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QlAsymphony®
SP protokoll lap

Tissue LC 200 V7 _DSP és Tissue HC 200 V7 _DSP

Jelen dokumentum a QIAsymphony DSP DNA Mini Kit 1. verziéjahoz készilt Tissue_LC_200_V7_DSP és
Tissue_HC_200_V7_DSP QIAsymphony SP protokoll lap, 3. atdolgozas.

— Sample to Insight QIAGEN —




Altalanos informaciok
A QIAsymphony DSP DNA kit in vitro diagnosztikai hasznalatra szolgal.

Ezek a protokollok a szdvetekbdl és formalinban fixalt, paraffinba agyazott (formalin-fixed,
paraffin-embedded, FFPE) szOvetekbdl szarmazé Osszes DNS tisztitasara szolgalnak
QIAsymphony SP késziilék és QIAsymphony DSP DNA Mini Kit alkalmazasaval.

A minta tipusatdl figgéen vagy az alacsony tartalmu (low content, LC), vagy a magas tartalmu
(high content, HC) protokoll alkalmazasat javasoljuk. A magas tartalmu protokollal térténd
feldolgozas esetén a szovetek DNS-tartalma magasabb lesz, de ha magas DNS-koncentraciora
van sziikség, akkor az alacsony tartalmu protokoll alkalmazandé kis ellcios térfogattal (50 pl).
FFPE szovetek esetén az alacsony tartalmu protokoll alkalmazasat javasoljuk.

Alacsony tartalmu protokoll

Kit QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (katalégusszam:
937236)
Mintaanyag FFPE szovet és szbvet*

Egy preparatumban legfeljebb 4, egyenként legfeljebb
10 pm vastagsagu FFPE szdvetmetszet vagy 8,
egyenként legfeljebb 5 um vastagsagui és 250 mm?
fellletli metszet kombinalhato.

Protokoll neve Tissue_LC_200_V7_DSP
Alapértelmezett tesztkontrollkészlet ACS_Tissue_LC_200_V7_DSP
Eltciés térfogat 50 pl, 100 pl, 200 pl, illetve 400 pl
Sziikséges szoftververzié 4.0-s vagy kés6bbi verzio

* A szévetmintakkal kapcsolatos tajékoztatasért lasd a magas tartalmu protokollt.

Magas tartalmu protokoll

Kit QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (katalégusszam:
937236)
Mintaanyag Szdvet

Ha nem &ll rendelkezésre a varhat6 hozammal
kapcsolatos informéacié, a kezdéshez 25 mg mintaanyag
alkalmazasat javasoljuk. A kapott hozamtdl fiiggéen a
minta mennyisége a késébbi preparatumoknal névelhet6.

Protokoll neve Tissue_HC_200_V7_DSP
Alapértelmezett tesztkontrollkészlet ACS_Tissue_HC_200_V7_DSP
Eltciés térfogat 100 pl, 200 pl, illetve 400 pl
Szukséges szoftververzié 4.0-s vagy késo6bbi verzid
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Szikséges, de nem biztositott anyagok

Minden mintatipushoz

® ATL puffer, 4 x 50 ml (katalogusszam: 939016)

® Az RNS-tartalom minimalizalasahoz: DNaz-mentes RNaz A (100 mg/ml torzsoldat)

FFPE szovethez (xilolmentes deparaffinalas)

e Deparaffinal6 oldat (katalogusszam: 939018)

FFPE szovethez (deparaffinalas xilollal)

® (99-100%:-o0s) xilol
® (96-100%-0s) etanol*

,Sample” (Mintay) fiok

Mintatipus

Bevitt mintatérfogat
Feldolgozott mintatérfogat
Elsédleges mintacsovek

Masodlagos mintacsovek

Inzertek

FFPE szdvet és szbvet

220 ul (mintanként, protokollonként sziikséges)"
200 pl

n.a.

Tovabbi tajékoztatasért lasd
www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

Az alkalmazott mintacsé tipusatdl fligg; tovabbi
tajékoztatasért lasd www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

T A magas és alacsony tartalmi protokollnal egyarant igaz, hogy a rendszer nem ismeri fel, ha a mintatérfogat 220 pl-nél
kevesebb, mivel a mintak atvitele folyadékszint-észlelés nélkil térténik. Ezért mindenképp gondoskodijon réla, hogy a

bevitt mintatérfogat 220 pl legyen.

n.a. = nem alkalmazhat6.

