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СОП-ЛФ-6.ВиП-001
Выделение циркулирующей ДНК из плазмы
1. Введение, цель
Настоящая методика устанавливает порядок выделения циркулирующей внеклеточной ДНК из плазмы пациентов, депонированной в КБМЗ ИХБФМ СО РАН.
2. Назначение
Получение препаратов нуклеиновых кислот из плазмы является заключительным этапом включения образца в Коллекцию биоматериалов (ДНК, РНК и плазма) пациентов, страдающих мультифакторными социально-значимыми заболеваниями.
3. Термины и определения
СОП – стандартная операционная процедура;
КБМЗ - Коллекция биоматериалов (ДНК, РНК и плазма) пациентов, страдающих мультифакторными социально-значимыми заболеваниями
Оператор – сотрудник лаборатории, в должностные обязанности которого входит проведение и обеспечение работ по выделению нуклеиновых кислот из плазмы.
4. Пересмотр

Данная СОП вводится впервые.

5. Материалы и оборудование
5.1 Материалы и реактивы

	Наименование основных реактивов и материалов
	НТД, производитель, страна

	Водорода перекись, медицинская
	ГОСТ 177-88

	Дезинфицирующее средство «Ника-Хлор», 3 упак.
	ООО «Волга Снаб», Россия

	Дистиллированная вода (MQ)
	ГОСТ 6709-72

	Контейнер КДС-КРОНТ, 2 штуки
	ООО «Волга Снаб», Россия

	Спирт этиловый ректификованный из пищевого сырья
	ГОСТ 5962-2013

	Спирт изопропиловый
	ГОСТ 9805-84

	Буфер фосфатно-солевой (порошок) PBS 5л 10Х, 1 шт
	Santa Cruz Biotechnology, США

	Мерные цилиндры вместимость 50 мл, 1000 мл, 4 штуки
	ГОСТ 1770-74

	Штатив на 15 мл, 40 мест, полипропилен, d 20 мм, 2 штуки
	Deltalab, Испания

	Штатив для пробирок 1,5-2 мл на 50 мест, полистирол, 2 штуки
	Axygen, США

	Наконечники универсальные для дозаторов объемом до 200 мкл, желтые с фаской, T-200-Y
	Axygen, США

	Наконечники до 1000 мкл (от 100 мкл), голубые
	Axygen, США

	Микроцентрифужные пробирки градуированные объемом 1,5 мл
	Axygen, США

	Пробирки Roche cell-free DNA collection tube LOT A160634C
	Roche, Швейцария

	Пробирки 15 мл, ПП, резьбовые, конические, с крышкой
	Axygen, США

	Набор QIAamp Circulating Nucleic Acid, 20 кор
	Qiagen, Нидерланды



	Автоматическая пипетка 1-10 мкл, 1 шт.
	Thermo Scientific, США

	Автоматическая пипетка 10-100 мкл, 1 шт.
	Thermo Scientific, США

	Автоматическая пипетка 100-1000 мкл, 1 шт.
	Thermo Scientific, США


5.2 Оборудование

	Оборудование
	НТД, производитель, страна

	Шкаф лабораторный вытяжной с блоком УФ-облучения
	ЗАО "ЛАМИНАРНЫЕ СИСТЕМЫ", Россия

	Холодильник (+40С) для хранения биоматериала (кровь), 2 штуки
	Indesit, Италия

	Морозильник низкотемпературный (-800C) для хранения биоматериала (плазма)
	Thermo Scientific, США

	Морозильник низкотемпературный (-800C) для хранения биоматериала (нуклеиновые кислоты)
	Thermo Scientific, США

	Центрифуга Eppendorf 5810R
	Eppendorf, Германия

	Термостат твердотельный TS-100, с перемешиванием, с термоблоком SC-24N 
	Biosan, Латвия

	Термостат электрический суховоздушый ТС-1/20 СПУ
	Компания ОАО «Смоленское СКТБ СПУ», Россия

