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Przeznaczenie

Zestaw QlAamp DSP DNA FFPE Tissue jest systemem wykorzystujgcym technologie
membrany krzemionkowej (technologie QlAamp) do izolacji i oczyszczania genomowego
DNA z probek biologicznych utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie (formalin-
fixed, paraffin-embedded, FFPE).

Produkt jest przeznaczony do stosowania przez uzytkownikéw profesjonalnych, takich jak
technicy i lekarze, przeszkolonych w dziedzinie technik biologii molekularnych
stosowanych w diagnostyce in vitro (in vitro diagnostics, IVD); stuzy do recznego
przygotowywania prébek i nie generuje zadnych, ani jakosciowych, ani iloSciowych,
wynikow testow.

Streszczenie i informacje ogolne

Zestaw QlAamp DSP DNA FFPE Tissue dtuzy do oczyszczania DNA ze skrawkow
tkankowych FFPE. Korzysta ze sprawdzonej technologii QlAamp DNA Micro stuzgcej do
oczyszczania genomowego i mitochondrialnego DNA z prébek o matych objetosciach lub
rozmiarach. Zestaw tgczy wybidrcze wlasnosci wigzgce membrany krzemionkowej z

elastycznymi objeto$ciami wymywania.

Warunki lizy pozwalajg na skuteczne oczyszczanie genomowego DNA ze skrawkéw
tkankowych FFPE bez koniecznosci pozostawiania ich na noc do inkubacji. Inkubacja w
podwyzszonej temperaturze po trawieniu proteinazg K czesciowo usuwa wigzania
krzyzowe uwolnionego DNA pod wptywem utrwalenia formaling, potencjalnie zwiekszajgc
uzysk i poprawiajgc charakterystyke DNA w dalszych testach. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze
DNA wyizolowany z prébek FFPE ma zwykle nizszg mase czgsteczkowa niz DNA z probek
Swiezych lub mrozonych. Stopien fragmentacji zalezy od typu i wieku probki oraz
warunkoéw utrwalania.
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Prosta procedure QlAamp DSP DNA FFPE Tissue mozna stosowac¢ do jednoczesnej

obrébki wielu probek poddanych wczesniej lizie.

Uzytkownik jest odpowiedzialny za walidacje wydajnosci systemu do wszelkich procedur
stosowanych w danym laboratorium, ktére nie sg objete badaniami wydajnosci

wykonanymi przez firme QIAGEN i opisanymi w instrukcji obstugi.

Zasada realizacji procedury

Procedura QIAamp DSP DNA FFPE Tissue skfada sie z szesciu krokéw (Rysunek 1):

® Usuniecie parafiny: parafina jest rozpuszczana w ksylenie i usuwana

® Liza: prébka jest poddawana lizie w temperaturze 56°C, w warunkach denaturaciji,

w obecnosci proteinazy K

® Obrdbka cieplna: inkubacja w temperaturze 90°C odwraca reakcje wigzania

krzyzowego powstatego w wyniku utrwalenia formaling

® Wigzanie: DNA wigze sie z membrang, a zanieczyszczenia przeptywaja, tworzgc

przesacz
® Plukanie: pozostatosci zanieczyszczen sg wyptukiwane

® Wymycie: czysty koncentrat DNA jest wymywany z membrany
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QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Procedure

Prébka

Usuniecie parafiny

Liza

Ogrzewanie

Wigzanie DNA

Plukanie

Wymywanie
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DNA gotowy do uzycia

Rysunek 1. Procedura QlAamp DSP DNA FFPE Tissue.
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Materiaty dostarczone w zestawie

Zawartos¢ zestawu

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (50)

Nr katalogowy 60404

Liczba reakc;ji 50

QlAamp QlAamp MinElute Columns with 50

MinElute® Wash Tubes (Kolumny QlAamp
MinElute z probéwkami do
ptukania)

wWT Wash Tubes (Probéwki do wWaASHT TUBE 3 x50
ptukania) (2 ml)

ET Elution Tubes (Prob6éwki do ELU | TUBE 50
wymywania) (1,5 ml)

LT Lysis Tubes (Probéwki do lizy) (2 TUBE 50
ml)

ATL Tissue Lysis Buffer (Bufor do lizy LYs [ BUF ] 10 ml
tkanek)

AL Lysis Buffer* (Bufor do lizy) [ Lys | BUF | 12ml

AW1 Wash Buffer 1* (Bufor ptuczacy) | WASH | BUF | 1 |co|\|c| 19 ml
(koncentrat)

AW2 Wash Buffer 2" (Bufor ptuczacy 2) [WASH [BUF [ 2 [CONC] 13ml
(koncentrat)

ATE Elution Buffer® (Bufor | ELU | BUF | 12 ml
wymywajacy)

PK Proteinaza K 1,25 ml

- Instrukcja uzycia (Instrukcja 1

obstugi)

* Zawiera sol guanidyny. Produkt niekompatybilny ze srodkami dezynfekujgcymi zawierajgcymi wybielacz. Nalezy

zapoznac sie z ostrzezeniami i Srodkami ostroznos$ci opisanymi na stronie 10.

T Zawiera azydek sodu jako $rodek konserwujgcy.
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Materiaty wymagane, ale niedostarczone

W czasie pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywa¢ odpowiedniego fartucha
laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych iokularow ochronnych. W celu uzyskania
dodatkowych informacji nalezy zapoznac¢ sie z kartami charakterystyki (safety data sheet,
SDS) uzyskanymi od producentéw poszczegoélnych produktéw.

