Vasaris, 2017

,QlAamp® DSP DNA FFPE
Tissue” rinkinio vadovas

N2

1 versija

IVD

Skirtas in vitro diagnostikai

C€

REF 60404

QIAGEN GmbH, QIAGEN Strasse 1, 40724 Hilden,
VOKIETIJA

R3 L MAT | 1062689LT

_ 00000
— Sample to Insight QIAGEN —







Turinys

NUMALYLOji PASKITTIS ... ettt e et e e e e e e e eeeaaes 5
Santrauka ir PAaISKINIMAES ........oiuuiii ettt e e e e 5
Procedlros PriNCIPAS. .. ...oiuiii e 6
PateiktoS MEAZIAGOS .....vvuvieeiiieiie e e et e e 8
RINKINIO tUMINYS ... eeeeeas 8
Batinos, bet nepateiktos MedzZiagos.........covviiiiiiiiii e 9
Ispéjimai ir atsargumo PrIEMONES ..........couuiiiiiiie e 10
Reagenty laikymas ir NaUdOJIMAS ............uiiiiiiiiiiiiii e 11
Méginiy naudojimas ir [aiKymas ...........coooiiiiiiii e 12
PrOCEAUIA ..o 13
Buferiniy tirpaly rUOSIMAS ........coouiiiiiiiie e 14
Prading MedZIaga.............oeiiiiiiiiiiiie e 15
Darbinés proceddros siekiant iSvengti kryZminés tarS$os ..............cccocoveiieiin. 16
CeNEIfUGAVIMAS ....vvniiiiiieeeii e et e e e e e e e e eeaes 17
»,QIAamp MinElute” kolonéliy apdorojimas mikrocentrifugoje....................ceeeee. 17
18grynintos DNR €liUAVIMAS ..........oieeiiiiiiiiiiee e 18
Protokolas: Genominés DNR izoliavimas i§ FFPE audinio pjaviy .............ccoeevviviiineninnn.. 19
KOKYDES KONEIOIE ... 23
APHDOJIMAT ...ttt 23
VeiKiMO CharaKtErISTIKOS ........uuiiiiiiiiiiiiiiii e 24
SIMDONA ...ttt 24
Kontakting informacijal .............oovviiiiiiiiii e 25
UZSaKyMO INFOMMACIA .. .vvueeeeeieeiii e 26

3 ,QlAamp DSP DNA FFPE Tissue” rinkinio vadovas  02/2017



,QlAamp DSP DNA FFPE Tissue” rinkinio vadovas 02/2017



Numatytoji paskirtis

,QlAamp DSP DNA FFPE Tissue“ rinkinys yra sistema, kurioje i formaline fiksuoty ir
parafine jliety (formalin-fixed, paraffin-embedded, FFPE) biologiniy méginiy gaunamai
genominei DNR izoliuoti ir gryninti naudojama silicio membranos technologija (,QlAamp*

technologija).

Sis gaminys skirtas profesionaliems naudotojams, pvz., technikams ir gydytojams, kurie
yra susipazine su molekulinés biologijos technologijomis, skirtomis in vitro diagnostikai
(IVD). Jis skirtas méginiams ruosti rankiniu bddu, juo néra jmanoma gauti jokiy kokybiniy

ar kiekybiniy rezultaty.

Santrauka ir paaiskinimas

,QlAamp DSP DNA FFPE Tissue* rinkinys naudojamas i§ FFPE audinio pjaviy gautai DNR
gryninti. Genominei ir mitochondrinei DNR gryninti esant nedidelio tirio ar apimties méginiams
naudojama veiksminga ,QlAamp DNA Micro* technologija. Rinkinys pasizymi silicio dioksido

membranos selektyvaus prijungimo savybémis ir eliuavimo tariu, kurj galima keisti.

Lizés salygos leidzia genomine DNR efektyviai iSgryninti i§ FFPE audinio pjaviy
neinkubuojant jy per naktj. Inkubavimas aukStesnéje temperatiroje po to, kai naudojant
proteinaze K buvo i§ dalies pasSalinti iSskirtos DNR skersiniai formalino rySiai, potencialiai
pagerina iSeigag ir DNR veiksmingumg atliekant tolesnius tyrimus. Atkreipkite démesj, kad
i FFPE meéginiy izoliuota DNR pasiZzymi mazZesniu molekuliniu svoriu nei DNR i$§ SvieZiy
arba uzSaldyty méginiy. Fragmentacijos laipsnis priklauso nuo méginio tipo ir amziaus bei

fiksavimo metu buvusiy salygy.

Atlikus meéginiy lize, norint vienu metu apdoroti kelis méginius galima naudoti paprastg
»,QIAmp DSP DNA FFPE Tissue® procedira.
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Naudotojas atsako uz sistemos efektyvumo uztikrinimg, jei laboratorijoje atliekamos
proceddros, kuriy neapima Siame vadove aprasyti QIAGEN efektyvumo tyrimai.