	Вакуумный коллектор QIAvac 24 Plus 
	Qiagen, Нидерланды

	Соединяющая система QIAvac 
	Qiagen, Нидерланды

	Вакуумный насос, (230 V, 50 Hz)
	Qiagen, Нидерланды

	Центрифуга Heraeus Pico 17 с 24х местным ротором для пробирок 1,5/2 мл с герметичной защелкивающейся крышкой, без адапторов
	Heraeus, Германия

	Вортекс
	Advanced Vortex Mixer Talboys, Troemner, США

	Дистиллятор
	SG-Wasser, Сингапур


5.3 Комплект спецодежды

	Одежда
	НТД, производитель, страна

	Колпак медицинский
	ГОСТ 2313478

	Перчатки хирургические резиновые
	ГОСТ 3-88

	Маска медицинская 
	ГОСТ EN 13795-1-2011

	Халат медицинский
	ГОСТ 24760-81


6. Помещения

Проведение работ осуществляется на базе лаборатории фармакогеномики ИХБФМ.
7. Процедура
7.1 Подготовительный этап
7.1.1. Подготовка персонала к проведению работ

– надеть халат медицинский, перчатки, колпак и маску. Дальнейшую работу вести в условиях ламинарного вытяжного шкафа с блоком УФ-облучения.
7.1.2. Приготовление дезинфицирующего раствора

– приготовить 3% раствор перекиси водорода, в стеклянный цилиндр налить (100±1) мл 30% перекиси водорода и довести объем до 1000 мл водопроводной водой, данный раствор может быть использован в течение 48 ч;
- приготовить рабочий раствор дезинфицирующего средства «Ника-Хлор» согласно инструкции производителя, в частности для медицинских отходов в случае работы с биологическими выделениями (кровь) необходимо 4/7 таблеток на 10 литров воды с экспозицией 240/60 минут. 
7.1.3. Подготовка боксового помещения к работе

– обработать 3% раствором перекиси водорода поверхности помещения и оборудования до начала работ;

– обработать ламинарный бокс и помещение ультрафиолетовыми лучами до начала работ в течение 15 мин.
7.1.4. Приготовление буфера ACB
Перед использованием, добавьте 200 мл изопропанола (100%) к 300 мл концентрированного буфера ACB для получения 500 мл готового буфера ACB. Хорошо перемешайте.

7.1.5. Приготовление буфера ACW1

Перед использованием, добавьте 25 мл этанола (96-100%) к 19 мл концентрированного буфера ACW1 для получения 44 мл готового буфера ACW1. Хорошо перемешайте.
7.1.5. Приготовление буфера ACW2

Перед использованием, добавьте 30 мл этанола (96-100%) к 13 мл концентрированного буфера ACW2 для получения 43 мл готового буфера ACW2. Хорошо перемешайте.
7.1.6. Добавление РНК-носителя к буферу ACL
Добавить 1550 мкл буфера AVE в пробирку, содержащую 310 мкг лиофилизированного РНК-носителя (конечная концентрация РНК-носителя 0,2 мкг/мкл). Растворите РНК-носитель полностью, разделите его на аликвоты с удобными размерами и храните их при температуре от -15 до -30 ° C. Не замораживайте-оттаивайте аликвоты несущей РНК более трех раз. Обратите внимание, что РНК-носитель не растворяется в буфере ACL. Сначала она должна быть растворена в буфере AVE, а затем добавлена в буфере ACL. Перед выделением рассчитайте объем буфера ACL с РНК-носителем, необходимый для каждой партии образцов в соответствии с таблицами в инструкции. Смешайте буфер ACL и РНК-носитель, аккуратно перемешайте, во избежание вспенивания – не встряхивайте. 
7.2. Основной этап
7.2.1. Получение плазмы
- Необходимое, кратное количество образцов крови достать из холодильника (на +40C), поставить в рабочий штатив; 
- Остальные образцы немедленно убрать обратно в холодильник, на +40C;
- Образцы крови центрифугировать при 2000g в течение 10 минут;