Odczynniki

® Ksylen

e Etanol (96-100%)*

Materiaty eksploatacyjne

e Jesli uzytkownik postanowi nie korzystac z probédwek dostarczonych w zestawie,
zalecamy uzycie probéwek o pojemnosci 1,5 ml lub 2 ml do mikrowiréwki (w krokach lizy)
i probéwek o pojemnosci 1,5 ml do mikrowiréwki (w krokach wymywania). Probowki takie
dostepne sg w firmach Eppendorf® [Safe-Lock: nr kat. 022363204 w USA; nr kat. 0030
120.086 w Europie] i Sarstedt [nr. kat. 72.690]). Zalecamy uzycie probéwek stozkowych
niezanieczyszczonych DNazami/RNazami i zaopatrzonych w szczelne zatyczki.

® Pipety i koncowki do pipet (zdecydowanie zalecamy stosowanie koncéwek do pipet
z barierami aerozolowymi w celu unikniecia zanieczyszczenia krzyzowego)

Wyposazenie

e TermoMixer™, podgrzewany inkubator z funkcjg ruchu orbitalnego, blok grzewczy lub
taznia wodna umozliwiajgca inkubacje w temperaturach 56°C, 70°C i 90°C

e Mikrowiréwka' (z wirnikiem do probowek 2 ml)

® Mieszalnik

* Nie uzywac¢ denaturatu, ktory oprécz etanolu zawiera inne substancje, takie jak metanol lub metyloetyloketon.

T W celu zapewnienia whasciwej obrobki probek w procedurach QlAamp DSP DNA FFPE zdecydowanie zalecamy,
aby instrumenty byty kalibrowane zgodnie z zaleceniami ich producentow.
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Ostrzezenia i srodki ostroznosci

Do stosowania w diagnostyce in vitro

W czasie pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywa¢ odpowiedniego fartucha
laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych iokularow ochronnych. W celu uzyskania
dodatkowych informacji nalezy zapoznaé sie z kartami charakterystyki (SDS). Sg one
dostepne w internecie w wygodnym formacie PDF pod adresem www.giagen.com/safety.
Na tej stronie mozna wyszukiwaé, wyswietla¢ idrukowaé karty charakterystyki dla

wszystkich zestawdw i sktadnikow zestawow firmy QIAGEN®,

OSTRZEZENIE: NIE WOLNO dolewaé wybielacza lub roztworow
kwasowych bezposrednio do odpadéw powstatych z przygotowywania
probki.

Bufor AL i bufor AW1 zawierajg chlorowodorek guanidyny, ktéry moze tworzyé wysoce

reaktywne zwigzki w potgczeniu z wybielaczem.

W przypadku rozlania ptynu zawierajacego te bufory nalezy wyczysci¢ go za pomocag
odpowiedniego detergentu laboratoryjnego i wody. Jesli rozlany ptyn zawiera czynniki
potencjalnie zakazne, nalezy wyczysci¢ zalany obszar najpierw detergentem

laboratoryjnym i woda, a nastepnie 1-procentowym (v/v) podchlorynem sodu.

W odniesieniu do sktadnikéw zestawu QIAamp DSP DNA FFPE Tissue obowigzujg

nastepujace zwroty wskazujgce niebezpieczenstwa i srodki ostroznosci.
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Bufor AL

&

Bufor ATL

&

Bufor AW1

&

Proteinaza K

Zawiera chlorowodorek guanidyny, kwas maleinowy. Uwaga! Moze dziata¢ szkodliwie po
potknieciu lub w nastepstwie wdychania. Dziata draznigco na skore. Dziata draznigco na
oczy. Moze powodowaé reakcje alergiczng skory. W przypadku utrzymywania sie dziatania
draznigcego na oczy: zasiegng¢ porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza. W PRZYPADKU
DOSTANIA SIE DO OCZU: Ostroznie ptuka¢ woda przez kilka minut. Wyjg¢ soczewki
kontaktowe, jezeli sg i mozna je tatwo usung¢. Nadal ptuka¢. Zanieczyszczong odziez zdjgé
i wypra¢ przed ponownym uzyciem. W PRZYPADKU KONTAKTU ZE SKORA: Umyé duzg
iloscig wody z mydtem. W przypadku wystgpienia podraznienia skory: zasiegng¢
porady/zgtosic¢ sie pod opieke lekarza. Stosowac¢ rekawice ochronne/odziez
ochronng/ochrone oczu/ochrone twarzy.

Uwaga! Powoduje fagodne podraznienie skéry. W przypadku wystapienia podraznienia
skory: zasiegng¢ porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza.