Proceddros principas

»,QIAamp DSP DNA FFPE Tissue® procedlrg sudaro $esi zingsniai (1 pav.):

Parafino paSalinimas: Parafinas iStirpdomas ksilene ir paSalinamas

® Lizé: 56 °C temperatdroje, naudojant proteinaze K, denatiracijos sglygomis vykdoma
méginio lizé

e Kaitinimas: Inkubuojant 90 °C temperatiroje nutraukiami formalino kryZminiai rySiai

® Prijungimas: DNR prisijungia prie membranos, o ter3alai lieka neprisijunge

® Plovimas: ISplaunami like tersalai

® Eliuavimas: Atliekamas grynos koncentruotos DNR eliuavimas i§ membranos
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QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Procedure

Méginy

Parafino paSalinimas

Lizé

Kaitinimas

DNR prijungimas

Plovimas

Eliuavimas

*{}-eigﬁ-ﬂ-iﬁﬁﬂiﬁﬁ-—iim—-ﬁita—-ﬁita—

Paruosta naudoti DNR

1 pav.. ,,QlAamp DSP DNA FFPE Tissue“ procedira.
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Pateiktos medziagos

Rinkinio turinys

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (50)

Katalogo Nr. 60404

Reakcijy skaicius 50

QlAamp QlAamp MinElute Columns with 50

MinElute® Wash Tubes (,QlAamp MinElute”
kolonélés su plovimo
mégintuvéliais)

WT Wash Tubes (2 ml) (Plovimo w TUBE 3 x50
mégintuvéliai (2 ml)

ET Elution Tubes (1.5 ml) (Eliuavimo TUBE 50
meégintuvéliai (1,5 ml)

LT Lysis Tubes (2 ml) (Lizés TUBE 50
meégintuvéliai (2 ml)

ATL Tissue Lysis Buffer (Audiniy lizés LYS m 10 ml
buferinis tirpalas)

AL Lysis Buffer* (Lizés buferinis [ LYS | BUF | 12ml
tirpalas*)

AW1 Wash Buffer 1* (concentrate) I WASH [ BUF] 1 JCONC] 19 ml
(1 plovimo buferinis tirpalas*
(koncentratas)

AW2 Wash Buffer 2t (concentrate) | WASH | BUF | 2 JCONC] 13 ml
(2 plovimo buferinis tirpalas’
(koncentratas)

ATE Elution Buffer" (Eliuavimo [ELU | BUF | 12 ml
buferinis tirpalas’)

PK Proteinase K (Proteinazeé K) 1,25 ml

- Instructions For Use (Handbook) 1

(Naudojimo instrukcijos
(vadovas)

* Sudétyje yra guanidino druskos. Nesuderinama su dezinfekantais, kuriy sudétyje yra baliklio. Informacijos apie

ispéjimus ir atsargumo priemones zr. 10 psl.

T Sudétyje yra konservanto natrio azido.
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Badtinos, bet nepateiktos medziagos

Dirbdami su chemikalais, visada deévékite tinkamg laboratorinj chalata, mavékite
vienkartines pirStines ir naudokite apsauginius akinius. Daugiau informacijos yra
atitinkamuose saugos duomeny lapuose (SDL), kuriuos gali pateikti gaminio tiekéjas.

Reagentai

e Ksilenas

e Etanolis (96-100 %)*

Reikmenys

® Priémus sprendimg nenaudoti su rinkiniu pateikty mégintuveéliy, mes rekomenduojame
naudoti 1,5 ml arba 2 ml mikrocentrifugos mégintuvélius (lizés Zingsniams) ir 1,5 ml
mikrocentrifugos mégintuvélius (eliuavimo zingsniams) (juos galima jsigyti i$
~Eppendorf® [,Safe-Lock": kat. nr. 022363204, JAV; kat. nr. 0030 120.086, Europa]
arba ,Sarstedt” [kat. nr. 72.690]). Rekomenduojame naudoti kiigio formos
mégintuvélius be DNazés/RNazés su saugiais dangteliais.

® Pipetés ir pipeciy antgaliai (siekiant iSvengti kryzminés tarSos, rekomenduojame

naudoti pipeciy antgalius su aerozoliniais barjerais)

Jranga

e  ThermoMixer“T, kaitinamas orbitinis inkubatorius, kaitinimo blokas arba vandens
vonelé, galinti inkubuoti esant 56 °C, 70 °C ir 90 °C temperatlrai

e Mikrocentrifuga® su rotoriumi 2 ml mégintuveliams

e Purtytuvas

* Nenaudokite denattruoto alkoholio, kuriame yra kity medziagy, pvz., metanolio ar metiletilketono.

T Siekiant uztikrinti, kad méginiai bity tinkamai apdorojami ,QlAamp DSP DNA FFPE* procediry metu, mes
primygtinai rekomenduojame sukalibruoti instrumentus laikantis gamintojo rekomendacijy.
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Jspéjimai ir atsargumo priemonés
Skirtas in vitro diagnostikai

Dirbdami su chemikalais, visada deévékite tinkamg laboratorinj chalatg, mavékite
vienkartines pirstines ir naudokite apsauginius akinius. Daugiau informacijos rasite
atitinkamuose saugos duomeny lapuose (SDL). Juos patogiu ir kompaktiSku PDF formatu
rasite interneto svetainéje www.qiagen.com/safety, Cia galite rasti, perskaityti ir
iSspausdinti kiekvieno QIAGEN® rinkinio ir rinkinio komponento SDL.

|SPEJIMAS: NEPILKITE baliklio ar riigstiniy tirpaly tiesiai j méginiy
ruoSimo atliekas.

AL buferiniame tirpale ir AW1 buferiniame tirpale yra guanidino hidrochlorido, kuriam

jungiantis su balikliu gali sudaryti intensyviai reaguojanciy misiniy.

ISsiliejus skysciui, kuriame yra Siy buferiniy tirpaly, valydami naudokite tinkamg laboratorinj
ploviklj ir vandenj. Jei iSsiliejusiame skystyje yra potencialiai uzkreCiamy medZiagy,
atitinkamg vietg i$ pradziy nuvalykite laboratoriniu plovikliu ir vandeniu, o tada 1% (v/v)
natrio hipochloritu.