- Перенести плазму в новую пробирку на 15 мл и повторить центрифугирование (10 минут, 2000g);
- После второго центрифугирования разаликвотировать плазму по 1000 мкл в микроцентрифужные градуированные предварительно подписанные пробирки объемом 1,5 мл, и хранить в низкотемпературном холодильнике, обеспечивающем постоянное поддержание температуры на уровне минус 78 - 800С.
- В случае передачи в коллекцию КБМЗ ИХБФМ СО РАН уже готовых образцов плазмы, использовать для выделения нуклеиновых кислот аликвоту (1000 мкл). 
Оставшиеся после центрифугирования осадки подвергаются инактивации и уничтожению.
7.2.3. Выделение нуклеиновых кислот из плазмы
Для выделения нуклеиновых кислот из плазмы оператор достает по одной аликвоте образца из низкотемпературного холодильника, и отмечает ее идентификационный номер в рабочем журнале. Идентификационный номер должен соответствовать номеру в базе данных КБМЗ ИХБФМ СО РАН и состоять как минимум из 3-х цифр и двух букв. 

Максимальное рекомендуемое количество выделяемых из плазмы образцов не должно превышать 24 штук.
Непосредственное выделение нуклеиновых кислот из плазмы оператором проводится строго по протоколу производителя (EN) - QIAamp Circulating Nucleic Acid Handbook (Qiagene, Нидерланды).

1. Добавьте 100 мкл QIAGEN Proteinase K в 50 мл пробирки для центрифугирования.

2. Добавьте 1 мл плазмы в 50 мл пробирки для центрифугирования.

3. Добавьте 0,8 мл буфера ACL (содержащий 1,0 мг носителя РНК). Закройте крышку и перемешайте на пульс-вортексе в течении 30 секунд. Убедитесь визуально, что смесь перемешена. Для обеспечения эффективного лизиса необходимо, чтобы образец и буфер ACL тщательно перемешивались, чтобы получить однородный раствор.

Примечание. Не прерывайте процедуру в это время. Перейдите сразу к шагу 4, чтобы начать лизис.
4. Инкубируйте при 60°C в течении 30 минут.

5. Поместите пробирку обратно на лабораторный стол в планшет и отвинтите колпачок.

6. Добавьте 1,8 мл буфера ACB к лизату в пробирке, закройте крышку и перемешайте на пульс-вортексе в течении 15-30 сек.
7. Инкубируйте смесь лизат-буфер ACB в пробирке в течении 5 минут на льду.
8. Вставьте колонку QIAampMini в VacConnector на QIAvac 24 Plus. Вставьте удлинитель 
20 мл в открытую колонку QIAamp Mini. Убедитесь, что удлинитель прочно вставлен в колонку QIAamp Mini, чтобы избежать утечки образца. Примечание. Сохраните пробирку для шага 13.

9. Осторожно добавьте смесь лизат-буфер ACB из пробирки на шаге номер 7 в колонку QIAamp Mini. Включите вакуумный насос. Когда все лизаты полностью пройдут через колонку, выключите вакуумный насос и отпустите давление до 0 мбар. Осторожно удалите и выбросьте удлинитель. Для быстрого и удобного сброса вакуумного давления необходимо использовать вакуумный регулятор (часть системы подключения QIAvac). Примечание. Чтобы избежать перекрестного загрязнения, будьте осторожны, не допускайте перемещения удлинителей по соседним QIAamp Mini колонкам.
10. Добавьте 600 мкл буфера ACW1 в QIAamp Mini колонки. Оставьте крышку колонки открытой и включите вакуумный насос. После этого пропустите буфер ACW1 сквозь колонку QIAamp Mini, выключите вакуумный насос и отпустите давление до 0 мбар.
11. Добавьте 750 мкл буфера ACW2 в колонку QIAamp Mini. Оставьте крышку колонки открытой и включите вакуумный насос. После этого пропустите буфер ACW2 сквозь колонку QIAamp Mini, выключите вакуумный насос и отпустите давление до 0 мбар.
12. Добавьте 750 мкл этанола (96-100%) в колонку QIAamp Mini. Оставьте крышку колонки открытой и включите помпу вакуумного насоса. После этого пропустите буфер ACW2 сквозь колонку QIAamp Mini, выключите вакуумный насос и отпустите давление до 0 мбар.
13. Закройте крышку колонки QIAamp Mini. Удалите VacConnector из вакуумного коллектора и выбросьте его. Поместите колонку QIAamp Mini в пробирку из шага 8 и центрифугируйте при 20 000g в течение 3 минут.
14. Поместите колонку QIAamp Mini в новую пробирку объемом 2 мл. Откройте крышку и инкубируйте при 56 ° C в течение 10 минут, чтобы полностью высушить мембрану.
15. Поместите колонку QIAamp Mini в чистую пробирку на 1,5 мл и выбросите пробирку с этапа 14. Осторожно нанесите 20-150 мкл буфера AVE в центр мембраны QIAamp Mini. Закройте крышку и инкубируйте при комнатной температуре в течение 3 мин.

