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Namen uporabe

Komplet QlAamp DSP DNA FFPE Tissue je sistem, ki uporablia tehnologijo membrane na
osnovi silicijevega dioksida (tehnologijo QlAamp) za izolacijo in ¢&idé¢enje genomske DNA iz
bioloskih vzorcev, fiksiranih s formalinom in vkloplienih v parafin (formalin-fixed, paraffin-
embedded, FFPE).

Izdelek je namenjen uporabnikom s strokovnim znanjem, kot so tehniki in zdravniki, ki so
usposoblieni za uporabo tehnik molekularne biologije za diagnosti¢ne namene in vitro (in
vitro diagnostic, IVD). Namenjen je za roéno pripravo vzorcev in ne podaja nobenih

kvalitativnih ali kvantitativnih rezultatov testov.

Pregled in razlaga

Komplet QlAamp DSP DNA FFPE Tissue se uporablja za ¢&idé¢enje DNA iz rezin tkiva FFPE.
Uporablia dobro uveljavlieno tehnologijo QlAamp DNA Micro za ¢&ig¢enje genomske in
mitohondrijske DNA iz majhnega Stevila vzorcev ali majhnih vzorcev. Komplet zdruzuje
sposobnost selektivne vezave membrane na osnovi silicijevega dioksida s prilagodljivimi
elucijskimi volumni.

Pogoji lize omogoéajo uéinkovito &is¢enje DNA iz rezin tkiva FFPE brez potrebe po celonoéni
inkubaciji. Inkubacija pri visoki temperaturi po razgradniji s proteinazo K delno odstrani
zamrezenje spro$¢ene DNA s formalinom, kar lahko izbolj$a izkoristek ter tudi rezultate,
dobliene z DNA v zakljuénih testih. Upostevaijte, da ima DNA, izolirana iz vzorcev tkiva
FFPE, obi¢ajno manj$o relativno molekulsko maso kot DNA iz sveZih ali zamrznjenih

vzorcev. Stopnja fragmentacije je odvisna od vrste in starosti vzorca ter pogojev fiksacije.

Po lizi vzorca se preprost postopek s kompletom QIlAamp DSP DNA FFPE Tissue lahko

uporabi za soéasno obdelavo veé vzorcev.
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Uporabnik je sam odgovoren za to, da potrdi u&inkovitost sistema za kakrine koli postopke,
izvedene v laboratoriju, ki jih $tudije uéinkovitosti druzbe QIAGEN, opisane v priroéniku,

niso zajele.

Princip postopka

Postopek s kompletom QlAamp DSP DNA FFPE Tissue ima $Sest korakov (Slika 1):

® Odstranitev parafina: parafin se raztopi v ksilenu in odstrani.

® Lliza: vzorec se lizira s proteinazo K pri temperaturi 56 °C in pod denaturacijskimi pogoiji.
® Segrevanje: inkubacija pri 90 °C odstrani zamrezenije s formalinom.

® Vezava: DNA se veze na membrano, nato skozi njo ste¢ejo kontaminanti.

® Spiranje: sperejo se preostali kontaminanti.

® Elucija: iz membrane se eluira &ista, koncentrirana DNA.
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QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Procedure

Vzorec

QOdstranitev parafina

Liza

Segrevanje

Vezava DNA

Spiranje

Elucija
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DNA, pripravliena za uporabo

Slika 1. Postopek s kompletom QlAamp DSP DNA FFPE Tissue.
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Potrebna oprema, ki je vklju¢ena v dobavo

Vsebina kompleta

QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (50)

Katalogka stevilka 60404

$tevilo reakeii 50

QlAamp QlAamp MinElute Columns with 50

MinElute® Wash Tubes (kolone QlAamp
MinElute z epruvetami za spiranje)

WT Wash Tubes (epruvete za spiranje WASH| TUBE 3 x 50
(2 ml)

ET Elution Tubes (epruvete za elucijo ELU | TUBE 50
(1,5 ml)

LT Lysis Tubes (epruvete za lizo (2 TUBE 50
ml)

ATL Tissue Lysis Buffer (pufer za lizo LYS m 10 ml
tkiva)

AL Lysis Buffer* (pufer za lizo) [ LYS | BUF | 12 ml

AW1 Wash Buffer 1* (concentrate) | WASH | BUF | 1 |CONC| 19 ml
(pufer za spiranje (koncentrat))

AW2 Wash Buffer 21 (concentrate) [WASH [BUF [ 2 [CONC] 13 ml
(pufer za spiranje (koncentrat))

ATE Elution Buffert (pufer za elucijo) ELU | BUF | 12 ml

PK Proteinase K (proteinaza K) 1,25 ml

Navodila za uporabo (priroénik)

* Vsebuie gvanidinijevo sol. Ni zdruzliiv z razkuili, ki vsebuiejo belilo. Za opozorila in previdnostne ukrepe gleite stran 10.
1 Vsebuje konzervans natrijev azid.
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Potrebna oprema, ki ni vkljuéena v dobavo

Pri delu s kemikalijomi vedno nosite ustrezno laboratorijsko haljo, rokavice za enkratno
uporabo in za&itna oala. Ve informacij poiséite v ustreznih varnostnih listih, ki so na voljo

pri dobavitelju izdelka.