Zawiera chlorowodorek guanidyny. Uwaga! Dziata szkodliwie po potknieciu lub w
nastepstwie wdychania. Dziata draznigco na skére. Dziata draznigco na oczy. W przypadku
ztego samopoczucia skontaktowaé sie z OSRODKIEM ZATRUC lub z lekarzem.
Zawarto$¢/pojemnik usuwac do zatwierdzonego zaktadu likwidacji odpadow.
Zanieczyszczong odziez zdjgé i wypra¢ przed ponownym uzyciem. Stosowaé rekawice
ochronne/odziez ochronng/ochrone oczu/ochrone twarzy

Zawiera: Proteinaza K. Niebezpieczenstwo! Powoduje tagodne podraznienie skory. Moze
powodowac objawy alergii lub astmy lub trudnosci w oddychaniu w nastgpstwie wdychania.
Unika¢ wdychania pytu/dymu/gazu/mgty/par/rozpylonej cieczy. Zawarto$¢/pojemnik usuwaé
do zatwierdzonego zakfadu likwidacji odpadéw. W przypadku wystgpienia objawow ze
strony uktadu oddechowego: Skontaktowaé sie z OSRODKIEM ZATRUC lub z lekarzem. W
PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO DROG ODDECHOWYCH: W przypadku trudnosci z
oddychaniem, wyprowadzi¢ lub wynie$¢ poszkodowanego na swieze powietrze i zapewnic
warunki do odpoczynku w pozycji umozliwiajgcej swobodne oddychanie. Stosowaé
indywidualne $rodki ochrony drég oddechowych.

Przechowywanie odczynnikOw i Sposob
postepowania

Kolumny QIAamp MinElute po odebraniu zawierajgcej je dostawy powinny by¢

przechowywane w temperaturze 2-8°C i mogg by¢ uzywane do terminu waznosci

podanego na pudetku zestawu.
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Wszystkie bufory mogg by¢ przechowywane w temperaturze pokojowej (15-25°C) i sg
stabilne do terminu wazno$ci zestawu. Jednak zrekonstytuowany bufor AW1 i AW2 mozna
przechowywaé w temperaturze pokojowej (15-25°C) przez maksymalnie 1 rok lub do

terminu wazno$ci zestawu, zaleznie od tego, ktéry z tych terminéw uptynie wczeéniej.

Zestaw QlAamp DSP DNA FFPE Tissue zawiera gotowy do uzycia roztwér proteinazy K
dostarczony w buforze do przechowywania o specjalnej formule. Proteinaza K
przechowywana w temperaturze pokojowej (15-25°C) jest stabilna do terminu wazno$ci
zestawu.

Sposodb postepowania z probkami i
przechowywanie ich

Powinno sie stosowac¢ standardowe procedury utrwalania w formalinie i zatapiania

w parafinie, a w celu ograniczenia fragmentacji DNA nalezy koniecznie:

e Utrwala¢ tkanki w formalinie zgodnie z protokotem laboratoryjnym (powszechnie za
odpowiedni uznaje sie 10-procentowy buforowany obojetny roztwor formaliny) jak
najszybciej po pobraniu chirurgicznym.

e Utrwalaé przez 14-24 godziny. Ogranicza¢ czas utrwalania, poniewaz przedtuzone
utrwalanie (na przykfad >24 godziny) moze zwiekszy¢ stopien fragmentaciji DNA,
prowadzgc do pogorszenia charakterystyki materiatu w dalszych testach).

® Przed zatopieniem dokfadnie odwodni¢ probki (pozostatosci formaliny mogg hamowac
trawienie proteinazg K).

DNA jest wymywany w buforze ATE i od razu gotowy do uzycia w reakcjach amplifikaciji
lub do przechowywania (warunki zalezg od wymagan uzytkownika). Zalecane warunki
przechowywania witasciwe dla dalszych zastosowan konkretnych produktow QIAGEN
opisano w instrukcjach obstugi odpowiednich zestawow.
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Procedura

Wazne informacje przed rozpoczeciem

Wszystkie odczynniki dostarczone w zestawie QlAamp DSP DNA FFPE Tissue sg
przeznaczone wyfgcznie do stosowania z innymi odczynnikami z tego samego zestawu
QlAamp DSP DNA FFPE Tissue. Aby utrzyma¢ optymalng wydajno$¢ zestawu, nie
nalezy zamienia¢ odczynnikéw.

Po otrzymaniu zestawu nalezy sprawdzi¢ elementy zestawu pod katem uszkodzen.
Jesli uszkodzone sg opakowania blistrowe lub butelki z buforami, nalezy skontaktowac
sie z dziatem pomocy technicznej firmy QIAGEN lub lokalnym dystrybutorem.

W przypadku rozlania ptynéw nalezy zapoznac¢ sie z punktem ,Ostrzezenia i $rodki
ostroznosci”, strona 10. Nie uzywaé uszkodzonych elementéw zestawu, poniewaz ich

uzycie moze prowadzi¢ do stabego dziatania zestawu.

Nie uzywac elementéw innych zestawéw z aktualnie uzywanym zestawem, chyba ze

numery serii sg identyczne.
Nalezy unika¢ zanieczyszczenia mikrobiologicznego odczynnikow zestawu.

Zestaw powinien by¢ stosowany wytgcznie przez personel przeszkolony w zakresie
laboratoryjnych procedur diagnostycznych in vitro.

Podczas postugiwania sie odczynnikami i prébkami nalezy zawsze nosi¢ lateksowe lub
winylowe rekawiczki, aby unikng¢ zanieczyszczenia powierzchniami skory lub
zakurzonymi urzadzeniami laboratoryjnymi. Dfonie i czgsteczki kurzu przenoszg
bakterie i plesnie oraz stanowig czeste zroédia zanieczyszczenia. Rekawiczki nalezy

czesto zmieniac, a probéwki trzymaé zamkniete.