Важно: Убедитесь, что буфер элюирования AVE прогрет до комнатной температуры

(15-25°С). Если элюирование проводят небольшими объемами буфера AVE (<50 мкл), буфер следует распределить по центру мембраны для полного элюирования связанной ДНК. Объем элюирующего буфера AVE может быть адаптирован в соответствии с требованиями последующего анализа. Объем элюата будет на 5 мкл меньше объема буфера AVE, нанесённого на колонку QIAamp Mini.
16. Центрифугируйте в микроцентрифуге на полной скорости (20 000g) в течение 1 мин для элюирования нуклеиновых кислот.
По окончании процедуры выделения оператор должен отметить номера выделенных образцов и дату выделения нуклеиновых кислот в базе данных КБМЗ ИХБФМ СО РАН.

7.3 Хранение образцов нуклеиновых кислот
Выделенные нуклеиновые кислоты из плазмы, находящиеся в микроцентрифужных пробирках на 1,5 мл, оператор должен поставить в штативы и хранить в низкотемпературном холодильнике, обеспечивающем постоянное поддержание температуры на уровне минус 78 - 800С. 

За работой холодильного оборудования осуществляется систематический визуальный контроль. Показания встроенных датчиков температуры, отражающих температуру внутри холодильников, не менее двух раз за рабочую смену регистрируют в специальных контрольных листах. Кроме того, используемые модели морозильников снабжены звуковыми сигнальными устройствами «Alarm», которые включаются в случае повышения температуры внутри морозильной камеры до минус 65—680С, что позволяет своевременно принять меры к сохранности биологических материалов.

Длительность хранения образцов биологического материала при соблюдении рекомендованного температурного режима не ограничена.

При аварийном отключении электроэнергии и размораживании холодильной камеры составляют акт о нарушении хранения образцов биологического материала. Биологические образцы с утраченными аттестационными характеристиками подвергаются списанию, инактивации и уничтожению.
7.3.1. Инактивация и уничтожение биологических образцов
Для дезинфекционной обработки пробирок, содержащих образцы биологических материалов по окончании работы с ними (пробирки со сгустками крови, сывороткой или плазмой крови, одноразовые капилляры и другое) используют разрешенные к применению дезинфицирующие средства из числа рекомендованных соответствующими нормативными документами (СП 1.3.2322-08) или физические методы дезинфекции с помощью оборудования, разрешенного для этих целей в установленном порядке. 