,Reagents and Consumables” (Reagensek és fogydeszkozok) fiok

Al és/vagy A2 pozicio
B1 pozicié

Hegyéallvany-tarté, 1-17.

1-4. szamU egységdoboz-tarté

Reagenskazetta
n.a.

Egyszer haszndlatos, sziirével rendelkezd hegyek, 200 pl
vagy 1500 pl

Minta-el6készit6 kazettakat vagy 8-as radburkolatokat
tartalmaz6 egységdobozok

n.a. = nem alkalmazhat6.

* Ne haszndljon denaturdlt alkoholt; a denaturdlt alkohol tovabbi anyagokat, példdul metanolt vagy metil-etil-ketont is

tartalmaz.
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Waste” (Hulladék) fiok

1-4. szamu egységdoboz-tarté Ures egységdobozok
Hulladékgyiijté zsak tartéja Hulladékgyijté zsak
Folyékonyhulladék-gyiijté palack tartéja Ures folyékonyhulladék-gyjté palack

,Eluate” (Eluatum) fidk

Eluciés allvany (az 1. nyilas, hiité pozicié Tovabbi tajékoztatasért lasd
alkalmazéaséat javasoljuk) www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

Szukséges mianyag eszkozok

Egy koteg, Két koteg, Harom kéteg, Négy koteg,
Mianyag eszk6z 24 minta* 48 minta* 72 minta* 96 minta*
Egyszer hasznélatos, 26 50 74 98
szlrével rendelkezd
hegyek, 200 pl™*
Egyszer hasznélatos, 72 136 200 264
szlrével rendelkezd
hegyek, 1500 pl'™
Minta-el6készité 21 42 63 84
kazettak®
8-as radburkolatok 3 6 9 12

*

Ha kétegenként 24-nél kevesebb mintat haszndl, csdkken a futtatasonként sziikséges egyszer hasznalatos, szlirével

rendelkezé hegyek szama.

T Egy hegytarto allvanyon 32 darab sziirével rendelkezé hegy van.

* Sziirével rendelkez6 hegyek szama reagenskazettanként, az 1 leltarellendrzéshez sziikséges szlrével ellatott hegyeket is
beleszamitva.

§ Egy egységdoboz 28 minta-el8készit6 kazettat tartalmaz.

T Egy egységdoboz tizenkét 8-as rudburkolatot tartalmaz.

Megjegyzés: A beadllitdsok fliggvényében a sz(irével rendelkezd hegyek megadott szama

eltérhet az érintéképernydén megjelenitett szamoktdl. A leheté legnagyobb szamu hegy betdltését
javasoljuk.

Elucios térfogat

Az elucios térfogat ki van valasztva az érint6képernyén. A minta tipusatél és DNS-tartalmatol
fliggben a végs6 eluatum akar 15 ul-rel is kevesebb lehet, mint a kivalasztott térfogat. Mivel az
eluatum térfogata valtozhat, javasoljuk, hogy az atvitelt megeléz6en az eluatum térfogatat nem
ellenérz6 automata tesztbedllitasi rendszer alkalmazasa esetén ellenérizzék a tényleges
eluatumtérfogatot. A kisebb térfogattal végzett elualas noveli a végsé DNS-koncentraciot, de
kissé csokkenti a hozamot. A tervezett késébbi (,downstream”) alkalmazashoz megfeleld elicids
térfogat hasznalatat javasoljuk.
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A mintaanyag el6készitése

Vegyszerhasznalat soran mindig viseljen megfeleld laboratériumi kdpenyt, egyszer hasznalatos
keszty(it és védészemiveget. Tovabbi informacidkat a megfelelé biztonsagi adatlapok (safety
data sheet, SDS) tartalmaznak, amelyek az adott termék gyartojatodl szerezhetdk be.