Niezuzyte bufory, zlewki zawierajgce przesacz i pozostatosci probki nalezy utylizowacé
zgodnie z lokalnymi procedurami.
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® Jesli uzytkownik uzywa wtasnych naczyn laboratoryjnych z tworzywa sztucznego, to na
wszystkich etapach procedury oczyszczania zalecane jest uzywanie jednorazowych
stozkowych, niskowigzgcych probéwek polipropylenowych o pojemnosci 1,5-2 ml,
niezanieczyszczonych DNazami/RNazami.

® \Wszystkie kroki odwirowywania wykonywaé w temperaturze pokojowej (15-25°C).

e \Wszystkie bufory powinny byé przechowywane w temperaturze pokojowej (15-25°C),
a przed uzyciem nalezy je doktadnie wymieszac.

o Ustawi¢ termomikser lub podgrzewany inkubator z funkcjg ruchu orbitalnego na 56°C,
do wykorzystania w kroku 11. Jesli termomikser lub podgrzewany inkubator z funkcjg
ruchu orbitalnego nie jest dostepny, mozna w zastepstwie uzy¢ bloku grzewczego lub
tazni wodne;.

e Jesli bufor AL lub bufor ATL zawiera wytrgcone osady, nalezy je rozpuscic,
podgrzewajac do 70°C i jednoczesnie delikatnie poruszajgc.

e Bufor AW1 i bufor AW2 koniecznie przygotowa¢ wedtug ponizszej instrukciji.

® Procedury kontroli jako$ci stosowane w firmie QIAGEN obejmujg test dziatania testow
z kazdej partii. Dlatego nie wolno miesza¢ odczynnikéw z réznych partii ani uzywaé
kombinacji odczynnikéw pochodzacych z réznych partii.

Przygotowanie buforow

Przygotowanie buforu ATL

® Przed rozpoczeciem procedury sprawdzi¢, czy w buforze ATL wytracit sie osad.
W razie potrzeby rozpusci¢ go, ogrzewajgc do 70°C i jednoczesnie delikatnie
poruszajac.

Przygotowanie buforu AL

® Przed rozpoczeciem procedury sprawdzi¢, czy w buforze AL wytrgcit sie osad. W razie
potrzeby rozpusci¢ go, ogrzewajac do 70°C i jednoczesnie delikatnie poruszajgc.
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Przygotowanie buforu AW1

® Dodac¢ 25 ml etanolu (96—100%) do butelki zawierajgcej 19 ml stezonego buforu AW 1.
Zaznaczy¢ na etykiecie butelki, ze etanol zostat dodany. Zrekonstytuowany bufor AW1
mozna przechowywac¢ w temperaturze pokojowej (15-25°C) przez maksymalnie 1 rok
lub do terminu waznosci zestawu, zaleznie od tego, ktory z tych terminéw uptynie

wczesniej. Zalecamy zapisanie daty rekonstytucji na etykiecie buforu.

Uwaga: Przed rozpoczeciem procedury wymieszac zrekonstytuowany bufor AW1

poprzez potrzasanie.

Przygotowanie buforu AW?2

® Doda¢ 30 ml etanolu (96—100%) do butelki zawierajgcej 13 ml stezonego buforu AW2.
Zaznaczy¢ na etykiecie butelki, ze etanol zostat dodany. Zrekonstytuowany bufor AW2
mozna przechowywaé w temperaturze pokojowej (15-25°C) przez maksymalnie 1 rok
lub do terminu waznos$ci podanego na zestawie, zaleznie od tego, ktéry z tych
terminéw uptynie wczesniej. Zalecamy zapisanie daty rekonstytucji na etykiecie buforu.

Uwaga: Przed rozpoczeciem procedury wymieszaé zrekonstytuowany bufor AW2

poprzez potrzgsanie.
Materiat wyjsciowy

Materiatem wyjsciowym do oczyszczania DNA sg ciete skrawki tkanki utrwalone w
formalinie i zatopione w parafinie (FFPE), najlepiej od razu po cieciu. Mozliwe jest
potaczenie wiecej niz jednego skrawka w jeden preparat. Jesli brak jest informacji o
charakterze materiatu wyjsciowego, zalecamy rozpoczecie od nie wiecej niz trzech

skrawkow na jeden preparat.

Uzytkownik powinien zoptymalizowac¢ liczbe, grubo$¢ i pole powierzchni skrawkow z
uwzglednieniem procedur realizowanych w swoim laboratorium. Jesli zestaw uzywany jest
razem z produktem QIAGEN do dalszej analizy, nalezy zapozna¢ sie z informacjami

zamieszczonymi w odpowiedniej instrukcji obstugi.
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Unikanie zanieczyszczenia krzyzowego

Z powodu czutosci technologii amplifikacji kwasu nukleinowego podczas postepowania
z kolumnami QlAamp MinElute konieczne jest stosowanie nastepujgcych $rodkow

ostroznosci dla unikniecia zanieczyszczenia krzyzowego miedzy prébkami:

® Nie umieszcza¢ w probowce zbyt duzej ilosci tkanki.
® Zeskrobujgc tkanke, zmienia¢ skalpel miedzy kolejnymi prébkami.

® Ostroznie nanosi¢ probke lub roztwdr na kolumne QlAamp MinElute. Prébke nanies¢

pipetg do kolumny QlAamp MinElute bez zamaczania brzegu kolumny.

® Nalezy zawsze zmienia¢ koncowki pipet pomiedzy przenoszeniami ptynéw. Zalecamy

stosowanie koncowek do pipet z barierg aerozolowa.
® W krokach ptukania probek zawsze uzywa¢ nowych probéwek do ptukania.