Для дезинфекции выделений (кровь) и используют в основном хлорактивные средства (например, Дезинфицирующее средство «Ника-Хлор»). Для этого пробирки со сгустками крови замачивают в заранее приготовленном растворе «Ника-Хлор» (см. выше). 
Дезинфекция выделений, крови, мокроты и др. проводится также сухими хлорактивными ДС (хлорная известь, кальция гипохлорит нейтральный и пр.), в этом случае дезинфицирующее средство «Ника-Хлор» размельчить до гранул и использовать 50/80/100 г на 1 л выделений (кровь) с экспозицией 90/60/30 минут. Данный метод можно применить в экстренных ситуациях и при невозможности приготовления растворов:  пролитую кровь можно засыпать гранулами «Ника-Хлор» и оставить до полного впитывания. После чего собрать использованный порошок и утилизировать как медицинские отходы. 
Все дезинфекционные работы осуществляют в специальных контейнерах (Контейнер КДС-КРОНТ) путем полного погружения обрабатываемых материалов в дезинфицирующий раствор (Дезинфицирующее средство «Ника-Хлор»), с соблюдением заполнения раствором всех внутренних полостей обрабатываемых материалов; во время дезинфицирующей обработки контейнеры должны быть закрыты крышками. Вытряхивание необеззараженного сгустка крови из пробирки (флакона) запрещается. При погружении в дезинфицирующий раствор емкостей со сгустками крови необходимо соблюдать осторожность. Емкость берут анатомическим пинцетом так, чтобы одна его бранша вошла немного внутрь, и погружают ее в наклонном положении до полного заполнения раствором. При правильном погружении воздушные пузыри не образуются и емкость опускается на дно. После погружения всех емкостей пинцет обеззараживают (пункт в редакции, введенной в действие с 1 августа 2009 года Дополнениями и изменениями N 1 от 2 июня 2009 года).
По окончании времени обработки указанные материалы извлекают из контейнеров и после стекания дезинфицирующей жидкости упаковывают в пластиковые или бумажные пакеты, которые передают для обработки текучим паром в автоклаве (в соответствии с распорядком работы дезинфекционной службы). При автоклавировании достигается не только дополнительная дезинфекция, но и деформация (плавление и спекание) отдельных фрагментов изделий, что не позволяет их использовать повторно.
7.4. Завершающий этап

– обработать 3% раствором перекиси водорода поверхности помещения и оборудования после окончания работ;

– обработать вытяжной шкаф и помещение ультрафиолетовыми лучами после окончания работ в течение 15 мин
 – перед использованием штатива, его необходимо замочить в 6% растворе перекиси водорода в контейнере КДС-КРОНТ, избегая образования воздушных пробок. Экспозиция не менее 6 ч.

8. Охрана труда и техника безопасности

При проведении процедуры необходимо соблюдать следующие инструкции по технике безопасности и инструкции по биобезопасности:

1. ИОТ – 02 Инструкция по ОТ для неэлектротехнического персонала по электробезопасности на I квалификационную группу;

2. ИОТ – 10 Инструкция по ОТ при работе с облучателем бактерицидным ОБНП 2(2х15-01) «Генерис»;

3. ИОТ – 34 Инструкция по ОТ при работе с ЛВЖ в лабораториях института;

4. ИОТ – 72 Инструкция по ОТ при работе с перекисью водорода и органическими перекисными соединениями;

5. ИОТ – 86 Инструкция о мерах ПБ в лабораториях;

6. ИОТ – 99 Правила работы с микроорганизмами III-IV группы патогенности и возбудителями паразитарных болезней.

9. Нормативные ссылки. 
1. Методические рекомендации « Организация преаналитического этапа при централизации лабораторных исследований крови» (Одобрены на общероссийской научно-практической конференции «Реальные клинико-диагностические лабораторные услуги: степень соответствия стандартам лабораторной медицины, качество, себестоимость и цена» (Москва, 2-4 октября 2012 г.)

2. ГОСТ Р 53079.4─2008. «Технологии медицинские лабораторные. Обеспечение качества клинических лабораторных исследований. Часть 4. Правила ведения преаналитического этапа». Введен в действие с 1.01.2010 года.

3. СанПин 1.3.2322-08 «Безопасность работы с микроорганизмами III-IV групп патогенности (опасности) и возбудителями паразитарных заболеваний»
4. СП 1.3.2518-09 Дополнения и изменения N 1 к санитарно-эпидемиологическим правилам "Безопасность работы с микроорганизмами III-IV групп патогенности (опасности) и возбудителями паразитарных болезней. СП 1.3.2322-08"
5. «Правила устройства, техники безопасности, производственной санитарии, противоэпидемического режима и личной гигиены при работе в лабораториях (отделениях, отделах) санитарно-эпидемиологических учреждений системы здравоохранения СССР», Москва, 1981 г.