Reagenti

e Ksilen

® Etanol (96- do 100-odstotni)*

Potro$ni material

e Ce se odlotite, da ne boste uporabili epruvet iz kompleta, priporoéamo, da uporabite
1,5- ali 2-mililitrske mikroepruvete (za korake lize) in 1,5-mililitrske mikroepruvete (za
korake elucije) (na voljo pri proizvajalcu Eppendorf® [Safe-Lock: kat. $t. 022363204,
ZDA; kat. §t. 0030 120.086, Evropa] ali Sarstedt [kat. §. 72.690]). Priporoé¢amo konié¢ne
epruvete brez DNaze/RNaze, ki imajo varnostne pokroveke.

® Pipete in konice pipet (za prepreevanje navzkrizne kontaminacije mo&no priporoéamo

konice pipet, ki so odporne proti aerosolom).

Oprema

® Termomesalnik ThermoMixert, ogrevani orbitalni inkubator, grelni blok ali vodna kopel,
primerna za inkubacijo pri 56 °C, 70 °C in 90 °C.

® Mikroepruveta® z rotorjem za 2-mililitrske epruvete

* Ne uporabljajte denaturiranega alkohola, ki vsebuje druge snovi, kot je metanol ali metiletilketon.
*Ne uporabljajte denaturiranega alkohola, ki vsebuje druge snovi, kot je metanol ali metiletilketon.

t Da bi zagotovili pravilno obdelavo vzorcev med postopki s kompletom QIAamp DSP DNA FFPE,
moéno priporoéamo, da instrumente umerite v skladu s priporoéili proizvajalcev.
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® Vibracijski mesalnik

Previdnosti ukrepi in opozorila

Za diagnosti¢no uporabo in vitro

Pri delu s kemikalijomi vedno nosite ustrezno laboratorijsko haljo, rokavice za enkratno
uporabo in zad¢itna ocala. Ve¢ informacij poiséite v ustreznih varnostnih listih. Ti so v
priroéni in kompakini obliki PDF na voljo v spletu na naslovu www.qiagen.com/safety, kjer
lahko najdete, preberete in natisnete varnostne liste za vse komplete QIAGEN® ter njihove

sestavne dele.

POZOR: NE dodajajte belila ali kislih raztopin neposredno v odpadke,

nastale pri pripravi vzorca.

Pufer AL in pufer AWT1 vsebujeta gvanidinijev klorid, ki lahko v kombinaciji z belilom tvori

zelo reaktivne spojine.

Ce se tekotina, ki vsebuje ta pufra, razlije, jo oéistite z ustreznim laboratorijskim
detergentom in vodo. Ce razlita tekotina vsebuje snovi, ki lahko povzrotijo okuzbe, polito
obmo¢je ofistite najprej z laboratorijskih detergentom in vodo ter nato $e z 1-odstotno (v/v)

raztopino natrijevega hipoklorita.

Za sestavne dele kompleta QIAamp DSP DNA FFPE Tissue veljajo naslednji stavki o

nevarnosti in previdnostni stavki.
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Pufer AL

&

Pufer ATL

&

Pufer AW1

&

Proteinaza K

&>

Vsebuje: gvanidinijev klorid, maleinsko kislino. Pozor! Lahko je zdravju $kodljivo pri zauZitju
ali vdihavanju. Povzroga drazenje koze. Povzro¢a hudo drazenie o¢i. Lahko povzroéi alergijski
odziv koze. Ce drazenie o&i ne preneha: poiséite zdravnitko pomoé/ oskrbo. PRI STIKU Z
OCMI: previdno izpirajte z vodo nekaj minut. Odstranite kontaktne lege, &e jih imate in & to
lahko storite brez tezav. Nadaljujte z izpiranjem. Sleci kontaminirana oblatila in jih oprati
pred ponovno uporabo. PRI STIKU S KOZO: umiti z veliko mila in vode. Ce nastopi drazenje
koze: pois¢ite zdravnisko pomoé&/oskrbo. Nositi za¢itne rokavice/zas¢itno obleko/zas¢ito za
oti/zas¢ito za obraz.

Pozor! Povzrota blago drazenje koze. Ce nastopi drazenje koze: poiséite zdravnisko
pomo¢/oskrbo.

Vsebuje: gvanidinijev klorid. Pozor! Zdravju $kodljivo pri zauzitju ali vdihavanju. Povzroga
drazenje koZe. Povzro¢a hudo drazenije o¢i. Ob slabem poéutju pokli¢ite CENTER ZA
ZASTRUPITVE ali zdravnika. Odstraniti vsebino/posodo na odobrena odlagaliséa. Sledi
kontaminirana oblagila in jih oprati pred ponovno uporabo. Nositi za3¢itne rokavice/za$&itno
obleko/zas¢ito za oti/zad¢ito za obraz.

