vaiheessa 14). Laita 20-150 pl Buffer AVE:ta
QlAamp Mini -putken kalvon keskelle. Sulje korkki ja inkuboi huoneenlampétilassa 3
(0,5) minuutin ajan.

Térkedd: Varmista, efté Buffer AVE -eluutiopuskuri on tasapainotettu huoneenlampdiseksi
(15-25 °C). Jos eluutio suoritetaan pienille madrille (< 50 pl), eluutiopuskuri on annosteltava

kalvon keskelle, jotta sitoutuneet nukleiinihapot eluoituvat kokonaan.

Eluution madra on joustava, ja sitd voi sGatad vastaamaan mydhempien kayttdtarkoitusten
vaatimuksia.

Buffer AVE:n pienempien mddrien eluutio johtaa korkeampaan nukleiinihappopitoisuuteen,
mutta saattaa myds aiheuttaa pienempdd kokonaissaantia.

Saatu eluutiaattimadré voi olla jopa 5 pl véhemman kuin QlAamp Mini -putken kalvolle

levitetty eluution maara.

Huomautus: Jos NA-saannin odotetaan olevan vahaistd, véhan sitovan putken kayttaminen

eluution aikana on suositeltavaa (ei sisélly pakkaukseen).

. Kéytd mikrosentrifugissa téydelld teholla 20 000 x g tai 14 000 rpm) 1 minuutin ajan,

jotta nukleiinihapot eluoituvat.
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Tavallinen protokolla: Kiertavien
nukleiinihappojen puhdistaminen
1-5 ml:sta ihmisen veriplasmaa

Tama protokolla koostuu QlAamp DSP Circulating NA Kit -tarvikesarjan kasikirjan 3. version

(R3) muuttumattomasta protokollasta, jota kéytetddn esim. olemassa olevissa kéyttdjien

validoimissa tydvaiheissa 1-5 ml:lle ihmisen plasmaa.

Tarkeitd huomioita ennen kuin aloitat

e Kaikki sentrifugointivaiheet on suoritettava huoneenlémméssa (15-25 °C).

e Katkaise tyhijion virta vaiheiden valilld, jotta voit varmistua yhdenmukaisesta ja tasaisesta
tyhjidsta protokollan eri vaiheiden valilla.
Huomautus: Vacuum Pump tyhjidpumpun paineen pitad olla -800...-900 mbar.

e Tasapainota néytteet huoneenldmpdén.

e Taydennd ndytteen m&ardd lahimpadn tarkkaan lukuun (1-5 ml) fosfaattipuskuroidulla
keittosuolalla.

e Valmistele QlAvac 24 Plus -jarjestelmé sivun 19 kuvauksen mukaan.

e Kuumenna vesihaude tai lampélevy 60°C lampétilaan, jotta niitd voidaan kéyttéd 50 ml:n
sentrifugiputkien kanssa vaiheessa 3.

e Aseta lampdlevy 56 °C lampétilaan. Lampélevyd kaytetdén 2 ml:n pesuputkien kanssa
vaiheessa 14.

® Tasapainota QlAamp Mini spin column -putkia huoneenldmmdssd véhintdén 1 tunnin ajan
ennen kaytoa.

e Varmista, etté Buffer ACB, Buffer ACW1 ja Buffer ACW2 on valmisteltu (lisdamélla
isopropanolia tai etanolia) sivulla 24 olevien ohjeiden mukaan.

o Lisad Buffer AVE:ssa kayttdvalmiiksi saatettua kantaja-RNA:ta Buffer ACL:Gén taulukon 3
ohjeiden mukaan.
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Taulukko 3. Buffer ACL:n ja kantaja-RNA:n médrd (Buffer AVE:hen livenneet), joka vaaditaan 1-5 ml:n ihmisen
veriplasmanéytteiden kasittelyyn

Plasman madrdn (ml) A C D E Kantaja-RNA:n
asefukset ol 2l 3l 2ol 5 ml :\'cjié.rii ?uffer
:ssd (pl)

Naytteiden maédra 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 8,9 7,0 10,6 14,1 17,6 22,5

5 4,4 8,8 13,2 17,6 22,0 28,1

6 5,3 10,6 15,8 21,1 26,4 33,8

7 6,2 12,3 18,5 24,6 30,8 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 73,1

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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Toimenpide: Tavallinen protokolla

1. Pipetoi QIAGEN Proteinase K, plasma ja Buffer ACL t&ssa jarjestyksessd 50 ml:n

sentrifugiputkeen (ei sisélly pakkaukseen).