6. Методические указания «Организация работы лабораторий, использующих методы амплификации нуклеиновых кислот при работе с материалом, содержащим микроорганизмы I-IV групп патогенности», 2009 г.

7. Ссылка на сайт производителя с инструкцией протокола выделения: https://www.qiagen.com/ru/resources/resourcedetail?id=0c4b31ab-f4fb-425f-99bf-10ab9538c061&lang=en
10. Приложение.

Protocol: Purification of Circulating Nucleic Acids from 1 ml, 2 ml, or 3 ml Serum or Plasma

This protocol is for purification of circulating DNA and RNA from 1 ml, 2 ml, or 3 ml of serum or plasma. For 4 ml or 5 ml, see “Protocol: Purification of Circulating Nucleic Acids from 4 ml or 5 ml Serum or Plasma”, page 26. For purification of circulating DNA and RNA from urine samples, see “Protocol: Purification of Circulating Nucleic Acids from 1 ml, 2 ml, or 3 ml of Urine”, page 30 or “Protocol: Purification of Circulating Nucleic Acids from 4 ml of Urine”, page 34. For purification of circulating RNA and miRNA, see “Protocol: Purification of Circulating microRNA from 1 ml, 2 ml, or 3 ml Plasma, Serum, or Urine”, page 38.

Important points before starting

_ Green (marked with a _) denotes _ sample volumes of 1 ml serum or plasma;

blue (marked with a _) denotes _ sample volumes of 2 ml serum or plasma;

red (marked with a _) denotes _ sample volumes of 3 ml serum or plasma.

_ All centrifugation steps are carried out at room temperature (15–25°C).

_ Switch off vacuum between steps to ensure that a consistent, even vacuum is

applied during protocol steps.

Things to do before starting

_ Equilibrate samples to room temperature.

_ If samples are _ <1 ml, _ <2 ml, or _ <3 ml, bring the volumes up to _ 1 ml,

_ 2 ml, or _ 3 ml with phosphate-buffered saline.

_ Set up the QIAvac 24 Plus as described on pages 18–21.

_ Heat a water bath or heating block to 60°C for use with 50 ml centrifuge tubes in step 4.

_ Heat a heating block to 56°C for use with 2 ml collection tubes in step 14.

_ Equilibrate Buffer AVE to room temperature for elution in step 15.

_ Ensure that Buffer ACB, Buffer ACW1, and Buffer ACW2 have been prepared according to the instructions on page 14.

_ Add carrier RNA reconstituted in Buffer AVE to Buffer ACL according to instructions on pages 14–15 and Table 2.
[image: image1.png]Table 2. Volumes of Buffer ACL and carrier RNA (dissolved in Buffer AVE) required for
processing @ 1 ml, A 2 ml, or ® 3 ml samples

Buffer ACL (ml)
Nomber of Carrier RNA in
samples L] A . Buffer AVE (pl)
1 09 8 26 56
2 18 35 53 n3
3 26 53 7.9 169
4 35 70 106 25
5 44 88 132 28.1
6 53 106 158 338
7 62 123 185 39.4
8 70 141 211 450
9 79 158 238 506
10 88 17.6 264 563
n 97 19.4 290 619
12 106 211 317 67.5
13 14 229 343 73.1
14 123 246 37.0 788
15 132 26.4 39.6 84.4
16 141 282 422 900
17 150 29.9 449 95.6
18 158 317 475 1013
19 167 334 50.2 106.9
20 176 352 528 125
21 185 37.0 554 181
22 194 387 58.1 1238
23 202 405 607 129.4
24 211 422 634 1350





Procedure

1. Pipet _ 100 μl,_200 μl, or _ 300 μl QIAGEN Proteinase K into a 50 ml centrifuge

tube (not provided).