.QlAamp DSP DNA FFPE Tissue" rinkinio komponentams taikomos toliau nurodytos

pavojingumo ir atsargumo frazés.
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Buferinis tirpalas AL

Sudétyje yra: huanidino hidrochlorido, maleino rugsties. Atsargiai! Gali bati kenksminga
prarijus arba jkvépus. Dirgina odg. Sukelia smarky akiy dirginima. Gali sukelti alergine
odos reakcija. Jei akiy dirginimas nepraeina: kreiptis j gydytoja. PATEKUS | AKIS:
Kelias minutes atsargiai plauti vandeniu. ISimti kontaktinius leSius, jeigu jie yra ir jeigu
lengvai galima tai padaryti. Toliau plauti akis. Nusivilkti uZterStus drabuZzius ir iSskalbti
prie$ vél juos apsivelkant. PATEKUS ANT ODOS: Nuplauti dideliu kiekiu muilo ir
vandens. Jeigu sudirginama oda: kreiptis j gydytojg. Mavéti apsaugines pirstines/dévéti
apsauginius drabuzius/naudoti akiy (veido) apsaugos priemones.

&

Buferinis tirpalas ATL
Atsargiai! Nestipriai dirgina odg. Jeigu sudirginama oda: kreiptis j gydytoja.

&

Buferinis tirpalas AW1

Sudétyje yra: guanidino hidrochlorido. Atsargiai! Kenksminga prarijus arba jkvépus.
Dirgina odg. Sukelia smarky akiy dirginimg. Pasijutus blogai, skambinti
APSINUODIJIMY KONTROLES IR INFORMACIJOS BIURA arba kreiptis j gydytoja.
Turinj/talpyklg iSmesti patvirtintoje atlieky Salinimo jmonéje. Nusivilkti uzterstus
drabuZius ir iSskalbti prie$ vél juos apsivelkant. MOvéti apsaugines pirstines/dévéti
apsauginius drabuZius/naudoti akiy (veido) apsaugos priemones.

&

Proteinazé K

Sudétyje yra: proteinazés K. Pavojus! Nestipriai dirgina oda. Jkvépus gali sukelti
alergine reakcijg, astmos simptomus arba apsunkinti kvépavima. Stengtis nejkvépti
dulkiy/dimu/dujy/rako/gary/aerozolio. Turinj/talpykla iSmesti patvirtintoje atlieky
Salinimo jmonéje. Jeigu pasireiSkia respiraciniai simptomai: skambinti j
APSINUODIJIMY KONTROLES IR INFORMACIJOS BIURA arba kreiptis j gydytoja.
JKVEPUS: jeigu nukentéjusiajam sunku kvépuoti, i$nesti jj j gryng org; jam bitina
ramybé ir padétis, leidZianti laisvai kvépuoti. Naudoti kvépavimo taky apsaugos
priemones.

&>

Reagenty laikymas ir naudojimas

Gavus ,QlAamp MinElute* kolonéles, jas reikia laikyti 2—8 °C temperatdroje ir suvartoti iki
ant rinkinio pakuotés dézés nurodytos galiojimo pabaigos datos.

Visus buferinius tirpalus galima laikyti kambario temperataroje (15-25 °C), jie yra stabilds
iki rinkinio galiojimo pabaigos datos. Taciau atskiestus AW1 ir AW2 buferinius tirpalus
galima laikyti kambario temperatdroje (15-25 °C) iki 1 mety arba iki rinkinio galiojimo

pabaigos datos, atsizvelgiant j tai, kuris terminas yra trumpesnis.
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»,QIAamp DSP DNA FFPE Tissue® rinkinyje yra paruo$to naudoti proteinazés K tirpalo,
kuris yra pateikiamas specialioje talpykloje. Laikant kambario temperatiroje (15-25 °C),

proteinaze K yra stabili iki rinkinio galiojimo pabaigos datos.
Méginiy naudojimas ir laikymas

Siekiant sumazinti DNR fragmentacijg, gali bdti naudojamos standartinés fiksavimo

formaline ir jliejimo parafine procediros:

® Pasaline chirurginiu badu, kuo greiciau fiksuokite audinio méginius formaline, kaip
nurodyta laboratorijos taisyklése (jprastai tinka 10% neutralus buferinis formalinas).
® Fiksavimo laikas: 14—24 val. Ribokite fiksavimo trukme, nes ilgesnis fiksavimas (pvz.,
>24 val.) gali lemti didesne DNR fragmentacijg ir prastus tolesniy tyrimy rezultatus).
® Pries jliedami méginius, kruop$ciai atlikite jy dehidratacijg (formalino likuciai gali

pabloginti proteinazés K ardymo savybes).

Atliekamas DNR eliuavimas ATE buferiniame tirpale ir ji i§ karto paruoSiama naudoti
amplifikacijos reakcijose arba laikyti (sglygos priklauso nuo naudotojo reikalavimy).
Rekomenduojamas laikymo salygas atliekant konkreCius QIAGEN tyrimus Zr.

atitinkamuose rinkiniy vadovuose.
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Procedura

Svarbi informacija prieS pradedant

e Visi ,QlAamp DSP DNA FFPE Tissue® rinkinio sudétyje esantys reagentai numatyti
naudoti tik su kitais reagentais i$ to paties ,QlAamp DSP DNA FFPE Tissue" rinkinio.
Norint uztikrinti optimaly rinkinio veikimg, negalima naudoti reagenty pakaitaly.