® Przed rozpoczeciem mieszania i wirowania upewniac sie, ze zatyczki probowek sg
doktadnie zamkniete.

® Przed rozpoczeciem wirowania upewnic sie, ze kolumna QlAamp MinElute jest
dokfadnie zamknieta.

® Po wszystkich etapach mieszania pulsacyjnego i inkubacji w temperaturze 90°C
odwirowacé krétko probowki do mikrowiréwki, aby usungé krople z wnetrza wieczka.
® Otwiera¢ jednorazowo tylko jedng kolumne QlAamp MinElute i zachowaé ostroznosc,

aby unika¢ wytwarzania aerozoli.
® Zawsze zmienia¢ skalpel miedzy prébkami.

® Nalezy zawsze zmienia¢ koncowki pipet pomiedzy przenoszeniami ptynéw. Zalecamy,
aby w celu zminimalizowania zanieczyszczenia krzyzowego, uzywaé koncowek pipet z
barierg aerozolowg i unika¢ uzywania pipet do wielokrotnego dozowania (,multistep”).

® Nalezy zawsze uzywac rekawiczek jednorazowych i regularnie sprawdzaé, czy nie sg
zanieczyszczone materiatem probki. Wyrzucié rekawiczki, jesli podejrzewa sie, ze sg

zanieczyszczone.

® OtwieracC po jednej probéwce naraz.
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Odwirowanie

Kolumny QIAamp MinElute pasujg do wiekszosci standardowych probowek do
mikrowirowek o pojemnosci 1,5-2 ml. Osobno dostepne sg probéwki do ptukania o
pojemnosci 2 ml (QIAGEN, nr kat. 19201). Odwirowanie kolumn QlAamp MinElute
przeprowadza sie przy okoto 6000 x g w celu redukcji szumu wiréwki. Odwirowanie z
maksymalng predkoscig nie zwiekszy uzysku DNA. Jednak odwirowanie kolumn QlAamp
MinElute z maksymalng predkoscig jest wymagane w dwdch krokach procedury: w kroku
odwirowywania na sucho po ptukaniu membran i w kroku wymywania. Odwirowanie z
maksymalng predkoscig jest takze wymagane w celu $ciggnigcia probki po rozpuszczeniu

parafiny ksylenem i ptukaniu etanolem.

Wszystkie etapy odwirowywania nalezy przeprowadza¢ w temperaturze pokojowej (15—
25°C). Niska temperatura podczas odwirowywania moze prowadzi¢ do nieoptymalnej
ekstrakgiji.

Przetwarzanie kolumn QIAamp MinElute w mikrowiréwce

® Przed umieszczeniem kolumny QlAamp MinElute w mikrowirébwce nalezy jg koniecznie

zamknagg.
® Unikac dotykania membrany kolumny QlAamp MinElute koncéwka pipety.

® Nalezy zwréci¢ uwage, ze frakcje przesgczu mogg zawiera¢ niebezpieczne odpady
i nalezy je odpowiednio usungc¢.

® W celu wydajnego jednoczesnego przetwarzania wielu prébek zalecamy wypetnienie
statywu probéwkami do ptukania, do ktérych bedzie mozna przenosi¢ kolumny QlAamp
MinElute po odwirowaniu. Zuzyte probéwki do ptukania zawierajgce przesgcz mozna
wyrzuci¢, a nowe probowki do ptukania zawierajgce kolumny QlAamp MinElute mozna
umiesci¢ bezposrednio w mikrowiréwce.

® Nalezy zapewni¢ mozliwosc¢ przesledzenia pochodzenia kazdej probki w trakcie catego

procesu.
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Wymywanie oczyszczonego DNA

W przypadku dalszych testéw, w ktdérych wymagane sg niewielkie objetosci poczgtkowe
(np. niektdérych testdow PCR) wieksze stezenie eluatu moze zwigkszac czuto$¢ testu, ale

jednoczesnie wigzac sie ze zwiekszonym stezeniem potencjalnych inhibitoréw.
Zwiekszenie objetosci wymywania zmniejszy stezenie DNA w eluacie.

Objetos¢ uzyskanego eluatu moze byé o okoto 5 pl mniejsza od objetosci buforu ATE
dodanego do kolumny QlAamp MinElute. Na przyktad przy objetosci wymywania 20 pl
objetos¢ eluatu bedzie 215 pl. Objetosé uzyskanego eluatu jest zalezna od wiasciwosci
proébki.

Uzytkownik jest odpowiedzialny za zoptymalizowanie objeto$ci wymywania pod katem
procedur stosowanych w swoim laboratorium. Zalecane objeto$ci wymywania wtasciwe dla
dalszych zastosowan konkretnych produktéw QIAGEN opisano w instrukcjach obstugi

odpowiednich zestawéw.

Uzyski mozna zwiekszyé poprzez inkubacje kolumny z buforem ATE w temperaturze
pokojowej, na przyktad przez 5 minut przed odwirowaniem. Wymyte DNA mozna zbiera¢
do proboéwek do wymywania o pojemnosci 1,5 ml (dostarczonych w zestawie). Warunki
przechowywania wymytego DNA zalezg od wymagan zdefiniowanych przez uzytkownika.
Zalecane warunki przechowywania wiasciwe dla dalszych zastosowan konkretnych
produktow QIAGEN opisano w instrukcjach obstugi odpowiednich zestawow.
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Protokot: izolacja genomowego DNA ze
skrawkow tkankowych FFPE

Procedura

1.
2.