Vsebuje: proteinazo K. Nevarnost! Povzroéa blago draZenje koZe. Lahko povzrogi simptome
alergije ali astme ali tezave z dihanjem pri vdihavanju. Ne vdihavati
prahu/dima/plina/meglice/hlapov/razprsila. Odstraniti vsebino/posodo na odobrena
odlagaligéa. Pri respiratornih simptomih: pokli¢ite CENTER ZA ZASTRUPITVE ali zdravnika. PRI
VDIHAVANJU: Pri otezenem dihanju prenesti Zrtev na svez zrak in jo pustiti po¢ivati

v polozaju, ki olaj$a dihanje. Nositi opremo za za¢ito dihal.

Shranjevanie in ravnanje z reagenti

Kolone QlAamp MinElute po prejemu shranite pri temperaturi od 2-8 °C in jih uporabite do

izteka roka uporabnosti, navedenega na $katli kompleta.

Vsi pufri se lahko shranjujejo pri sobni temperaturi (15-25 °C) in so stabilni do izteka roka

uporabnosti kompleta. Rekonstituirana pufra AWT1 in AW2 pa lahko shranjujete pri sobni

temperaturi

(15-25 °C) najved 1 leto ali do izteka roka uporabnosti kompleta, kar nastopi pre;.
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Komplet QIAamp DSP DNA FFPE Tissue vsebuje raztopino proteinaze K, ki je Ze pripravliena za
uporabo in dobavliena v posebej pripravlienem pufru za shranjevanie. Proteinaza K je stabilna
do izteka roka uporabnosti kompleta, & je shranjena pri sobni temperaturi
(15-25°C).

Ravnanie z vzorci in njihovo shranjevanje

Za omejitev stopnje fragmentaciie DNA uporabite standardne postopke za fiksiranje s

formalinom in vklapljanje v parafin, pri ¢&emer bodite pozorni na naslednje:

® Vzorce tkiva fiksirajte s formalinom v skladu z laboratorijskim protokolom (obi¢ajno je
odobrena 10-odstotna nevtralna raztopina pufra s formalinom), &m prej po kirurskem
odvzemu.

e Cas fiksacije naj bo od 14-24 ur. Cas fiksacije naj ne bo predolg, saj daljga fiksacija (na
primer ve¢ kot 24 ur) lahko povzroéi vi§jo stopnjo fragmentacije DNA in posledi¢no

slabe rezultate pri zaklju¢nih testih).

® Dobro izsusite vzorce pred vklaplianjem (ostanki formalina lahko zavirajo razgradnijo s

proteinazo K).

DNA se eluira v pufru ATE in je takoj pripravljena za uporabo v reckcijoh za amplifikacijo
ali za shranjevanje (pogoji so odvisni od potreb uporabnika). Za priporoéene pogoje
shranjevanja za posamezne zakljuéne postopke s kompleti znamke QIAGEN glejte

priro€nike zadevnih kompletov.
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Postopek

Pomembno pred za¢etkom

Vsi reagenti iz kompleta QIAamp DSP DNA FFPE Tissue se lahko uporabijo samo z
drugimi reagenti iz istega kompleta QlAamp DSP DNA FFPE Tissue. Da bi zagotovili

optimalne rezultate, reagentov iz kompleta ne zamenjajte z nobenimi drugimi.

Ob prejemu kompleta preverite, ali so kateri sestavni deli morda poskodovani. Ce so
ovojnina ali stekleni¢ke s pufrom pogkodovane, se obrnite na Oddelek za tehni¢ne
storitve druzbe QIAGEN ali lokalnega distributeria. Ob razlitju tekoéine glejte
»Previdnosti ukrepi in opozorila« na strani 10). Poskodovanih sestavnih delov kompleta
ne smete uporabiti, saj se sicer lahko zgodi, da z uporabo kompleta ne boste dobili

Zelenih rezultatov.

Kompleta, ki ga trenutno uporabljate, ne uporabljajte skupaj s sestavnimi deli iz drugih

kompletov, razen &e imajo povsem enake serijske $tevilke.
Preprecite kontaminacijo reagentov iz kompleta z mikrobi.

Ta komplet lahko uporablja samo osebje, usposoblieno za delo z diagnosti¢nimi
laboratorijskimi pripomogki in vitro.

Pri delu z reagenti in vzorci vedno nosite rokavice iz lateksa ali vinila, saj boste tako
prepredili kontaminacijo s povriine koZe ali pradne laboratorijske opreme. Na rokah in
prasnih delcih so lahko bakterije in plesni, zato so pogost vir kontaminacije. Rokavice

pogosto menjajte, epruvete pa naj bodo zaprte.