Asetus A B C D E
ProtK (pl) 100 200 300 400 500
Plasma (ml) 1 2 3 4 5
ACL (ml) 08 1,6 2,4 3,2 4

2. Sulje korkki ja sekoita pulssivorteksilla 30 sekunnin ajan.

Varmista, etta ndkyva nestepyodrre syntyy putkessa. Jotta saadaan aikaan tehokas lyysi,

ndytteen ja Buffer ACL:n lépikotainen sekoittuminen ja liuoksen homogeenisuus on tarkedd.

Huomautus: Ald keskeytd toimenpidettd tamén ajan sisdllé. Siirry heti vaiheeseen 3 ja

aloita lyysin inkuboiminen.
3. Inkuboi 60 °C:ssa (1 °C) 30 (+2) minuutin ajan.
4. Aseta putki takaisin laboratorion poydalle ja kierra korkki auki.

5. Lisaa Buffer ACB putkessa olevaan lysaattiin. Valitse madré vaiheen 1 valmisteluosion mukaan.

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

6. Sulje korkki ja sekoita perusteellisesti pulssivorteksilla 30 sekunnin ajan.

Varmista, eftd nékyva nestepydrre syntyy putkessa. Jotta saadaan aikaan tehokas lyysi,

ndytteen ja Buffer ACB:n I&pikotainen sekoittuminen ja livoksen homogeenisuus on tdrkedd.

7. Inkuboi lysaatin ja Buffer ACB:n sekoitus putkessa 5 (+1) minuutin ajan jGdhauteessa.
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8.

Aseta QlAamp Mini -putki QlAvac 24 Plus -jarjestelmdn VacConnector-liittimeen (katso
"QIAvac 24 Plus vacuum manifold yhjidjarjestelmén valmisteleminen” sivulla 19). Aseta
20 ml:n putkenpidentdja avoimeen QlAamp Mini -putkeen.

Varmista, ettd putkenpidentdjé on asetettu tivkasti QlAamp Mini -putkeen, jotta néytteen

vuotamiselta valtytaan.

Huomautus: Laita pesuputki talteen vaiheen 13 kuivapyéritystd varten.

. Laita vaiheen 7 lysaatti varovasti QlAamp Mini -putken putkenpidentdjaan. Kytke virta

tyhjidpumppuun saatamalla sithen —800...~900 millibaarin paine. Kun kaikki lysaatit on
viety putkien lapi kokonaan, katkaise tyhjidpumpun virta ja vapauta paine O millibaariin.

Poista putkenpidentdjd varovasti ja havitd se.

Huomaa, eftd néytteiden suurilla lysaattimaérilla (noin 18 ml, jos aloitetaan 5 ml:n naytteelld)
saattaa kestad jopa 20 minuuttia kulkea l&pi QlAamp Mini kalvon tyhjidpaineen vaikutuksesta.
Jotta tyhjipaineen vapauttaminen on nopeaa ja katevdd, Vacuum Regulator -séénnéstelijad
suositellaan kaytettavaksi (osa QlAvac Connecting System -jarjestelmaay).

Huomautus: Jotta ristikontaminaatiolta véltytaan, &lé laita QlAamp Mini -putkia ristiin

putkenpidentdijia poistettaessa.

. Laita 600 pl Buffer ACW1:t6 QlAamp Mini -putkeen. J&ta putken korkki auki ja avaa

tyhjiopumppu. Kun kaikki Buffer ACW1 on viety QlAamp Mini -putken l&pi, katkaise

tyhjidpumpun virta ja vapauta paine O millibaariin.