® Gave rinkinj, patikrinkite, ar audinio komponentai yra nepazeisti. Jei pakuotés arba
buferinio tirpalo buteliukai yra paZeisti, kreipkités j QIAGEN techninés pagalbos tarnyba
arba vietinj platintojg. ISsiliejus skysciui, Zr. ,Jspéjimai ir atsargumo priemonés®, 10 psl.
Nenaudokite pazeisty rinkinio komponenty, nes jie gali turéti neigiamos jtakos rinkinio
veiksmingumui.

® Nenaudokite komponenty i$ kity rinkiniy, nebent partijy numeriai visiSkai sutampa.
® Rinkinio reagentus saugokite nuo mikrobiologinés tarsos.

e §j rinkinj gali naudoti tik darbuotojai, susipaZine su in vitro diagnostikos laboratorijos
procedidromis.

e Dirbdami su reagentais ir méginiais, visuomet mavekite lateksines arba vinilines
pirstines, kad iSvengtuméte tarSos nuo odos pavirSiaus arba dulkétos laboratorijos
jrangos. Ant ranky ir dulkiy dalelése gali bati bakterijy ir pelésiy, kurie yra daznai
pasitaikantys tarSos Saltiniai. Daznai keiskite pirstines ir laikykite mégintuvélius
uzdarytus.

® Nenaudojamus buferinius tirpalus, tekantj skystj ir méginiy liku€ius reikia iSmesti
laikantis vietiniy taisykliy reikalavimy.

e Jei naudojate savo plastikinius indelius, gryninimo proceddros metu rekomenduojama
naudoti nesulaikanc¢ius méginio 1,5-2 ml vienkartinius kdginius polipropileno
mégintuvélius be DNazés/RNazés su saugiais dangteliais.

® Centrifugavimo veiksmus atlikite kambario temperataroje (15-25 °C).
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Visus buferinius tirpalus reikia laikyti kambario temperatdroje (15-25 °C). Prie$
naudojant, juos reikia gerai iSmaiSyti.

Atlikdami 11 veiksmg, nustatykite 56 °C termostatinio maiSytuvo ar kaitinamo orbitinio
inkubatoriaus temperatirg. Jei termostatinio arba kaitinamo orbitinio inkubatoriaus
néra, vietoje jy galima naudoti kaitinimo blokg arba vandens vonele.

Jei AL buferiniame tirpale arba ATL buferiniame tirpale yra nuoséduy, istirpinkite jas
pasildydami iki 70°C ir Svelniai kratydami.

AW1 buferinis tirpalas ir AW2 buferinis tirpalas turi bati paruosti laikantis toliau pateikty
nurodymy.

Siekdama uztikrinti kokybés kontrole, QIAGEN atlieka funkcinj kiekvienos atskiros
rinkiniy partijos tikrinimg. Todél nemaiSykite skirtingy partijy reagenty ir kartu
nenaudokite skirtingy reagenty partijy reagenty.

Buferiniy tirpaly ruoSimas

ATL buferinio tirpalo ruoSimas

® Prie$ pradédami procedira, patikrinkite, ar buferiniame tirpale ATL nesusidaré nuosédy. Jei

reikia, iStirpinkite jas Sildydami 70 °C temperataroje ir atsargiai pakratydami.

AL buferinio tirpalo ruoSimas

® Prie$ pradédami procedira, patikrinkite, ar buferiniame tirpale AL nesusidaré nuosédy.

Jei reikia, istirpinkite jas Sildydami 70 °C temperatiroje ir atsargiai pakratydami.
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AW1 buferinio tirpalo ruoSimas

e |pilkite 25 ml etanolio (96—100%) j buteliuka, kuriame yra 19 ml koncentruoto buferinio
tirpalo AW1. Pazymékite ant buteliuko esancig etikete, tokiu badu nurodydami, kad
buvo jpilta etanolio. Atskiestg buferinj tirpalg AW1 galima laikyti kambario
temperatiroje (15-25 °C) iki 1 mety arba iki rinkinio galiojimo pabaigos datos,
atsizvelgiant | tai, kuris terminas yra trumpesnis. Mes rekomenduojame pasizymeéti
atskiedimo datg ant buferinio tirpalo etiketés.

Pastaba. Prie$ pradédami procedira, kratydami sumaiSykite atskiestg buferinj tirpalg AW1.

AW?2 buferinio tirpalo ruoSimas

e |pilkite 30 ml etanolio (96—100%) j buteliukg, kuriame yra 13 ml koncentruoto buferinio
tirpalo AW2. Pazymékite ant buteliuko esancig etikete, tokiu badu nurodydami, kad
buvo jpilta etanolio. Atskiestg buferinj tirpalg AW2 galima laikyti kambario
temperatiroje (1525 °C) iki 1 mety arba iki rinkinio galiojimo pabaigos datos,
atsizvelgiant j tai, kuris terminas yra trumpesnis. Mes rekomenduojame pasizyméti
atskiedimo datg ant buferinio tirpalo etiketés.

Pastaba. Prie$ pradédami procediirg, kratydami sumaisykite atskiesta buferinj tirpalg AW2.
Pradiné medziaga

Pradiné medziaga DNR gryninti yra FFPE audinio pjaviai (pageidautina Sviezi). Vieng
méginj gali sudaryti keli pjaviai. Jei neturite informacijos apie pradinés medziagos kilme,

rekomenduojame vienam méginiui ruosti naudoti ne daugiau nei tris pjavius.

Laboratorijoje atlikdamas bet kurig procedirg, naudotojas turi parinkti optimaly pjaviy
skaiCiy, pjavio storj ir pjavio pavirSiaus plota. Jei rinkinj naudojate kartu su QIAGEN

tyrimais, nurodymus Zr. atitinkamame vadove.
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Darbinés proceduros siekiant iSvengti kryzminés tarSos

Kadangi nukleorigsties amplifikacijos technologijos yra jautrios, dirbant su ,QlAamp

MinElute® kolonélémis badtina imtis toliau nurodyty atsargumo priemoniy, kurios padés

iSvengti kryzminés méginiy tarSos:

® | mégintuvélius nedékite per didelio audiniy kiekio.