Neuporabliene pufre, nevezane frakcije in ostanke vzorcev zavrzite v skladu z lokalnimi
postopki.

Ce uporabljate lastne pripomotke iz plastiénih snovi, priporoéamo, da med celotnim
postopkom ¢is&enja uporabljate 1,5- do 2-mililitrske polipropilenske nizko vezavne
koni¢ne epruvete brez DNaze/RNaze za enkratno uporabo, ki imajo varnostne

pokroveke.
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Vse korake centrifugiranja izvedite pri sobni temperaturi (15-25 °C).

Vse pufre shranjujte pri sobni temperaturi (15-25 °C) in jih pred uporabo dobro
premesajte.

Nastavite termomesalnik ali ogrevani orbitalni inkubator na 56 °C za uporabo

v koraku 11. Ce nimate niti termomegalnika niti ogrevanega orbitalnega inkubatorja,

lahko uporabite grelni blok ali vodno kopel.

Ce pufer AL ali pufer ATL vsebuije oborino, jo raztopite tako, da pufer ob rahlem
mesaniju segrejete na 70 °C.

Pufer AW1 in pufer AW2 morata biti obvezno pripravliena po navodilih, opisanih zgoraj.
Postopki kontrole kakovosti druzbe QIAGEN zajemajo preskus funkcionalnosti
kompletov pred dajanjem na trg, ki se opravi za vsako posamezno serijo kompletov.

Zato ne medajte reagentov iz razli¢nih serij kompletov in ne kombinirajte posameznih

reagentov iz razli¢énih serij reagentov.

Priprava pufrov

Priprava pufra ATL

® Pred zaletkom postopka preverite, ali je v pufru ATL nastala oborina. Po potrebi ga ob

rahlem mesanju segrejte na 70 °C.

Priprava pufra AL

® Pred zagetkom postopka preverite, ali je v pufru AL nastala oborina. Po potrebi ga ob

rahlem me$anju segrejte na 70 °C.
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Priprava pufra AW1

V stekleni¢ko, ki vsebuje 19 ml koncentriranega pufra AW1, dodaijte 25 ml etanola
(96- do 100-odstotnega). Oznadite okviréek na nalepki na stekleni&ki in tako oznadite,
da je bil etanol Ze dodan. Rekonstituirani pufer AW1 lahko shranjujete pri sobni
temperaturi (15-25 °C) najve¢ 1 leto ali do izteka roka uporabnosti kompleta, kar

nastopi prej. Priporo¢amo, da na nalepko na pufru zapisete datum rekonstitucije.

Opomba: pred zacetkom postopka pretresite pufer AW1 in ga tako premesaite.

Priprava pufra AW2

V stekleni¢ko, ki vsebuje 13 ml koncentriranega pufra AW2, dodajte 30 ml etanola
(96- do 100-odstotnega). Oznadite okviréek na nalepki na stekleni&ki in tako oznadite,
da je bil etanol Ze dodan. Rekonstituirani pufer AW2 lahko shranjujete pri sobni
temperaturi (15-25 °C) najve¢ 1 leto ali do izteka roka uporabnosti, navedenega na
kompletu, kar nastopi prej. Priporo¢amo, da na nalepko na pufru zapidete datum

rekonstitucije.

Opomba: pred zagetkom postopka pretresite pufer AW2 in ga tako premeiaite.

Vhodni material

Vhodni materiali za ¢&i§¢enje DNA so izrezane rezine tkiva FFPE (po moznosti ravnokar

izrezane). Med enim postopkom priprave je mogoée kombinirati ve¢ rezin. Ce nimate

nobenih podatkov o lastnostih vhodnega materiala, priporoéamo, da pripravo zaénete z

najvel tremi rezinami.

Uporabnik mora optimizirati $tevilo rezin, njihovo debelino in povriino za katere koli

postopke, ki se bodo izvajali v laboratoriju. Ce boste komplet uporabljali v povezavi z

zakljuénim postopkom s kompletom znamke QIAGEN, preberite navodila v zadevnem

priro&niku.
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Postopek ravnanja za prepreéevanje navzkrizne kontaminacije

Zaradi obéutljivosti tehnologij amplifikacije nukleinske kisline so pri ravnanju s kolonami
QIAamp MinElute potrebni nasledniji previdnostni ukrepi za prepreéevanije navzkrizne

kontaminacije vzorcev:

® Ne prenapolnite epruvet z vzorci.
® Med odvzemanjem delcev tkiva za vsak vzorec uporabite drug skalpel.

® Vzorec ali raztopino previdno nanesite v kolono QlAamp MinElute. Vzorec v kolono

QIAamp MinElute nanesite s pipeto in pri tem ne zmodite roba kolone.

® Med prenosi teko&in menjavaijte pipete. Priporoéamo uporabo konic pipet, odpornih

proti aerosolom.