. Laita 750 pl Buffer ACW2:ta QlAamp Mini -putkeen. Jata putken korkki auki ja avaa

tyhjidpumppu. Kun kaikki Buffer ACW2 on viety QlAamp Mini -putken l&pi, katkaise

tyhjiépumpun virta ja vapauta paine O millibaariin.

. Laita 750 pl etanolia (96-100 %) QlAamp Mini -putkeen. Jaté putken korkki auki ja avaa

tyhjispumppu. Kun kaikki etanoli on viety spin-putken lépi, katkaise tyhjidpumpun virta ja

vapauta paine O millibaariin.

. Sulie QlAamp Mini -putken kansi. Poista se tyhjidputkistosta ja hévitd VacConnector-liitin. Aseta

QIAamp Mini -putki puhtaaseen 2 ml:n pesuputkeen (vaiheesta 8) ja sentrifugoi taydella teholla
(20 000 x g; 14 000 rpm) 3 (+0,5) minuutin ajan.
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14.

15.

Aseta QlAamp Mini -putki uuteen 2 ml:n pesuputkeen. Avaa kansi ja inkuboi kokoonpanoa

56 °C (+1°C) lampdtilassa 10 (1) minuutin ajan, jotta kalvo kuivuu kokonaan.

Aseta QIAmp Mini -putki puhtaaseen 1,5 ml:n eluutioputkeen (sisaltyy pakkaukseen) ja
havitd 2 ml:n pesuputki (jota kaytettiin vaiheessa 13). Laita 20-150 pl Buffer AVE:ta
QlAamp Mini -putken kalvon keskelle. Sulje korkki ja inkuboi huoneenldmpétilassa 3

(0,5) minuutin ajan.

Térkedd: Varmista, efté Buffer AVE -eluutiopuskuri on tasapainotettu huoneenlampdiseksi
(1525 °C). Jos eluutio suoritetaan pienille maarille (< 50 pl), eluutiopuskuri on

annosteltava kalvon keskelle, jotta sitoutuneet nukleiinihapot eluoituvat kokonaan.

Eluution madra on joustava, ja sitd voi sGatad vastaamaan mydhempien kayttétarkoitusten
vaatimuksia.

Buffer AVE:n pienempien mddrien eluutio johtaa korkeampaan nukleiinihappopitoisuuteen,
mutta saattaa myds aiheuttaa pienempdd kokonaissaantia.

Saatu eluutiaattimédrd voi olla jopa 5 pl véhemman kuin QlAamp Mini -putkeen levitetty

eluution maara.

Huomautus: Jos NA-saannin odotetaan olevan vahaistd, véhan sitovan putken kayttaminen

eluution aikana on suositeltavaa (ei sisélly pakkaukseen).

. Kéytd mikrosentrifugissa téydelld teholla 20 000 x g tai 14 000 rpm) 1 minuutin ajan,

jotta nukleiinihapot eluoituvat.
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Laadunvalvonta

QIAGEN:in ISO-sertifioidun laadunvarmistusjarjestelman mukaisesti jokainen QlAamp DSP
Circulating NA Kit -tarvikesarjaerd testataan mdadrattyjen vaatimusten mukaisesti tuotteiden

yhdenmukaisen laadun takaamiseksi.

Rajoitukset

Jarjestelmén suorituskyky kiertdvien ja soluttomien nukleiinihappojen eristémistd varfen on
luotu ihmisen plasmandytteiden pohjalta seuraavista Blood Collection Tubes -verindyteputkista

johtamalla:

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

Kayttajan vastuulla on validoida jarjestelmén suorituskyky kaikissa niissa laboratoriossa

kéytetyissa menetelmissd, joita QIAGENin tekemét suorituskykytutkimukset eivéat kata.

Jotta voidaan minimoida diagnostisiin tuloksiin kohdistuvan negatiivisen vaikutuksen riski,
myShemmissad  kayttotarkoituksissa  on  hyddynnettava  riittavad  laaduntarkkailua.
Lisavalidointiin suositellaan kéytettévaksi seuraavia ohjeita: International Conference on
Harmonization of Technical Requirements (ICH), julkaisussa ICH Q2(R1) Validation
Of Analytical Procedures: Text And Methodology.