Za pomoca skalpela odcig¢ nadmiar parafiny od bloku z probka.

Pocigé¢ na skrawki zgodnie ze standardowg praktyka laboratoryjng (patrz ,Materiat
wyjsciowy”, strona 15). Uzytkownik powinien zoptymalizowa¢ liczbe, grubos¢ i pole
powierzchni skrawkow z uwzglednieniem procedur realizowanych w swoim laboratorium.
Zapewni¢ mozliwo$¢ przesledzenia pochodzenia kazdej probki w trakcie catej procedury.

. Od razu zeskrobywac¢ tkanke ze skrawkéw do probdwki do lizy (dostarczonej w

zestawie), uzywajgc jatowego skalpela. Dopilnowaé, aby cata dostepna tkanka zostata
umieszczona w probéwce. Dodac do prébki 1 ml ksylenu, zamknaé pokrywke i
energicznie mieszac, dopoki parafina sie nie rozpusci (np. przez 10 s). Dopilnowac,
aby probdowka byfa catkowicie zamknieta, aby unikngc¢ rozlania ksylenu,
zanieczyszczenia krzyzowego miedzy probkami i kontaktu z ksylenem.

Uwaga: Ksylenu uzywac pod wyciggiem lub w innym urzgdzeniu niedopuszczajgcym
do rozprzestrzeniania sie oparéw.

Wirowa¢ z maksymalng predkoscig przez okoto 2 minuty w temperaturze pokojowej,
aby zebraé osad tkankowy. Jesli nie powstat osad tkankowy, powtdrzy¢ ten krok.

Uwaga: Niska temperatura podczas odwirowywania moze prowadzi¢ do nieoptymalnej
ekstrakg;ji.

Odpipetowac i zutylizowaé¢ supernatant. Zachowa¢ osad.

Supernatant zawiera ksylen, ktéry jest odpadem niebezpiecznym, i powinien by¢
odpowiednio utylizowany zgodnie z lokalnymi przepisami.

. Dodac¢ 1 ml etanolu (96—100%) do osadu tkankowego i doktadnie wymieszac¢ przez

worteksowanie.

Etanol wyodrebni pozostato$ci ksylenu z prébki; nalezy go prawidtowo zutylizowac.
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7. Wirowa¢ z maksymalng predkoscig przez okoto 2 minuty w temperaturze pokojowe;.
Odpipetowac¢ supernatant. Nie usuwa¢ osadu tkankowego.

Ostroznie usung¢ ewentualne pozostatosci etanolu, uzywajgc cienkiej koricdwki pipety.
Otworzy¢ probéwke i inkubowaé w temperaturze 15-40°C, dopoki nie odparujg
wszelkie pozostatosci etanolu. Usuniecie pozostatosci etanolu ma kluczowe znaczenie
dla powodzenia ekstrakcji.

Uwaga: Nizsza temperatura inkubacji spowalnia parowanie, natomiast wyzsza
temperatura moze spowodowacé przesuszenie osadu tkankowego i utrudni¢ uzyskanie
zawiesiny.

8. Odtworzy¢ zawiesine z osadu w 180 pl buforu ATL. Dodac¢ 20 pl proteinazy K i

wymieszaé poprzez worteksowanie.

Uwaga: Warunkiem maksymalnego uzysku jest doktadne odtworzenie zawiesiny osadu
tkankowego w buforze ATL.

9. Inkubowaé w temperaturze 56°C + 3°C przez okoto 1 godzine (az prébka catkowicie
ulegnie lizie).
10.Inkubowa¢ w temperaturze 90°C + 5°C przez 1 godzine + 5 min.

Inkubacja w buforze ATL przy temperaturze 90°C czesciowo odwraca modyfikacje
kwasdéw nukleinowych spowodowang przez formaldehyd. Krétszy czas lub nizsza
temperatura inkubacji moze niekorzystnie wptynaé na jakos¢ i ilos¢ DNA. Jesli uzywany
jest tylko jeden blok grzewczy, pozostawi¢ probke w temperaturze pokojowej po
zakonczeniu inkubacji w 56°C, dopdki blok grzewczy nie osiggnie temperatury 90°C.

11.0dwirowac¢ krotko probéwke w celu usuniecia kropli z wnetrza wieczka.

12.Doda¢ 200 pl buforu AL do prébki i doktadnie wymieszaé poprzez worteksowanie.
Nastepnie doda¢ 200 pl etanolu (96—100%) i ponownie doktadnie wymiesza¢ poprzez
worteksowanie.

Bardzo wazne jest niezwtoczne i doktadne wymieszanie probki, buforu AL i etanolu
poprzez worteksowanie lub pipetowanie w celu uzyskania jednorodnego roztworu.
Bufor AL i etanol mozna wstepnie wymieszac i doda¢ razem w jednym kroku, aby
zaoszczedzi¢ czas podczas obrobki wielu probek. Po dodaniu buforu AL i etanolu
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moze wytrgcic¢ sie biaty osad. Osad ten nie zaktéca procedury QlAamp. Zawsze nalezy

uzywacé $wiezej mieszaniny i zaraz po uzyciu jg utylizowac.

13.0dwirowa¢ krétko probéwke w celu usuniecia kropli z wnetrza wieczka.