A kezdés el6tt figyelembe veendd fontos szempont

® A QIAsymphony magneses részecskéi egyidejlleg az RNS és DNS tisztitasat is elvégzik,
amennyiben mindketté jelen van a mintaban. A minta RNS-tartalmanak csdkkentése

érdekében az adott el6kezel6 protokollban jelzett Iépésben adjon RNaz A-t a mintahoz.
Kezdés el6tti teendbk

® Ellendrizze, hogy van-e fehér csapadék az ATL pufferben. Amennyiben sziikséges,
inkubalja 30 percen keresztiil 37 °C-on, és idénként razogassa meg, hogy a csapadék
feloldodjon.

e Allitson be egy ThermoMixer®-t vagy razéinkubatort az adott elékezeléshez szilkséges

hémérsékletre.*
Szovetek

A DNS tisztitAsahoz alkalmazhat¢ friss és fagyasztott szévet is. A DNS-hozam és -mindség fligg
a szbvettipustdl, a forrastol és a tarolasi korilményektdl. A friss szOvet apré darabokra vaghato,
és -20 °C-on vagy -80 °C-on tarolhaté a feldolgozas elétt. Altalanossagban a nagyobb DNS-
hozamot biztosit6 magas tartalmu protokoll alkalmazasat javasoljuk. Az alacsony tartalmu
protokoll alkalmazasa 50 pl eldciés térfogattal kombinalva akkor javasolt, ha magas DNS-
koncentraciokra van sziikség a tovabbi (downstream) elemzésekhez. Ha nem all rendelkezésre
a varhaté hozammal kapcsolatos informacio, a kezdéshez 25 mg mintaanyag alkalmazasat
javasoljuk a magas tartalmu protokoll és 200 ul ellciés térfogat alkalmazasaval. A kapott
hozamtdl fliggden a késdbbi preparatumoknal a minta mennyisége névelhetd, illetve az elucids
térfogat csokkenthetd. Felhivjuk figyelmét, hogy a preparatumok kis ellcios térfogatok melletti
tultdltése a magneses részecskék eluatumba térténd atviteléhez vezethet, és hatranyosan
befolyasolhatja a DNS tisztasagat és a tovabbi (downstream) elemzéseket.

* Ellendrizze, hogy a miiszerek a gyarté utasitasai szerint rendszeresen lettek ellendrizve, karbantartva és kalibralva.
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Szoveti el6kezelési protokoll

1. Vigye at a szbvetmintat egy 2 ml-es mikrocentrifuga-csébe (nincs a készletben).

2.  Adjon hozza 220 pl ATL puffert.

3. Adjon hozza 20 pl proteinaz K-t, és a cs6 finom itdgetésével keverje 6ssze.
Megjegyzés: A QlAsymphony DSP DNA Mini Kit enzimtarté allvanyan lévé proteinaz K-t
hasznalja.

4. Helyezze a csévet ThermoMixerbe vagy razéinkubatorba, és inkubélja 56 °C-on 900 rpm
razas mellett, a szbvet teljes lizisének eléréséig.

Megjegyzés: A lizishez szlkséges id6 a feldolgozott szdvettipustdl fliggden valtozik. A
legtobb szdvet esetében a lizis 3 6ran beliil lezajlik. Ha a lizis 3 6ra alatt sem zajlik le
teljes mértékben, amit oldhatatlan anyag jelenléte vagy nagy viszkozitasu lizatum jelez, a
lizisid6 meghosszabbithato, illetve az oldhatatlan anyag centrifugalassal eltavolithaté a
6. Iépésben leirtaknak megfeleléen. Lehetéség van az egész éjszakas lizisre, és ez nem
befolyasolja az el6készitést.

5. A minta RNS-tartalmanak minimalizalasahoz adjon hozza 4 pl RNaz A-t (100 mg/ml), és
inkubdlja 2 percig szobahémérsékleten (15-25 °C), mielétt folytatna a 6. Iépéssel.

6. A minta homogenizalasdhoz tobbsz6r egymas utan pipettazza fel és le.
Megjegyzés: Ha tovabbra is oldhatatlan anyagdarabok lathatok, centrifugalja 3000 x g-vel
1 percen keresztiil.

7.  Ovatosan vigyen at a feltilGszobol 220 pl-t a QIAsymphony SP mintatartéjaval kompatibilis
mintacsovekbe.
A kompatibilis mintacsovek teljes felsorolasat lasd www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

2 ml-es csovek alkalmazasat javasoljuk (pl. Sarstedt®, katalégusszam: 72.693 vagy
72.608).