Saatu diagnostinen tulos on tulkittava yhdessd muiden kliinisten [8ydésten tai laboratorioldydésten

kanssa.
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Sisdltaa reagensseja, jotka riittévat <N> testiin

Viimeinen kayttopdivamadrs

Diagnostinen in vitro H&dkintélaite

Vastaanotettaessa

Avattava vastaanotettaessa. Séilytettdvd QIAamp Mini Spin column -putkissa 2-8 °C:ssa

Tuotenumero
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Materiaalinumero
Komponentit
Maara
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Lampétilarajoitus

Valmistaja

Katso kayttdohjeet

=1 T

Kirjoita péivamaara etanolin liséémisen jalkeen

Etanoli

Lk

[e]
v

Kirjoita péivamadrd isopropanolin liséémisen jdlkeen

IPA
IPA Isopropanoli
CONT Sisalto
q Seurauksena
GITC Guanidiinitiosyanaatti
GuHCI Guanidiinihydrokloridi

BRIJ 58 BR1 58
GTIN GTIN-numero
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Yhteystiedot

Teknisia ohjeita ja lisatietoja on teknisessa tukikeskuksessa osoitteessa support.giagen.com.
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Vianmadaritysopas

Tama vianmadritysopas voi auttaa mahdollisissa esiin tulevissa ongelmissa. Yhteystiedot ovat

takakannessa ja osoitteessa www.qgiagen.com.

Huomautuksia ja ehdotuksia

Vahan tai ei yhtaan nukleiinihappoja eluaatissa

a)

b)

q)

d)

g)

h)

Stabiloimattoman plasman
kéiyttd

Pidentynyt aika verindytteen
oton ja plasman valmistelun
vélilla

Naytteet, jotka on jaadytetty
ja sulatettu useammin kuin
kerran.

Néytteiden kohde-DNA:n

pieni pitoisuus

Naytteen tehoton lyysaus
Buffer ACL:ssé

Buffer ACL:n ja kantajo-
RNA:n muodostamaa seosta
ei ole sekoitettu tarpeeksi
Matalaprosenttisen efanolin
kéiytts 96—100-prosenttisen
sijasta

Buffer ACB on valmisteltu
vadrin

Buffer ACWT1 tai Buffer
ACW?2 on valmisteltu védrin
Buffer ACW1 tai

70-prosenttisella etanolilla
valmisteltu Buffer ACW?2

Stabiloimattomien plasmandytteiden kayttd saattaa johtaa DNA:n lisdantyneeseen
hajoamiseen. Suosittelemme CEN/TS 16835-3:2015 -ohjeen noudattamista. Toista
puhdistustoimenpide uusille naytteille.

Nukleoituneet verisolut saattavat hajota ja vapauttaa genomista DNA:ta plasmaan,
jolloin kohteen nukleiinihappo laimenee.

Toistuvaa pakastamista ja sulattamista on véltettavd, silla se saattaa johtaa DNA:n
hajoamiseen. Kéytd aina tuoreita ndytteitd tai vain kerran sulatettuja néytteitd.

Plasmandytteet jétettiin huoneenlampdadn liian pitkéksi aikaa. Toista
puhdistustoimenpide uusille néytteille.

Huomautus: joidenkin ihmisten plasman soluttoman NA:n pitoisuus saattaa olla
pieni. Talldin pitaa valita suurempi maard ndytettd ja pieni elvaattimaara.
Jos QIAGEN Proteinase K on altistunut korkeille lampétiloille pitkittyneesti, sen

vaikutus saattaa heiketé. Toista toimenpide uusilla néytteillé ja tuoreella QIAGEN
Proteinase K:lla.

Sekoita Buffer ACL kantaja-RNA:n kanssa kadntelemallé néité aineita siséltévad
putkea varovasti ainakin 10 kertaa.

Toista puhdistustoimenpide uusille néytteille 96-100-prosenttisella etanolilla. Ala
kéyté denaturoitua alkoholia, joka siséltdd muita aineita, kuten metanolia tai
metyylietyyliketonia.

Tarkista, ettd Buffer ACB:n pitoisuus saatettiin kdyttvalmiiksi oikealla maéralla
isopropanolia (ei etanolia, katso sivu 24).