® Za spiranje vzorcev vedno uporabite nove epruvete za spiranje.

® Pred vibracijskih me$anjem in centrifugiranjem dobro zaprite pokrovéke epruvet.

® Pred centrifugiranjem dobro zaprite kolono QlAamp MinElute.

® Ko konéate vse korake pulznega vibracijskega mesanja in inkubacije pri 90 °C, na hitro
centrifugirajte mikroepruvete in tako odstranite kapljice z notranje strani pokrovekov.

® Odpirajte samo po eno kolono QIAamp MinElute hkrati in prepreéite nastanek
aerosolov.

® Med odvzemanjem vzorcev vedno menjajte skalpele.

® Med prenosi teko&in menjavaijte pipete. Za zagotovitev &im manje navzkrizne
kontaminacije priporo¢amo, da uporabite konice pipet, odporne proti aerosolom, in ne
uporabljate ve&stopeniskih pipet.

® Vedno nosite rokavice za enkratno uporabo in redno preverjajte, ali so morda
kontaminirane z vzorénim materialom. Ce se vam zdi, da bi lahko bile kontaminirane,

jih zavrzite.

® Odpirajte samo po eno epruveto hkrati.
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Centrifugiranje

Kolone QlAamp MinElute se prilegajo veéini najbolj standardnih 1,5- do 2-mililitrskih
mikroepruvet. Posebej so na voljo dodatne 2-mililitrske epruvete za spiranje (QIAGEN, kat.
§t. 19201). Centrifugiranje kolon QIAamp MinElute se izvede pri priblizno 6000 x g, s ¢imer
se zmanij$a hrup centrifuge. Centrifugiranje pri polni hitrosti ne bo izbolj$alo izkoristkov
DNA. Vendar pa je centrifugiranje kolon QlAamp MinElute pri polni hitrosti potrebno pri
dveh korakih postopka: pri koraku centrifugiranja s su$enjem po spiranju membran in
koraku elucije. Centrifugiranje pri polni hitrosti je potrebno tudi po obdelavi s ksilenom in

koraku spiranja z etanolom, da se vzorec usede na dno.

Vse korake centrifugiranja je treba izvesti pri sobni temperaturi (15-25 °C). Nizka

temperatura centrifugiranja lahko povzroéi neoptimalno ekstrakcijo.
Obdelava kolon QlAamp MinElute v mikroepruveti

® Preden kolone QIAamp MinElute daste v mikroepruveto, jih vedno najprej zaprite.
® Pazite, da se s konico pipete ne dotaknete membrane kolone QlAamp MinElute.

® Nevezane frakcije lahko vsebujejo nevarne odpadke, zato jih je treba zavredi na

ustrezen nadin.

® Za udinkovito vzporedno obdelavo ve vzorcev priporoéamo, da na stojalo postavite
epruvete za spiranje, v katere boste po centrifugiranju lahko prenesli kolone QlAamp
MinElute. Uporabljene epruvete za spiranje, ki vsebujejo nevezane frakcije, lahko
zavriete, nove epruvete za spiranije, ki vsebujejo kolone QIAamp MinElute, pa postavite

neposredno v mikroepruveto.

® Pazite, da med celotnim postopkom ohranite popolno sledljivost vzorcev.
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Elucija ocis¢ene DNA

V zaklju¢nih postopkih, ki zahtevajo majhne vhodne volumne (npr. nekateri testi s PCR), bolj
koncentriran eluat lahko poveéa obéutljivost testa, vendar pa lahko povzroéi tudi poveéanje

koncentracije morebitnih zaviralcev.
Poveéanie elucijskega volumna bo zmanij$alo koncentracijo DNA v eluatu.

Volumen zbranega eluata je lahko za priblizno 5 ul manisi od volumna pufra ATE, danega
v kolono QIAamp MinElute. Na primer, iz elucijskega volumna 20 ul boste dobili = 15 ul

eluata. Volumen zbranega eluata je odvisen od lastnosti vzorca.

Uporabnik je sam odgovoren za to, da optimizira elucijski volumen za katere koli postopke,
ki se izvajajo v laboratoriju. Za priporoéene elucijske volumne, potrebne za posamezne

zaklju¢ne postopke s kompleti znamke QIAGEN, glejte priro¢nike kompletov.

Izkoristke lahko poveéate, &e kolono inkubirate s pufrom ATE pri sobni temperaturi, na
primer 5 minut pred centrifugiranjem. Eluirano DNA lahko zberete v 1,5-mililitrske epruvete
za elucijo (priloZene). Pogoji shranjevanja eluirane DNA so odvisni od potreb uporabnika.
Za priporoene pogoje shranjevanja za posamezne zakljuéne postopke s kompleti znamke

QIAGEN glejte priro¢nike kompletov.
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Protokol: Izolacija genomske DNA iz rezin tkiva
FFPE

Postopek

S skalpelom odstranite odveéni parafin z vzorénega bloka.