® Grandydami audinj, méginiams naudokite skirtingus skalpelius.

e FElkités atsargiai dédami méginj ar pildami tirpalg j ,QlAamp MinElute” kolonéle. Pipetuokite

méginj j ,QlAamp MinElute“ kolonéle taip, kad nesuslapintuméte kolonélés krasto.

® Perkeldami skysc€ius, visada keiskite pipeciy antgalius. Rekomenduojame naudoti
pipeciy antgalius su aerozoliniais barjerais.

® Atlikdami meéginio plovimo veiksmus visuomet naudokite naujus plovimo mégintuvélius.

® Pries$ purtydami ir centrifuguodami jsitikinkite, kad mégintuvéliy dangteliai yra gerai
uzdaryti.
® PrieS centrifuguodami jsitikinkite, kad QlAamp MinElute kolonélé yra gerai uzdaryta.

e Atlike impulsino purtymo ir inkubavimo 90 °C veiksmus, trumpai centrifuguokite
mikrocentrifugos mégintuveélius, kad pasalintuméte laSus nuo dangteliy vidinés pusés.

e ,QlAamp MinElute® kolonéles atidarykite po vieng ir blkite atsargis, kad nesusidaryty
aerozolis.

® Dirbdami su méginiais, visada keiskite skalpelius.

® Perkeldami skyscius, visada keiskite pipeciy antgalius. Siekiant iSvengti kryZminés
tarSos, rekomenduojame naudoti pipeciy antgalius su aerozoliniais barjerais ir
nenaudoti keliy pakopy pipeciy.

® Visada naudokite vienkartines pirstines ir reguliariai tikrinkite, ar jos néra uzterstos
meéginio medziaga. Jei jtariate, kad jos gali bati uzterstos, iSmeskite pirstines.

e Megintuvélius atidarykite po viena.
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Centrifugavimas

.QlAamp MinElute” kolonélés telpa | daugumg standartiniy 1,5-2 ml mikrocentrifugos
mégintuvéliy. Atskirai galima jsigyti papildomy 2 ml plovimo mégintuvéliy (QIAGEN, kat. nr.
19201). Siekiant sumazinti centrifugos keliama triukSma, ,QlAamp MinElute® kolonéliy
centrifugavimas atliekamas apie 6000 x g greiiu. Centrifiguojant didZiausiu grei€iu, DNR
iSeiga nebus didesné. Taciau ,QlAamp MinElute® centrifugavimas didziausiu greiciu
bidtinas atliekant du proceddros veiksmus: sausojo centrifugavimo veiksmg iSplovus
membranas ir eliuavimo veiksmg. Be to, centrifugavimas didziausiu greiCiu bdtinas

nusodinant méginj atlikus apdorojimo ksilenu ir plovimo etanoliu veiksma.

Visi centrifugavimo veiksmai turi bdti atliekami kambario temperatdroje (15-25 °C).
Nedidelé temperatira centrifugavimo metu gali lemti neoptimaly iSskyrima.

,QIAamp MinElute® kolonéliy apdorojimas mikrocentrifugoje

® Prie$ dédami j centrifuga, visa uzdarykite ,QlIAmp MinElute” kolonéles.

® Nepalieskite ,QlAamp MinElute“ kolonélés membranos pipetés antgaliu.

e |[Splautose frakcijose gali bati pavojingy atlieky, todél jas reikia tinkamai iSmesti.

e Siekiant uztikrinti efektyvy vienalaikj daugelio méginiy apdorojimg, rekomenduojame
stovelj uzpildyti plovimo mégintuvéliais, j kuriuos po centrifugavimo baty perkeliamos
»,QIAamp MinElute“ kolonélés. Panaudotus plovimo mégintuvélius su iSplauta medziaga
baty galima iSmesti, o j centrifugg bty galima jdéti naujus plovimo mégintuvélius su
»,QIAamp MinElute“ kolonélémis.

® Viso proceso metu méginiai turi bati visiSkai kontroliuojami.
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ISgrynintos DNR eliuavimas

Atliekant tolesnius tyrimus, kuriems reikalingas nedidelis pradinis tdris, (pvz., kai kuriuos
PGR tyrimus) esant labiau koncentruotam elivatui gali padidéti tyrimo jautrumas, taciau
gali padidéti ir potencialiy inhibitoriy koncentracija.

Padidéjus eliuavimo tdriui sumazés DNR koncentracija eliuate.

Atkurto eliuato tdris gali bati apie 5 yl mazesnis nei ,QlAamp MinElute® kolonéléje buvusio
buferinio tirpalo ATE taris. Pvz., esant 20 pl eliuavimo tdriui gaunama 215 pl eliuato.

Atkurto eliuato tdris priklauso nuo meéginio kilmeés.

Naudotojas turi uztikrinti, kad eliuavimo tdris bdty optimalus visoms laboratorijoje
atliekamoms proceddroms. Informacijos apie rekomenduojamus eliuavimo tarius atliekant
konkrec€ius QIAGEN tyrimus Zr. rinkiniy vadovuose.