Tarkista, efté Buffer ACW1- ja Buffer ACW2 -puskurilivokset laimennettiin oikealla
maaralla efanolia (katso sivu 24). Toista puhdistustoimenpide uusille néyftteille.

Tarkista, ettd Buffer ACW 1- ja Buffer ACW?2 -puskuriliuokset on laimennettu
96-100-prosenttisella etanolilla (katso sivu 24). Toista puhdistustoimenpide
vusille naytteille.

RNA tai DNA ei toimi hyvin entsyymireaktioissa

a)

Va&han tai ei yhtdan DNA:ta
eluaatissa

Katso mahdolliset syyt kohdasta “Véahan tai ei yhtaan nukleiinihappoja eluaatissa”
ylt&. Suurenna reaktioissa kéytettyé eluaatin méérad tarvittaessa.
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Huomautuksia ja ehdotuksia

b)  Kaytetty védré madrd Méérité sopiva eluaatin enimméismééré mydhempid kaytdtarkoituksia varten.
eluutiota Pienennd tai suurenna mydhempié kayttdtarkoituksia varten lisdttyd eluaattiméérad
sen mukaisesti. Eluution madraé voidaan s&étdd samassa suhteessa.

Huomautus: Buffer AVE:n pienempien médrien eluutio johtaa korkeampaan
nukleiinihappopitoisuuteen, mutta saattaa myds aiheutiaa pienempaa kokonaissaantia.

c)  Puskureita ei ole sekoitettu  Buffer ACW2 -pesupuskurin suolo- ja etanolikomponentit ovat ehkd eronneet
perusteellisesti. toisistaan, koska se on jétetty seisomaan pitkiksi ajoiksi ajojen vélilld. Sekoita
puskurit aina perusteellisesti ennen jokaista ajoa.

d)  Kantajo-RNA:n aiheuttama  Jos eluaatin kantaja-RNA aiheuttaa héiriété myshemméssd entsymaattisessa reaktiossa,
hairié voi olla tarpeen pienentad kantaja-RNA:n maarad fai jGttdd se kokonaan pois.

Yleinen kdsittely

a)  Tukkeutunut QlAamp Jos virtausnopeutta on véhennetty, tyhjién aikaa voidaan pidentdd.
Mini -putki Vaihtoehtoisesti voit sulkea VacValve-venttiilin, jos se on ollut kéytdssd, ja poistaa

putkenpidentdijén, VacConnectoriittimen ja VacValve-venttiilin muodostaman

kokoonpanon QlAamp Mini -putkesta ilman, etté menetét putkenpidentdijcn

lysaatteja.

Poista QlAamp Mini -putki tyhjidputkistosta, aseta se 2 ml:n pesuputkeen ja pydrita
sitd taydella teholla kunnes néyte on lapdissyt kalvon kokonaan. Korvaa
putkenpidentdijén, VacConnectoriittimen ja VacValve-ventiilin kokoonpano, joka
siséiltaa jélielld olevat lysaatit. Kytke virta tyhjidpumppuun, avaa VacValve-ventiili
ja jatka lopun lysaatin aseftelua.

Toista ylldoleva toimenpide, jos QlAamp Mini -putki tukkeutuu edelleen.

Plasmaan on saattanut muodostua kryosaostumia foistuvan jGédyttémisen ja
sulattamisen vuoksi. Ne saattavat tukkia QIAamp Mini -putken. Alg kayta plasmaa,
joka on jGédytetty ja sulatettu enemméin kuin kerran.

Jos kryosaostumat ovat nékyvid, puhdista néyte kéyttamallé sitd sentrifugissa
5 minuutin ajan teholla 16 000 x g.

b)  Vaihtelevat eluutiomaérat  Eri ndytteet voivat vaikuttaa lopullisen eluaatin méaéraén. Saatu eludtiaattimadrd
voi olla jopa 5 pl vahemman kuin QlAamp Mini -putkeen levitetty eluution maard.

c)  -800...-900 millibaarin Tyhijioputkistoa ei ole suljettu tivkasti. Paina tyhjicputkiston kantta alas kun tyhjid on
tyhjidpainetta ei saavutettu  kdynnistetty. Tarkista, onko tyhjidpaine saavutettu.