IzreZite rezine v skladu s standardno laboratorijsko prakso (glejte »Vhodni material« na
strani 15). Uporabnik mora optimizirati $tevilo rezin, njihovo debelino in povr$ino za
katere koli postopke, ki se bodo izvajali v laboratoriju. Med celotnim postopkom
zagotovite sledljivost vzorcev.

S sterilnim skalpelom takoj postrgaite tkivo z rezin v epruveto za lizo (priloZzenal).
Poskrbite, da boste v epruveto dali vso razpoloZljivo tkivo. V vzorec dodaijte 1 ml ksilena,
zaprite pokrovéek in intenzivno mesaijte z vibracijskim mesalnikom, dokler se parafin ne
raztopi (npr. 10 s). Epruveto morate obvezno tesno zapreti, saj boste tako prepredili
razlitie ksilena, navzkrizno kontaminacijo vzorcev in morebitni stik s ksilenom.
Opomba: ksilen uporabljajte v digestorijih ali drugih za$&itnih napravah.
Centrifugiraite pri polni hitrosti in sobni temperaturi priblizno 2 minuti, da boste lahko

zbrali tkivno usedlino. Ce tkivne usedline ni, korak ponovite.

Opomba: nizka temperatura centrifugiranja lahko povzroéi neoptimalno ekstrakcijo.

. S pipetiranjem odstranite supernatant in ga zavrzite. Usedlino pustite.

Supernatant vsebuije ksilen, ki je nevaren odpadek, zato ga zavrzite na primeren naéin

v skladu z lokalnimi predpisi.

V tkivno usedlino dodajte 1 ml etanola (96- do 100-odstotnega) in dobro premesaite

z vibracijskim mesalnikom.

Etanol ekstrahira preostali ksilen iz vzorca, zato ga je treba zavreéi na primeren nadin.
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7. Cenfrifugirajte pri polni hitrosti in sobni temperaturi priblizno 2 minuti.

9.

S pipetiranjem odstranite supernatant. Usedline ne odstranite.

S tanko konico pipete previdno odstranite preostali etanol. Odprite epruveto in jo
inkubirajte pri 15-40 °C, dokler ves preostali etanol ne izhlapi. Odstranitev preostalega

etanola je kljuéna za uspegno ekstrakcijo.

Opomba: niZja temperatura inkubacije podalj$a ¢as izhlapevanja, medtem ko visja

temperatura lahko preveé izsusi usedlino, ki jo boste zato tezko suspendirali.

Ponovno suspendiraijte usedlino v 180 ul pufra ATL. Dodajte 20 ul proteinaze K in

premesaijte z vibracijskim mesalnikom.

Opomba: usedlino morate dobro ponovno suspendirati v pufru ATL, saj boste tako

zagotovili najved|i izkoristek.

Inkubirajte pri 56 °C = 3 °C priblizno 1 uro (dokler vzorec ni popolnoma liziran).

10.Inkubirajte pri 90 °C = 5°C 1 uro = 5 minut.

Inkubacija v pufru ATL pri 90 °C delno izni¢i formaldehidno modifikacijo nukleinskih
kislin. Krajsi ¢asi inkubacije ali nizje temperature inkubacije lahko vplivajo na kakovost
in koli¢ino DNA. Ce uporabljate samo en grelni blok, vzorec po inkubaciji pri 56 °C

pustite na sobni temperaturi, dokler se grelni blok ne segreje na 90 °C.

11.Na hitro centrifugirajte epruveto in tako odstranite kapljice z notranje strani pokroveka.

12.V vzorec dodajte 200 ul pufra AL in dobro premesajte z vibracijskim mesalnikom. Nato

dodajte 200 ul etanola (96- do 100-odstotnega) in ponovno dobro premesaite z

vibracijskim mesalnikom.

Klju¢nega pomena je, da vzorec, pufer AL in etanol takoj dobro zme3ate z vibracijskim
mes$alnikom ali pipetiranjem, da boste dobili homogeno raztopino. Pufer AL in etanol
lahko Ze predhodno zme$ate in ju dodate skupaj v enem koraku, da prihranite &as,
kadar obdelujete ve¢ vzorcev. Ko dodate pufer AL in etanol, se lahko tvori bela oborina.
Ta oborina ne vpliva na postopek s kompletom QlAamp. Vedno uporabite sveZzo zmes in

jo takoj po uporabi zavrzite.

13.Na hitro centrifugiraijte epruveto in tako odstranite kapljice z notranije strani pokroveka.
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14.Previdno prenesite ves lizat v kolono QlAamp MinElute (v 2-mililitrski epruveti za
spiranije) in pri tem pazite, da ne zmoéite njenega roba, zaprite pokrovéek in najmanj
1 minuto centrifugirajte pri priblizno 6000 x g. Postavite kolono QIAamp MinElute v ¢&isto
2-mililitrsko epruveto za spiranje (prilozena) in zavrzite epruveto za spiranje, v kateri so

nevezane frakcije.