FFPE szb6vet

A standard formalinos fixalasi és paraffinba agyazasi eljarasok minden esetben a nukleinsavak
jelentés feltéredezését eredményezik. A DNS-fragmentaci6 mértékének visszaszoritasa
érdekében mindenképp kdvesse az alabbiakat:

® A mitéti eltavolitast kovetéen a lehetd leggyorsabban fixalja a szévetmintakat 4—10%-0s
formalinban

e A fixalas ideje 14—24 6ra legyen (a hosszabb fixalasi idé nagyobb mértéki DNS-
fragmentaciéhoz vezet, amely rontja a downstream tesztek eredményességét)
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® A mintakat a beagyazas el6tt alaposan dehidratalja (a visszamaradt formalin gatolhatja a
proteindaz K emésztést)

A DNS-tisztitas kiindul6 anyaganak frissen metszett FFPE szdvetmetszetnek kell lennie. Egy
preparatumban legfeljebb 4, egyenként legfeljebb 10 um vastagsagl szévetmetszet vagy 8,
egyenként legfeljebb 5 um vastagsagu és 250 mm? felliletli metszet dolgozhato fel. Ha nem all
rendelkezésre a kiindulasi anyag jellegével kapcsolatos informécio, javasoljuk, hogy egy
preparatumban kezdetben ne legyen tobb mint 3 metszet. A DNS-hozamtdl és -tisztasagtol

fliggben az ezt kdvetd preparatumokban akar 8 metszet is hasznalhaté.

Megjegyzés: Az FFPE szdveti protokollokat ugy terveztik, hogy csupan kis mennyiségli RNS-t
tisztitsanak meg a DNS-sel egyidejlileg. Ez a manualis QlAamp® DSP DNA FFPE Tissue Kkittel
nyert értékekhez képest csdkkent fotometrias mérési értékhez vezet.

FFPE szoveti elokezelési protokoll
1. modszer: deparaffinal6 oldattal végzett deparaffinalas

1. Szikével vagja le a mintablokkrél a paraffinfelesleget.

2. Vagjon legfeljebb 4 darab 10 um vastagsagi metszetet vagy legfeljebb 8 darab 5 pm
vastagsagu metszetet.

Megjegyzés: Ha a minta felszine levegdvel érintkezett, dobja ki az els6 2—-3 metszetet.

3.  Haladéktalanul helyezze a metszeteket a QIAsymphony SP készilék mintatart6javal
kompatibilis 2 ml-es Sarstedt cs6ébe (nincs a készletben, katalogusszam: 72.693 vagy
72.608).

4.  Adjon a metszetekhez 200 pl ATL puffert.

5. Adjon hozza 20 pl proteinaz K-t.
Megjegyzés: A QlAsymphony DSP DNA Mini Kit enzimtarté allvanyan lévé proteinaz K-t
hasznalja.

6. Adjon hozzéa 160 pl vagy 320 pl deparaffinalé oldatot (lasd az alabbi tablazatot), és vortex
keverével keverje 6ssze.

Metszetek vastagsaga Metszetek szama Deparaffinal6 oldat térfogata
5 pm 1-4 160 pl

5-8 320 pl
10 pm 1-2 160 pl

3-4 320 pl
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10.
11.

Helyezze a csévet ThermoMixerbe vagy razoéinkubatorba, és inkubalja 56 °C-on 1 éran
keresztil 1000 rpm razéas mellett, a szdvet teljes lizisének eléréséig.

Megjegyzés: A lizishez szlkséges id6 a feldolgozott szdvettipustdl fliggden valtozik. A
legtobb szdvet esetében a lizis 1 6ran beliil lezajlik. Ha a lizis 1 éra alatt sem zajlik le
teljes mértékben, amit oldhatatlan anyag jelenléte jelez, a lizisid6 meghosszabbithatd,
illetve az oldhatatlan anyag centrifugalassal szemcsésithetd a 10. |Iépésben leirtaknak
megfeleléen. Lehet6ség van az egész éjszakas lizisre, és ez nem befolyasolja az

elbkészitést.
Inkubalja 90 °C-on 1 6ran keresztil.

Megjegyzés: Az ATL pufferben, 90 °C-on végzett inkubalas részben visszaforditja a
nukleinsavak formaldehid hatasara bekdvetkezd médosulasat. A hosszabb inkubalasi idé
vagy magasabb inkubalasi hémérséklet a DNS nagyobb mértékl fragmentalodasahoz
vezethet. Egyetlen fitéblokk hasznélatakor az 56 °C-on végzett inkubalast kdvetden
hagyja a mintat szobah6mérsékleten, amig a fltéblokk hémérséklete el nem éri a 90 °C-
ot.

A minta RNS-tartalmanak minimalizalasahoz adjon az alsé fazishoz 2 pyl RNaz A-t
(100 mg/ml), és inkubalja 2 percig szobahémérsékleten, miel6tt folytatna a 10. Iépéssel.
Az RNaz A hozzaadasa el6tt hagyja a mintat szobahémérsékletre hiilni.