QIAvackannen tiiviste on loppuunkulunut. Tarkista putkiston fiiviste silmémédrdisesti
ja vaihda tarpeen vaatiessa.

VacValves-venttiilit ovat loppuunkuluneet. Poista kaikki VacValves-ventiilit ja aseta
VacConnectorsiittimet suoraan luer-pidennyksiin. Aseta QlAamp Mini -putket
VacConnectorsiittimiin, sulje putkien kansi ja kéynnistd tyhjic. Tarkista, onko
tyhjidpaine saavuteftu. Vaihda VacValves-ventiiilit tarpeen vaatiessa.

Tyhijidpumpun liitéintd vuotaa. Sulje kaikki luer-pidennykset luer-korkeilla ja kytke virta
tyhjidpumppuun. Tarkista tyhjidpaineen tasaisuus pumpun kéynnistyksen jélkeen

(ja onko Vacuum Regulator séé@nnéstelijén venttiili suljettu). Vaihda pumpun ja
tyhjidputkiston liiténnat keskendén tarpeen vaatiessa.

Jos tyhjiépainetta ei edelleenkddn saavuteta, korvaa tyhjispumppu tehokkaammailla.
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Liite A: Suositus veriplasman erottamiselle
ja sdilyttamiselle

Lisctietoja verindyteputkien (esim. PAXgene ccfDNA tube- tai Streck CellFree DNA
tube -putket) stabilisoinnista saat valmistajan ohjeista plasman erottamiseen ja sdilyttdmiseen
liittyen. Suosittelemme ndiden sailytysolosuhteiden validointia sen mukaan, millaisia

mydhempid kaytatarkoituksia ja kohteita sinulla on néytteille.
Stabiloimatonta BCT:té& varten suosittelemme seuraamaan CEN/TS 16835-3:2015 -ohjeita.

Jotta kiertavat ja soluttomat nukleiinihapot voidaan erottaa veringytteistd, suosittelemme tamén
protokollan seuraamista. Se sisdltad korkean g-voiman sentrifugointivaiheen, jotta solujadnteet
saadaan poistettua ja ndin vdhennettyd néytteen solujen mahdollisesti genomista DNA:ta
ja RNA:ta.

1. Aseta kaikki EDTA Blood in BD Vacutainer® tubes -putket (tai muut padveringyteputket,
joissa EDTA on antikoagulaatting) sentrifugiin, joka on viilennetty 4 °C lampétilaan ja

jossa on ulos kaantyva roottori ja asianmukaiset kotelot.
2. Sentrifugoi veringytteitd 10 minuutin ajan teholla 1900 x g (3000 rpm) 4 °C:ssa.

3. Aspiroi plasman supernatantti varovasti ilman ettd plasmasolujen pintakerros hairiintyy.

Yhteen 10 ml:n padverindyteputkeen mahtuu 4-5 ml plasmaa.

Huomautus: Plasmaa voidaan kayttad kiertavien nukleiinihappojen eristamiseen tassa
vaiheessa. Seuraava suurella nopeudella toimiva sentrifugi kuitenkin poistaa ylimaardisen
solujaénteen ja kiertavien nukleiinihappojen kontaminaatit vaurioituneista nukleoituneista

verisoluista johdetun genomisen DNA:n ja RNA:n avulla.
4. Aspiroitu plasma siirretddn tuoreeseen sentrifugiputkeen.

5. Sentrifugoi plasmandytteité 10 minuutin ajan nopeudella 16 000 x g (kiintedkulmaisessa

roottorissa) 4°C:n lampétilassa.
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6.

Nain ylimaardiset ja solulliset nukleiinihapot, jotka ovat kiinni solujadnteissd, poistetaan.

Poista supernatantti varovasti ja siirrd se uuteen putkeen pellettia hairitsemattd.