ISeiga gali padidéti, jei kolonélé bus inkubuojama su buferiniu tirpalu ATE kambario
temperatiroje, pvz., 5 minutes prie$ centrifugavima. Atlikus eliuavimg, DNR galima surinkti
i 1,5 ml eliuavimo mégintuvélius (pateikti). Eliuavimo biddu gautos DNR laikymo sglygos
priklauso nuo naudotojo reikalavimy. Rekomenduojamas laikymo sglygas atliekant
konkrec€ius QIAGEN tyrimus Zr. rinkiniy vadovuose.
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Protokolas: Genominés DNR izoliavimas iS
FFPE audinio pjaviy

Procedira

1.
2.

Naudodami skalpelj, paSalinkite perteklinj parafing nuo meéginio bloko.

Laikydamiesi standartinés laboratorijos praktikos reikalavimy, atlikite pjavius (zZr.
JPradiné medziaga“, 15 psl. Laboratorijoje atlikdamas bet kurig procediirg, naudotojas
turi parinkti optimaly pjaviy skai€iy, pjavio storj ir pjavio pavirSiaus plotg. Visos
proceddros metu méginiai turi bati visiSkai kontroliuojami.

. Naudodami sterily skalpelj, j lizés mégintuvélj (pateiktas) nugrandykite audinj nuo

pjaviy. ]| mégintuvélj sudékite visg galimg audinj. | meginj jpilkite 1 ml ksileno,
uzdarykite dangtelj ir gerai sukratykite, kol parafinas istirps (pvz., apie 10 sek.).
|sitikinkite, kad mégintuvélis yra gerai uzdarytas, kad neiSsiliety ksilenas, iSvengtuméte
kryZzminés méginiy tarsos ir galimo saly¢io su ksilenu.

Pastaba. Ksileng naudokite traukos spintose ar kituose tinkamuose darbui jrenginiuose.
Centrifuguokite visu grei€iu kambario temperatiroje apie 2 min., kad surinktuméte

audinio granules. Jei audinio granulés nesusiformavimo, $j veiksmg pakartokite.

Pastaba. Nedidelé temperatdra centrifugavimo metu gali lemti neoptimaly iSskyrima.

. Pipetuodami pasalinkite supernatantg ir jj iSmeskite. Surinkite granules.

Supernatante yra ksileno, kuris yra pavojingos atliekos ir turi biti iSmestas laikantis
atitinkamy vietiniy taisykliy reikalavimy.

| audinio granules jpilkite 1 ml etanolio (96—100%) ir kratydami gerai sumaiSykite.

Etanolis iS5 méginio paSalina ksileno liku€ius ir turi bati tinkamai tvarkomas.
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7. Centrifuguokite visu grei¢iu kambario temperatlroje apie 2 min.
Pipetuodami pasalinkite supernatanta. Nepasalinkite granuliy.

Naudodami pipete plonu galu atidZiai pa$alinkite etanolio liku€ius. Atidarykite
mégintuvélj ir inkubuokite 15—40 °C temperatiroje, kol iSgaruos visi etanolio likuciai.
Pasalinti visg etanolj yra ypa¢ svarbu, kad iS§skyrimas bity sékmingas.

Pastaba. Esant mazesnei inkubavimo temperatirai pailgéja garavimo laikas, o esant
aukstai temperatirai granulés gali pernelyg iSdziati, todél jas gali bati sudétinga
suspenduoti.

8. Suspenduokite granules 180 pl buferinio tirpalo ATL. Pridékite 20 ul proteinazés K ir
kratydami sumaisykite.

Pastaba. Siekiant uztikrinti didZiausig i8eiga, granules reikia gerai suspenduoti
buferiniame tirpale ATL.

9. 56 °C + 3 °C temperatiroje inkubuokite apie 1 val. (kol jvyks visiSka méginio lizé).
10.90 °C + 5 °C temperattroje inkubuokite apie 1 val. £ 5 min.

Buferiniame tirpale ATL inkubuojant 90 °C temperatdroje i$ dalies atstatomi
nukreortgCiy pokyciai dél formaldehido. Trumpesnis inkubavimo laikas arba mazesné
inkubavimo temperatira gali turéti jtakos DNR kokybei ir kiekiui. Jei naudojate tik vieng
kaitinimo bloka, po inkubavimo 56 °C temperatiroje palikite méginj kambario
temperatdroje, kol kaitinimo blokas pasieks 90 °C.

11. Trumpai centrifuguokite mégintuvélj, kad pasalintuméte dangtelio viduje esancius lasus.

12.] méginj jpilkite 200 pl buferinio tirpalo AL ir kratydami gerai sumai$ykite. Tuomet jpilkite
200 pl etanolio (96—100%) ir kratydami dar kartg gerai sumaiSykite.
Norint gauti homogeninj tirpalg, batina, kad méginys, buferinis tirpalas AL ir etanolis
blty nedelsiant kruop$€iai sumaisyti juos kratant ar pipetuojant. Buferinj tirpalg AL ir
etanolj galima sumaisyti i anksto ir supilti kartu, tokiu badu sutaupant laikg, kai yra
apdorojami keli méginiai. Supylus buferinj tirpalg AL ir etanolj gali susidaryti baltos
nuosédos. Sios nuosédos neturi jtakos ,QlAamp* procedirai. Visada naudokite $vieZig
midinj, o panaudoje iS karto iSmeskite.
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13. Trumpai centrifuguokite mégintuvélj, kad pasalintuméte dangtelio viduje esancius lasus.

14.AtidZiai, kad nesudrékintuméte krasto, perpilkite visg lizatg j ,QlAamp MinElute”

kolonéle (2 ml plovimo mégintuvélyje), uzdarykite dangtelj ir centrifuguokite apie 6000 x
g greiCiu 21 min. Jdékite ,QlAamp MinElute“ kolonéle j Svary 2 ml plovimo mégintuvélj
(pateiktas) ir iSmeskite plovimo mégintuvélj su iSplauta medziaga.