Ce lizat po centrifugiranju ni v celoti presel skozi membrano, centrifugiranje ponovite pri

vi§ji hitrosti, dokler kolona QlAamp MinElute ne bo prazna.

15.Previdno odprite kolono QIAamp MinElute in dodaijte 500 ul rekonstituiranega pufra
AW1 ter pri tem pazite, da ne zmoéite roba. Zaprite pokrovéek in najmanj 1 minuto
centrifugirajte pri priblizno 6000 x g. Postavite kolono QlAamp MinElute v &isto 2-

mililitrsko epruveto za spiranje in zavrzite epruveto za spiranije, v kateri so nevezane

frakcije.

16.Previdno odprite kolono QIAamp MinElute in dodajte 500 ul rekonstituiranega pufra
AW?2 ter pri tem pazite, da ne zmodite roba. Zaprite pokrovéek in najmanj 1 minuto
centrifugirajte pri priblizno 6000 x g. Postavite kolono QlAamp MinElute v ¢&isto 2-
mililitrsko epruveto za spiranje in zavrzite epruveto za spiranije, v kateri so nevezane
frakcije.
Prepretite stik med kolono QIAamp MinElute in nevezanimi frakcijami. Rotor centrifuge
morate obvezno centrirati. Nekateri rotorji centrifug lahko med pospesevanjem vibrirajo,
zaradi &esar nevezane frakcije, ki vsebujejo etanol, pridejo v stik s kolono QlAamp
MinElute. Med odstranjevanijem kolone QlAamp MinElute in epruvete za spiranje iz
rotorja pazite, da nevezane frakcije ne pridejo v stik s kolono QIAamp MinElute.

17.Centrifugiraijte pri polni hitrosti (priblizno 20.000 x g) priblizno 3 minute in tako

popolnoma posusite membrano.

Prenos etanola v eluat lahko negativno vpliva na nekatere zakljuéne postopke.
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18.Postavite kolono QlAamp MinElute v €isto 1,5-mililitrsko epruveto za elucijo (priloZzena)
in zavrzite epruveto za spiranije, v kateri so nevezane frakcije. Previdno odprite
pokrovéek kolone QlAamp MinElute in nanesite 20-200 ul pufra ATE na sredino

membrane.

POMEMBNO: ¢&e ste uporabili majhen elucijski volumen (< 50 ul), pufer ATE razlijte na
sredino membrane, s ¢&imer boste zagotovili popolno elucijo vezane DNA. Kolone
QlAamp MinElute omogoéajo, da izberete zelo razli¢ne elucijske volumne. Volumen
izberite glede na zahteve zakljuénega postopka. Volumen eluata bo za priblizno 5 ul

mani$i od volumna elucijske raztopine, dane v kolono.

19.Zaprite pokrovéek in inkubirajte pri sobni temperaturi
(15-25 °C) najmanj 1 minuto. Centrifugirajte pri polni hitrosti (priblizno 20.000 x g)
najmanj T minuto.

Priblizno 5-minutna inkubacija kolone QlAamp MinElute, napolnjene s pufrom ATE, pri

sobni temperaturi pred centrifugiranjem lahko poveca izkoristek DNA.
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Kontrola kakovosti

V skladu s sistemom vodenja kakovosti druzbe QIAGEN, certificiranim po standardu ISO, se
vsaka serija kompletov QlAamp DSP DNA FFPE Tissue preskusi v skladu z vnapre|

dolo&enimi specifikacijami, s &imer se zagotovi stalna kakovost izdelka.
Omejitve

U¢inkovitost kompleta je bila dokazana za izolacijo genomske DNA pri uporabi tkiv,

fiksiranih s formalinom in vklopljenih v parafin (tkiv FFPE).

Uporabnik je sam odgovoren za to, da potrdi u&inkovitost sistema za kakrine koli postopke,
izvedene v laboratoriju, ki jih $tudije uéinkovitosti druzbe QIAGEN, opisane v priroéniku,

niso zajele.

Pri zakljuénih postopkih je treba uporabiti zadostne kontrole in tako zmanjsati tveganije za
negativen vpliv na diagnosti¢ne rezultate. Za nadalinjo validacijo priporoéamo smernice
International Conference on Harmonization of Technical Requirements (ICH) in ICH Q2(R1)
Validation Of Analytical Procedures: Text And Methodology.

Vsi generirani diagnostiéni rezultati morajo biti interpretirani v povezavi z drugimi klini¢nimi

ali laboratorijskimi ugotovitvami.

S kompletom QlAamp DSP DNA FFPE Tissue lahko skupaj z DNA o¢istite tudi RNA, ¢&e je ta

prisotna v vzorcu.
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Znacdilnosti

Podatki o znatilnostih kompleta QlAamp DSP DNA FFPE Tissue so na voljo na spletni strani
www.qiagen.com/p/QIAamp-DSP-DNA-FFPE-Tissue-CE.