7. Jos plasmaa kaytetaén nukleiinihappojen erottamiseen samana pdivang, sailytd sitd

2-8°C:n lampétilassa seuraavaan kasittelyyn asti. Pidemmén sdilytyksen aikana plasman
alikvootit seka stabiloimattomat verindyteputket voidaan sdilyttad —20 °C:n (kun kohteena
on DNA) tai =80 °C:n ladmpétilassa (kun kohteena on RNA) ainakin 4 viikon ajan. Ennen
kuin kaytat plasmaa kiertdvien nukleiinihappojen erottamiseen, sulata plasmaputket

huoneenldmmdssa.

. Valinnainen: Sentrifugoi plasmandytteité 5 minuutin ajan nopeudella 16 000 x g

(kiintedkulmaisessa roottorissa), jotta saat poistettua kryosaostumat.

Valinnainen: Siirré supernatantti uuteen putkeen ja aloita kiertdvien nukleiinihappojen

eroffamisen protokolla.
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Liite B Yleisia huomautuksia RNA:n kasittelysté

RNA:n kasitteleminen

Ribonukleaasit (RNaasit) ovat erittdin vakaita ja aktiivisia entsyymejd, jotka eivat tavallisesti
edellytd kofaktoreita toimiakseen. Koska RNaaseja on vaikea inaktivoida ja jopa pikkuruiset
m&ardt riittdvat tuhoamaan RNA:ta, mitdén muovi- tai lasitarvikkeita ei saa kaytaa
poistamatta ensin mahdollista RNaasi-kontaminaatiota. On oltava erittdin varovainen, eftei
RNaaseja viedd vahingossa RNA-n&ytteeseen puhdistustoimenpiteen aikana tai sen jdlkeen.
Jotta voidaan luoda ja yllapitaad RNaasitonta ympdristdd, esikasittelyn aikana on ryhdyttava
seuraaviin varotoimiin ja kdytettava kertakayttdisia ja ei-kertakayttdisia astioita ja livoksia

RNA:n kanssa tydskenneltéessa.

Yleinen kasittely

Asianmukaista mikrobiologista, aseptista tekniikkaa on aina kdaytettava tydskenneltéessd
RNA:n kanssa. Kasissa ja polyssa voi olla bakteereita ja homeita, ja ne ovat yleisia RNaasi-
kontaminaation lghteitd. Estd ihon pinnan tai pdlyisten laboratoriovélineiden aiheuttamat
RNaasi-kontaminaatiot kayttamalla aina lateksi- tai vinyylikasineitd, kun kasittelet reagensseja
ja RNA-ngytteitd. Vaihda késineet usein ja pidé putket suljettuina aina kun mahdollista. Pida

puhdistettu RNA jaéssd, kun alikvootteja pipetoidaan mydhempid kaytotarkoituksia varten.

Kertakayttdiset muoviosat

Steriilien, RNaasittomien ja kertakdytdisten polypropyleeniputkien kéytté on suositeltavaa

koko toimenpiteen ajan.

QIAamp DSP Circulating NA Kit tarvikesarja Kéyttoohije (kasikiria) 09/2019 45



Tilaustiedot

Tuote Sisalté Tuotenro
QIAamp DSP Circulating 50 preparaatiota varten: QlAamp 61504
NA Kit (50) Mini -putket, putkenpidentdiét, VacConnector-

liitimet, QIAGEN Proteinase K, reagenssit,
puskurit ja kerdysputket

Lisdvarusteet
QlAvac 24 Plus vacuum Tyhjidputkisto 1-24 spin-putken 19413
manifold* kasittelyyn: QlAvac 24 Plus Vacuum

manifold -tyhjidputkisto, luer-tulpat,

pikaliitannat

Vacuum Pump* Yleinen tyhjidpumppu 84010
[USA ja
Kanada]
84000
[Japani]
84020
[muut
maat]
QIAvac Connecting System*  Jarjestelmd, jolla yhdistetdan tyhijidputkisto 19419

* Kaytettcvéiksi tyhjidprotokollien kanssa.

ja tyhjidpumppu: sisaltaa tarjottimen,
igtepullot, putket, liitannat, venttiilin,
mittarin ja 24 VacValves-venttiilia