Jei atlikus centrifugavimg ne visas lizatas pateko pro membrana, centrifiguokite dar
kartg didesniu greiciu, kol ,QlAamp MinElute“ kolonélé bus tuscia.

15.Atsargiai atidarykite ,QlAamp MinElute” kolonéle ir jpilkite 500 pl atskiesto buferinio

tirpalo AW1 taip, kad nesudrékintuméte krasto. Uzdarykite dangtel; ir centrifuguokite
apie 6000 x g grei€iu 21 min. Jdékite ,QlAamp MinElute” kolonéle j Svary 2 ml plovimo
mégintuvélj ir iSmeskite plovimo mégintuvélj su iSplauta medziaga.

16.Atsargiai atidarykite ,QlAamp MinElute” kolonéle ir jpilkite 500 pl atskiesto buferinio

tirpalo AW2 taip, kad nesudrékintuméte krasto. Uzdarykite dangtel; ir centrifuguokite
apie 6000 x g grei€iu 21 min. Jdékite ,QlAamp MinElute” kolonéle j Svary 2 ml plovimo
mégintuvélj ir iSmeskite plovimo mégintuvélj su iSplauta medziaga.

Venkite salyCio tarp ,QlAamp MinElute® kolonélés ir iSplautos medziagos.
Subalansuokite centrifugos rotoriy. Kai kurie centrifugos rotoriai 1étéjimo metu gali
vibruoti, todél galimas iSplautos medziagos, kurioje yra etanolio, salytis su ,QlAamp
MinElute® kolonéle. ISimdami ,QlAamp MinElute” kolonéle ir plovimo mégintuvélj i$
rotoriaus bikite atsargis, kad nejvykty iSplautos medziagos ir ,QlAamp MinElute*
kolonélés salytis.

17.Centrifuguokite visu greiciu (apie 20000 x g) apie 3 min., kad iSdZiovintuméte membrana.

| eliuatg patekes etanolis gali turéeti neigiamos jtakos kai kuriems tolesniems tyrimams.
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18.]dékite ,QlAamp MinElute” kolonéle j Svary 1,5 ml eliuavimo mégintuvélj (pateiktas) ir
iSmeskite plovimo mégintuvélj su iSplauta medziaga. Atsargiai atidarykite ,QlAamp
MinElute” kolonélés dangtelj ir jpilkite 20—200 ul buferinio tirpalo ATE j membranos
centrg.

SVARBU. Jei eliuavimo metu naudojate nedidelj tarj (<50 ul), buferinj tirpalg ATE pilkite
| membranos centrg, kad uztikrintuméte visiSkg suriStos DNR eliuavimg. ,QlAamp
MinElute” kolonélés suteikia galimybe eliuavimo metu naudoti jvairius tdrius. Pasirinkite
tarj atsizvelgdami j toliau atliekamy tyrimy reikalavimus. Eliuato taris bus apie 5 pl
mazesnis nei kolonéléje buvusio eliuavimo tirpalo taris.

19.Uzdarykite dangtel] ir inkubuokite kambario temperattroje (15-25 °C) maziausiai 1 min.
Centrifuguokite visu grei€iu (apie 20000 x g) =21 min.

Pries centrifugavima inkubavus ,QlAamp MinElute kolonéle su buferiniu tirpalu ATE
apie 5 min kambario temperatiroje, gali padidéti DNR iSeiga.
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Kokybés kontrolé

Vadovaujantis QIAGEN ISO sertifikuota kokybés valdymo sistema, tikrinamos kiekvienos ,,
QlAamp DSP DNA FFPE Tissue® rinkiniy partijos i§ anksto numatytos savybés, taip
uztikrinant pastovig gaminio kokybe.

Apribojimai

Rinkinio genominés DNR izoliavimo savybés buvo nustatytos naudojant formaline
fiksuotus ir parafine jlietus audinius (FFPE audinius).

Naudotojas atsako uz sistemos efektyvumo uztikrinimg, jei laboratorijoje atliekamos
proceddros, kuriy neapima Siame vadove aprasyti QIAGEN efektyvumo tyrimai.

Siekiant sumazinti neigiamo poveikio diagnostiniams rezultatams rizikg, reikia naudoti
reikiamas kontrolés priemones atliekant tolesnius tyrimus. Papildomam patvirtinimui
rekomenduojamos  ,International Conference on Harmonization of Technical
Requirements” (ICH) (Techniniy reikalavimy derinimo tarptautinés konferencijos) gairés,
pateiktos dokumente ,ICH Q2 (R1) Validation Of Analytical Procedures: Text And

Methodology“ (Analizés procediry patvirtinimas: tekstas ir metodologija).

laboratorijoje gautais rezultatais.

Naudojant ,QlAamp DSP DNA FFPE Tissue“ rinkinj, méginyje esanti RNR gali bati
iSgryninta kartu su DNR.
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Veikimo charakteristikos

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue" rinkinio veikimo charakteristikas  Zr.
www.giagen.com/p/QIAamp-DSP-DNA-FFPE-Tissue-CE.
Ant pakuotés ir etike€iy gali bati pateikti Sie simboliai:
Simbolis Simbolio apraSas
Sudétyje yra pakankamas reagenty kiekis <N> reakcijoms
<N> atlikti
g Tinka iki
IVD ,In vitro* diagnostikos medicinos prietaisas

Iﬁ Gavus
Katalogo numeris

Serijos humeris

MedZiagos numeris

COMP Komponentai
CONT Sudétyje yra
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Simbolis Simbolio apraSas

le-)

| buteliukg jpyle etanolio, uzsiradykite datg

z
g

Etanolis

Pridéjimas

Guanidino hidrochloridas

Maleino ragstis

GTIN Globalus prekés numeris
Temperatdros apribojimai
Gamintojas

Skaitykite naudojimo instrukcijas

Démesio

>EE~EEREE
al |0

o

hd

Kontaktiné informacija

Prireikus techninés pagalbos ar papildomos informacijos, apsilankykite misy techninés
pagalbos centre adresu www.giagen.com/Support, skambinkite tel. 00800-22-44-6000
arba kreipkités j vieng i§ misy QIAGEN techninio aptarnavimo skyriy ar vietiniy pardaveéjy
(Zr. galinj virSelj arba apsilankykite www.giagen.com).
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Uzsakymo informacija

Produktas Turinys Kat. Nr.