14.0stroznie przenies¢ caty lizat do kolumny QIAamp MinElute (w probéwce do ptukania o

pojemnosci 2 ml), nie zwilzajgc brzegu, zamkng¢ wieczko i odwirowywac z predkoscig
okoto 6000 x g przez 21 minute. Umiesci¢ kolumne QlAamp MinElute w czystej
probowce do ptukania o pojemnosci 2 ml (dostarczonej w zestawie) i wyrzucié¢

probowke do ptukania zawierajgcg przesacz.

Jesli lizat nie przeszedt catkowicie przez kolumne po odwirowaniu, nalezy ponownie
odwirowac przy wiekszej predkosci az kolumna QlAamp MinElute bedzie pusta.

15.0stroznie otworzyé kolumne QlAamp MinElute i doda¢ 500 pl zrekonstytuowanego

buforu AW1 bez zwilzania brzegu. Zamkng¢ wieczko i odwirowywac przy predkosci
okoto 6000 x g przez 21 minute. Umiesci¢ kolumne QlAamp MinElute w czystej
probéwce do ptukania o objetosci 2 ml i zutylizowaé probéwke zawierajaca przesgcz.

16.0stroznie otworzyé kolumne QlAamp MinElute i dodaé 500 pl zrekonstytuowanego

buforu AW2 bez zwilzania brzegu. Zamkng¢ wieczko i odwirowywac przy predkosci
okoto 6000 x g przez 21 minute. Umiesci¢ kolumne QlAamp MinElute w czystej
probéwce do ptukania o objetosci 2 ml i zutylizowaé probéwke zawierajaca przesgcz.

Nalezy unikac¢ zetkniecia kolumny QlAamp MinElute z przesgczem. Koniecznie zadbac¢ o
wyrownowazenie wirnika wirowki. Niektdre wirniki wirbwek mogg drga¢ po zmniejszeniu
predkosci obrotowej, wskutek czego przesgcz zawierajgcy etanol moze zetkngc¢ sie z
kolumng QlAamp MinElute. Wyjmujgc kolumne QlAamp MinElute i probdéwke do ptukania

z wirnika nalezy uwazac¢, aby przesgcz nie zetknat sie z kolumna.

17.0dwirowywac przy maksymalnej predkosci (okoto 20 000 x g) przez 3 minuty w celu

catkowitego osuszenia membrany.

Przeniesienie etanolu do eluatu moze zakt6ci¢ dziatanie niektorych dalszych testow.
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18.Umiesci¢ kolumne QlAamp MinElute w czystej probéwce do ptukania o pojemnosci
1,5 ml (dostarczonej w zestawie) i wyrzuci¢ probéwke do ptukania zawierajgcg
przesgcz. Ostroznie otworzy¢ wieczko kolumny QlAamp MinElute i nanies¢ 20—-200 pl
buforu ATE na $rodek membrany.
WAZNE: Jesli objeto$é wymywania jest niewielka (<50 pl), nanie$é bufor ATE na
Srodek membrany, aby zapewnic catkowite wymycie zwigzanego DNA. Kolumny
QlAamp MinElute umozliwiajg swobodny wybdr objetosci wymywania. Nalezy wybrac
objetos¢ odpowiednig do dalszego zastosowania. Objetos¢ eluatu bedzie o okoto 5 pl
mniejsza od objetosci roztworu do wymywania dodanego do kolumny.

19.Zamkna¢ wieczko i inkubowaé w temperaturze pokojowej (15-25°C) przez co najmniej 1
minute. Odwirowywac¢ przy maksymalnej predkosci (okoto 20 000 x g) przez =1 minute.

Inkubacja kolumny QlAamp MinElute z buforem ATE przez okoto 5 minut
w temperaturze pokojowej przed odwirowaniem moze zwiekszy¢ uzysk DNA.
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Kontrola jakosci

Zgodnie z pos$wiadczonym certyfikatem ISO systemem zarzadzania jakoscig firmy
QIAGEN kazda seria zestawu QlAamp DSP DNA FFPE Tissue jest testowana ze wstepnie
ustalonymi specyfikacjami w celu zapewnienia spéjnej jakosci produktu.

Ograniczenia

Charakterystyke dziatania zestawu stosowanego do izolacji genomowego DNA okre$lono

przy uzyciu tkanek utrwalanych w formalinie i zatopionych w parafinie (tkanek FFPE).

Uzytkownik jest odpowiedzialny za walidacje wydajnosci systemu do wszelkich procedur
stosowanych w danym laboratorium, ktére nie sg objete badaniami wydajnosci

wykonanymi przez firme QIAGEN i opisanymi w instrukcji obstugi.

W celu zminimalizowania ryzyka negatywnego wptywu na wyniki diagnostyczne nalezy
stosowa¢ odpowiednie kontrole do dalszych zastosowan. W celu dalszej walidaciji
zalecane sg wytyczne Miedzynarodowej Konferencji ds. Harmonizacji Wymagan
Technicznych (ICH) w ICH Q2(R1) Walidacja Procedur Analitycznych: Tekst i metodologia.

Wszelkie uzyskane wyniki diagnostyczne nalezy interpretowa¢ wraz z innymi wynikami

badan klinicznych i laboratoryjnych.