Voimassa olevat lisenssitiedot ja tuotekohtaiset vastuuvapauslausekkeet ovat saatavilla

tuotekohtaisista QIAGEN-sarjojen kaytdoppaista tai kasikirjoista. QIAGEN-sarjojen kasikirjat

jo kayttdoppaat ovat saatavilla osoitteessa www.qgiagen.com, tai niitd voi tiedustella

QIAGEN:in teknisesta palvelusta tai paikalliselta jalleenmyyijalta.
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Kasikirjan muutoshistoria

Paivam Muutokset
R4 Kayttdtarkoitus muutettu vastaamaan vain soluttomia nukleiinihappoja ihmisen
09/2019 plasmassa. Mukaan luettuna Breeze-tuuletusprotokolla. Ei sisalla protokollaa

virtsalle eika miRNA:lle.

Turvallisuustietojen pdivitys.

Rajoitettu lisenssisopimus QIAamp DSP Circulating NA Kit -tarvikesarjasta
Tamdn tuotteen kéyttd tarkoittaa ostajan tai kéytdjén suostumusta noudattaa seuraavia ehtoja:

1. Tuoteﬂa saa kéyttdd ainoastaan tuotteen mukana toimitettujen asiakirjojen ja t&mén kdyttéoppaan ohjeiden mukaan, ja sen kanssa saa kdyttad vain sarjan
témi& komponentteja. QIAGEN ei mydnnd lisenssid mihinkddn aineettomaan omaisuuteensa, eikd témén sarjan oheisia komponentteja saa kéyttad tai
liittéa muihin komponentteihin, jotka eivét sislly tdhén sarjaan, kuten tuotteen mukana toimitetuissa asiakirjoissa, téssé kéytdoppaassa ja lisimateriaalissa
mainitaan. Ne ovat saatavilla osoitteesta www.qgiagen.com. Osa lisémateriaalista on QIAGEN-kéyttdjien toisille QIAGEN-kayttdiille laatimaa. QIAGEN ei
ole testannut tai tarkistanut kyseistd materiaalia. QIAGEN ei anna takuuta lisémateriaalille eika takaa, ettei se loukkaa kolmansien osapuolten oikeuksia.

2. Muutoin kuin nimenomaisesti ilmoitettujen kéyttéoikeuksien osalta QIAGEN ei takaa, ettd t&émé sarja ja/tai sen kayttajat eivét loukkaa kolmansien osapuolten
oikeuksia.

3. Té&ma sarja ja sen komponentit on lisensoitu kertakdyttéon, eikd niita saa kéyttéd vudelleen, kunnostaa tai myydd eteenpéin.

4. QIAGEN kiistda nimenomaisesti kaikki kdyttdoikeudet, suorat tai epésuorat, joita ei ole fassé nimenomaisesti ilmoitettu.

5. Sarjan ostaja ja kéytajd suostuvat siihen, ettd he eivét ryhdy tai anna kenellekdén toiselle lupaa ryhtyé toimenpiteisiin, jotka saattavat aiheuttaa tai edistéa

mitdén yllé kiellettyé toimintaa. QIAGEN voi kadntyé minké tahansa tuomioistuimen puoleen pannakseen tayténtdsn témén rajoitetun lisenssisopimuksen kiellot
ja saada hyvityksen kaikista valmistelu- ja oikeuskuluista (asianajopalkkiot mukaan lukien), kun tarkoituksena on témén rajoitetun lisenssisopimuksen tai sarjaan
ja/tai sen kompc ihin liittyvien immateriaalioikeuksien taytantsénpano.

Katso pdivitetyt kéyttdoikeusehdot osoitteesta www.qiagen.com.

Tavaramerkit: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp® (QIAGEN Group); BD Vacutainer® (Becton, Dickinson and Company); Tween® (ICI Americas Inc.).
Téssd asiakirjassa mainittuja rekisterdityjé nimid, tavaramerkkejd jne. on pidettévd lain suojaamina, vaikkei niitd olisi erityisesti sellaisiksi merkitty.

1118364 10/2019 HB-0466-005 © 2019 QIAGEN, kaikki oikeudet pidatetddn.
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