Simboli

Na embalazi in oznakah so lahko prikazani nasledniji simboli:

Opredelitev simbola

Vsebuje dovolj reagentov za <N> reakcij

Uporabno do

«
o
o

A

z

v

SEIEReE

v Diagnosti¢ni medicinski pripomogek in vitro

Ob dobavi

Katalogka stevilka

LOT Serijska &evilka
Stevilka materiala
COMP Komponente
[NUM] S

Priro¢nik za komplet QlAamp DSP DNA FFPE Tissue 02/2017 24



Simbol Opredelitev simbola

Zapisite teko¢i datum, ko v stekleni¢ko dodate etanol

uHCI Gvanidinijev klorid

G
| MALEIC AC|D | Maleinska kislina

GTIN Globalna trgovinska identifikacijska $tevilka

Omejitev temperature

u Proizvajalec
[E Glejte navodila za uporabo

Pozor

Kontakini podatki

Za tehni¢éno pomo¢ in ve¢ informacij obis¢ite na$ Center za tehni¢no podporo na
www.qiagen.com/Support, pokli¢ite na 00800-22-44-6000 ali stopite v stik z Oddelkom za
tehniéne storitve druzbe QIAGEN ali lokalnim distributeriem (glejte zadnjo platnico ali

obis¢ite spletno mesto www.qiagen.com).
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Informacije za naro¢anje

Izdelek Vsebina Kat. $t.

QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit — za ¢i$¢enje genomske DNA iz tkiv,
vkloplienih v parafin
QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Za 50 pripravkov DNA: 50 kolon 60404
Kit (50) QIAamp MinElute®, proteinaza K,
pufri, epruvete za spiranje (2 ml),
epruvete za elucijo (1,5 ml), epruvete
za lizo (2 ml)

Posodobljene informacije o licenciranju in zavrnitve odgovornosti za izdelek so na voljo v
priroé¢niku ali navodilih za uporabo zadevnega kompleta znamke QIAGEN. Priroéniki in
navodila za uporabo kompletov znamke QIAGEN so na voljo na spletni strani
www.giagen.com, lahko pa jih tudi narodite pri Oddelku za tehni¢ne storitve druzbe
QIAGEN ali lokalnem distributerju.
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Blagovne znamke: QIAGEN®, Sample to Insight”, QlAamp®, MinElute® (QIAGEN Group); Eppendorf® (Eppendorf AG).
Sporazum o licen&nih omejitvah za priro&nik za komplet QlAamp DSP DNA FFPE Tissue
Kupec ali uporabnik izdelka z njegovo uporabo soglasa z naslednjimi pogoiji:

1. Izdelek se lahko uporablja zgolj v skladu s protokoli, ki so prilozeni izdelku, in s to knjiZico ter skupaj s sestavnimi deli iz panela. QIAGEN v okviru svoje
intelektualne lastnine ne ponuja licenc za uporabo ali kombiniranje prilozenih sestavnih delov tega panela s sestavnimi deli, ki niso prilozeni temu panelu, razen kot je
opisano v protokolih, ki so priloZeni izdelku, tem priroéniku in dodatnih protokolih, ki so na volio na www.qiagen.com. Nekatere od teh dodatnih protokolov so
ustvarili uporabniki QIAGEN za uporabnike QIAGEN. Druzba QIAGEN teh protokolov ni temeljito testirala ali optimizirala. QIAGEN ne ponuja garancije ali jamstva,
da ti ne krijo pravic drugih strank.

2. Razen izrecno navedenih licenc druzba QIAGEN ne daje drugih jamstev, da ta panel in/ali njegova uporaba ne krsi pravic tretjih strank.

3. Ta panel in njegovi sestavni deli so licencirani za enkratno uporabo in jih ni dovolieno ponovno uporabiti, obnoviti ali prodajati napre;.

4. QIAGEN zlasti zavraga kakrine koli druge licence, izrecne ali nakazane, razen tistih, ki so izrecno navedene.

5. Kupec in uporabnik tega panela se strinjata, da ne bosta ukrepala ali dovolila drugim, da ukrepajo v smeri, ki bi vodila v ali omogoéala katerega od zgoraj
prepovedanih dejanj. QIAGEN lahko prepovedi iz tega Sporazuma o licenénih omejitvah uveljavlja na katerem koli sodi$¢u ter dobi povrnjene vse svoje stroske za
preiskavo in sodi$¢e, vkljuéno s stroski za odvetnika, pri katerem koli dejanju za uveljavitev tega Sporazuma o licenénih omejitvah ali pravice intelektualne lastnine v
povezavi s fem panelom in/ali njegovimi sestavnimi deli.

Za posodobljene licenéne pogoje glejte www.qiagen.com.

Februar 2017 HB-0414-004 © 2017 QIAGEN, vse pravice pridrzane.
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