2. Add _ 1 ml, _ 2 ml, or _ 3 ml of serum or plasma to the 50 ml tube.

3. Add _ 0.8 ml, _ 1.6 ml, or _ 2.4 ml Buffer ACL (containing 1.0 μg carrier RNA).

Close the cap and mix by pulse-vortexing for 30 s.

Make sure that a visible vortex forms in the tube. In order to ensure efficient lysis, it is essential that the sample and Buffer ACL are mixed thoroughly to yield a homogeneous solution.

Note: Do not interrupt the procedure at this time. Proceed immediately to step 4 to start the lysis incubation.

4. Incubate at 60°C for 30 min.

5. Place the tube back on the lab bench and unscrew the cap.

6. Add _ 1.8 ml, _ 3.6 ml, or _ 5.4 ml Buffer ACB to the lysate in the tube. Close

the cap and mix thoroughly by pulse-vortexing for 15–30 s.

7. Incubate the lysate–Buffer ACB mixture in the tube for 5 min on ice.

8. Insert the QIAampMini column into the VacConnector on the QIAvac 24 Plus. Insert a 20 ml tube extender into the open QIAamp Mini column. Make sure that the tube extender is firmly inserted into the QIAamp Mini column in order to avoid leakage of sample. Note: Keep the collection tube for the dry spin in step 13.

9. Carefully apply the lysate–Buffer ACB mixture from step 7 into the tube extender of the QIAamp Mini column. Switch on the vacuum pump. When all lysates have been drawn through the columns completely, switch off the vacuum pump and release the pressure to 0 mbar. Carefully remove and discard the tube extender. Please note that large sample lysate volumes (about 11 ml when starting with 3 ml sample) may need up to 10 minutes to pass through the QIAamp Mini membrane by vacuum force. For fast and convenient release of the vacuum pressure, the Vacuum Regulator should be used (part of the QIAvac Connecting System). Note: To avoid cross-contamination, be careful not to move the tube extenders over neighboring QIAamp Mini Columns.

10. Apply 600 μl Buffer ACW1 to the QIAamp Mini column. Leave the lid of the column open, and switch on the vacuum pump. After all of Buffer ACW1 has been drawn through the QIAamp Mini column, switch off the vacuum pump and release the pressure to 0 mbar., or 3 ml)

11. Apply 750 μl Buffer ACW2 to the QIAamp Mini column. Leave the lid of the column open, and switch on the vacuum pump. After all of Buffer ACW2 has been drawn through the QIAamp Mini column, switch off the vacuum pump and release the pressure to 0 mbar.

12. Apply 750 μl of ethanol (96–100%) to the QIAamp Mini column. Leave the lid of the column open, and switch on the vacuum pump. After all of ethanol has been drawn through the spin column, switch off the vacuum pump and release the pressure to 0 mbar.

13. Close the lid of the QIAamp Mini column. Remove it from the vacuum manifold, and discard the VacConnector. Place the QIAamp Mini column in a clean 2 ml collection tube, and centrifuge at full speed (20,000 x g; 14,000 rpm) for 3 min.

14. Place the QIAamp Mini Column into a new 2 ml collection tube. Open the lid, and incubate the assembly at 56°C for 10 min to dry the membrane completely.

15. Place the QIAamp Mini column in a clean 1.5 ml elution tube (provided) and discard the 2 ml collection tube from step 14. Carefully apply 20–150 μl of Buffer AVE to the center of the QIAamp Mini membrane. Close the lid and incubate at room temperature for 3 min.

Important: Ensure that the elution buffer AVE is equilibrated to room temperature

(15–25°C). If elution is done in small volumes (<50 μl) the elution buffer has to be dispensed onto the center of the membrane for complete elution of bound DNA. Elution volume is flexible and can be adapted according to the requirements of downstream applications. The recovered eluate volume will be up to 5 μl less than the elution volume applied to the QIAamp Mini column.

16. Centrifuge in a microcentrifuge at full speed (20,000 x g; 14,000 rpm) for 1 min to elute the nucleic acids. QIAamp
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