»QlAamp DSP DNA FFPE Tissue" rinkinys, skirtas genominei DNR
iSgryninti i$ parafine jliety audiniy
QlAamp DSP DNA FFPE 50 DNR preparaty: 50 ,QlAamp 60404
Tissue Kit (50) MinElute® kolongliy, proteinazé K,
buferiniai tirpalai, plovimo
mégintuvéliai (2 ml), eliuavimo
meégintuvéliai (1,5 ml), lizés
mégintuvéliai (2 ml)

Naujausia informacija apie licencijavimg ir tam tikry produkty garantiniy jsipareigojimy
atsisakymai pateikti atitinkamame QIAGEN rinkinio vadove arba naudotojo vadove.
QIAGEN rinkinio vadovai ir naudotojo vadovai pasiekiami adresu www.giagen.com arba
jy galite paprasyti QIAGEN techninés pagalbos tarnybos ar vietinio platintojo.
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Prekiy Zenklai: ,QIAGEN®, ,Sample to Insight™, ,QIAamp™, ,MinElute® (,QIAGEN Group"); ,Eppendorf® (,Eppendorf AG").

Ribotoji licenciné sutartis dél ,,QlAamp DSP DNA FFPE Tissue“ rinkinio vadovo

Sio produkto naudojimas reiskia pirkéjo ar naudotojo sutikima su Siomis salygomis:

1. Produktg galima naudoti tik vadovaujantis protokolais, pateiktais su $iuo produktu, iuo vadovu ir tik su rinkinyje esanciais komponentais. QIAGEN nesuteikia
jokios intelektinés nuosavybés licencijos naudoti ar jtraukti pridétus Sio rinkinio komponentus su j §j rinkinj nejeinanciais komponentais, iSskyrus aprasytus
protokoluose, pateiktuose su Siuo produktu, Siame vadove ir papildomuose protokoluose, esanciuose www.giagen.com. QIAGEN vartotojams pateikiami keli
papildomi protokolai. Siuos protokolus QIAGEN kruop$ciai patikrino ir optimizavo. QIAGEN neteikia garantijy, kad Sie protokolai nepaZeidzia treciyjy $aliy teisiy.
2. 15skyrus licencijose nurodytus atvejus, QIAGEN nesuteikia garantijos, kad $is rinkinys ir (arba) jo naudojimas nepazeis treciujy $aliy teisiy.

3. Rinkiniui ir jo komponentams suteikta licencija naudoti vieng karta; pakartotinai naudoti, atnaujinti ar perparduoti negalima.

4. QIAGEN aiskiai atsisako bet kokiy kity iSreiksty ar numanomy licencijy, i8skyrus ai$kiai nurodytas licencijas.

5. Rinkinio pirkéjas ir naudotojas sutinka nesiimti ir neleisti niekam kitam imtis veiksmu, kurie galéty paskatinti arba palengvinti prie$ tai nurodytus draudZziamus
veiksmus. QIAGEN gali priversti vykdyti Sios Ribotosios licencinés sutarties draudimus bet kuriame teisme ir atgauti visas tyrimo ir teismo i$laidas, jskaitant iSlaidas
advokatams, pateikusi ieskinj dél Sios Ribotosios licencinés sutarties vykdymo arba su $iuo rinkiniu ir (arba) jo komponentais susijusiy teisiy j savo intelekting
nuosavybe.

Naujausias licencijos salygas Zr. www.giagen.com.

17-02 HB-0414-004 © QIAGEN, 2017. Visos teisés saugomos.
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UZsakymas www.giagen.com/contact | Techniné pagalba support.giagen.com | Svetainé www.giagen.com

1062689LT 157013251



	Numatytoji paskirtis
	Santrauka ir paaiškinimas
	Procedūros principas
	Pateiktos medžiagos
	Rinkinio turinys

	Būtinos, bet nepateiktos medžiagos
	Reagentai
	Reikmenys
	Įranga

	Įspėjimai ir atsargumo priemonės
	Reagentų laikymas ir naudojimas
	Mėginių naudojimas ir laikymas
	Procedūra
	Buferinių tirpalų ruošimas
	ATL buferinio tirpalo ruošimas
	AL buferinio tirpalo ruošimas
	AW1 buferinio tirpalo ruošimas
	AW2 buferinio tirpalo ruošimas

	Pradinė medžiaga
	Darbinės procedūros siekiant išvengti kryžminės taršos
	Centrifugavimas
	„QIAamp MinElute“ kolonėlių apdorojimas mikrocentrifugoje
	Išgrynintos DNR eliuavimas

	Protokolas: Genominės DNR izoliavimas iš FFPE audinio pjūvių
	Procedūra

	Kokybės kontrolė
	Apribojimai
	Veikimo charakteristikos
	Simboliai
	Kontaktinė informacija
	Užsakymo informacija