Jesli probka zawiera takze RNA, to oczyszczanie przy uzyciu zestawu QIAamp DSP DNA
FFPE Tissue moze doprowadzi¢ do wyodrebnienia RNA razem z DNA.
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Charakterystyka dziatania zestawu

Informacje o charakterystyce dziatania zestawu QlAamp DSP DNA FFPE Tissue mozna

znalez¢ na stronie www.giagen.com/p/QIAamp-DSP-DNA-FFPE-Tissue-CE.

Symbole

Na opakowaniu i w dokumentacji mogg znajdowacé sie nastepujgce symbole:

Definicja symbolu

Zawiera odczynniki wystarczajgce do przeprowadzenia <N>
reakcji

Termin waznosci

2]
<
IX]@B
o
=]
A
P4
\

IVD Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro

Po otrzymaniu

Numer katalogowy

LO Numer partii

Numer materiatu

Elementy sktadowe

Zawiera

Numer

ol ln
HEIEEEER:
0
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Symbol Definicja symbolu

IE Po dodaniu etanolu do butelki zapisa¢ biezacq date
Etanol

Dodawanie

GuHCI Chlorowodorek guanidyny

| MALE'C AClD | Kwas maleinowy

Globalny numer pozycji handlowej

X Przestrzega¢ zakresu temperatury

u Producent

[:]j] Nalezy zapoznac sig¢ z instrukcjg uzytkowania
& Przestroga

Informacje kontaktowe

W celu uzyskania pomocy technicznej lub szczegdtowych informacji nalezy odwiedzi¢
nasze Centrum Pomocy Technicznej na stronie www.giagen.com/Support, zadzwoni¢
pod numer 00800-22-44-6000 lub skontaktowa¢ sie telefonicznie z jednym z dziatow
pomocy technicznej firmy QIAGEN lub z lokalnymi dystrybutorami (patrz tylna okfadka lub

strona www.giagen.com).
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Dane do zamowien

Produkt Zawartos¢ Nr kat.

Zestaw QlAamp DSP DNA FFPE Tissue — do oczyszczania
genomowego DNA z tkanek zatopionych w parafinie

QlAamp DSP DNA FFPE Do 50 badan DNA: kolumny 50 60404
Tissue Kit (50) QlAamp MinElute®, proteinaza K,

bufory, probowki do ptukania (2 ml),

probéwki do wymywania (1,5 ml),

probéwki do lizy (2 ml)

Aktualne informacje na temat licencji i zastrzezeh dotyczacych konkretnych produktéw
mozna uzyskac¢ z instrukcji obstugi odpowiedniego zestawu QIAGEN lub z podrecznika
uzytkownika. Instrukcje obstugi lub podreczniki uzytkownika zestawu QIAGEN sg dostepne
w witrynie www.giagen.com. Mozna je takze zaméwi¢ w serwisie lub u lokalnego
dystrybutora firmy QIAGEN.
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Znaki towarowe: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp®, MinElute® (grupa QIAGEN); Eppendorf® (Eppendorf AG).

Ograniczona umowa licencyjna dla zestawu QlAamp DSP DNA FFPE Tissue

Korzystanie z tego produktu oznacza zgode nabywcy lub uzytkownika produktu na nastepujace warunki:

1. Ten produkt moze by¢ stosowany wytgcznie zgodnie z wytycznymi dotgczonymi do produktu oraz niniejszg instrukcjg i wytacznie z elementami znajdujgcymi sie
w tym panelu. Firma QIAGEN nie udziela zadnej licencji w zakresie praw wtasnosci intelektualnej do uzytkowania niniejszego zestawu z elementami nienalezacymi
do panelu z wyjatkiem elementéw opisanych w wytycznych dotgczonych do produktu, niniejszej instrukcji oraz dodatkowych wytycznych dostgpnych na stronie
www.qiagen.com. Niektére dodatkowe wytyczne zostaty sformutowane przez uzytkownikéw ustug QIAGEN z myslg o innych uzytkownikach ustug QIAGEN. Te
wytyczne nie zostaly doktadnie przetestowane ani poddane procesowi optymalizacji przez firme QIAGEN. Firma QIAGEN nie gwarantuje, ze nie naruszajg one
praw innych podmiotéw.

2. Firma QIAGEN nie gwarantuje, ze niniejszy panel i/lub jego uzytkowanie nie narusza praw oso6b trzecich. Wyjatek stanowig jedynie wyraznie okreslone licencje.
3. Panel oraz jego elementy sg przeznaczone do jednorazowego uzytku. Nie sg przeznaczone do ponownego uzycia, regeneracji ani odsprzedazy.

4. Poza wyraznie okreslonymi licencjami firma QIAGEN nie udziela innych licencji wyraznych ani dorozumianych.

5. Nabywca i uzytkownik panelu zobowigzuje sig nie podejmowac dziatan ani nie zezwala¢ innym osobom na podejmowanie dziatari mogacych doprowadzi¢ do
opisanych wyzej czynnosci zabronionych lub ich umozliwienia. Firma QIAGEN moze wnosi¢ roszczenia wynikajgce z niniejszej Umowy ograniczonej licencji do
dowolnego sadu i bedzie rosci¢ prawa do zwrotu wszelkich kosztéw postgpowan i kosztéw sagdowych, w tym wynagrodzen prawnikéw, zwigzanych

z egzekwowaniem postanowienn Umowy ograniczonej licencji lub praw wiasnosci intelektualnej w zakresie panelu i/lub jego elementéw.

Aktualne warunki licencyjne dostepne sg w witrynie www.giagen.com.

Luty 2017 HB-0414-004 © 2017 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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