Centrifugélja teljes sebességgel 1 percig szobahémérsékleten.

Ovatosan vigye at a (mindkét fazist tartalmazo) cséveket a QIAsymphony SP

mintatartojara.

2. modszer: xilollal végzett deparaffinalas

Szikével vagja le a mintablokkrél a paraffinfelesleget.

Véagjon legfeljebb 4 darab 10 um vastagsagu metszetet vagy legfeljebb 8 darab 5 pm
vastagsagu metszetet.

Megjegyzés: Ha a minta felszine levegdvel érintkezett, dobja ki az els6 2—-3 metszetet.

Haladéktalanul helyezze a metszeteket 1,5 vagy 2 ml-es mikrocentrifuga-csébe (nincs a
készletben), és adjon 1 ml xilolt a mintahoz. Zarja le a fedelet, és erételjesen kevertesse

10 méasodpercig.

Centrifugdlja teljes sebességgel 2 percig szobahémérsékleten.

Pipettazassal tavolitsa el a fellliszoét. Vigyazzon, hogy a pelletbdl ne kerliljon a pipettaba.
Adjon a pellethez 1 ml (96—-100%-o0s) etanolt, és keverje dssze vortex keverdvel.
Megjegyzés: Az etanol kivonja a xilolmaradvanyt a mintabél.

Centrifugélja teljes sebességgel 2 percig szobahémérsékleten.
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10.
11.

12.

13.

14.
15.

16.

Pipettazassal tavolitsa el a felliluszét. Vigyazzon, hogy a pelletbdl ne kerlljén a pipettaba.
Megjegyzés: Ovatosan, vékony pipettahegyet hasznélva tavolitsa el a maradék etanolt.

Nyissa ki a csovet, és inkubdlja szobahémérsékleten (15-25 °C) 10 percig vagy
mindaddig, amig az 6sszes etanolmaradvany el nem parolog.

Megjegyzés: Az inkubalas legfeljebb 37 °C-os hémérsékleten toérténjen.

220 pl ATL pufferben reszuszpendalja a pelletet.

Adjon hozza 20 pl proteinaz K-t, és vortex keverdével keverije.

Megjegyzés: A QlAsymphony DSP DNA Mini Kit enzimtarté allvanyan lévé proteinaz K-t
hasznalja.

Inkubalja 56 °C-on 1 éran keresztll (vagy a minta teljes liziséig).

Megjegyzés: A lizishez szlkséges id6 a feldolgozott szdvettipustdl fliggden valtozik. A
legtobb szdvet esetében a lizis 1 6ran beliil lezajlik. Ha a lizis 1 6ra alatt sem zajlik le
teljes mértékben, amit oldhatatlan anyag jelenléte jelez, a lizisidé meghosszabbithatd,
illetve az oldhatatlan anyag centrifugalassal eltavolithaté a 16. Iépésben leirtaknak
megfeleléen. Lehet6ség van az egész éjszakas lizisre, és ez nem befolyasolja az

elbkészitést.
Inkubalja 90 °C-on 1 6ran keresztil.

Megjegyzés: Az ATL pufferben, 90 °C-on végzett inkubélas részben visszaforditja a
nukleinsavak formaldehid hatasara bekdvetkezé mddosulasat. A hosszabb inkubalasi idé
vagy magasabb inkubalasi hémérséklet a DNS nagyobb mértékl fragmentalddasahoz
vezethet. Egyetlen fitdblokk haszndlatakor az 56 °C-on végzett inkubalast kbvetden
hagyja a mintat szobahémérsékleten, amig a flit6blokk hémérséklete el nem éri a 90 °C-

ot.
A fedél belsején 1év6 cseppek eltavolitasahoz rovid ideig centrifugalja a mintat.

A minta RNS-tartalmanak minimalizalasahoz adjon hozza 2 pl RNaz A-t (100 mg/ml), és
inkubalja 2 percig szobahémérsékleten, miel6tt folytatna a 16. 1épéssel. Az RNaz A

hozzaadéasa el6tt hagyja a mintat szobahémeérsékletre hdlni.

Ovatosan vigyen at a lizatumbol 220 pl-t a QIAsymphony SP mintatartéjaval kompatibilis

mintacsovekbe.

Megjegyzés: Ha a lizatum emésztetlen anyagot tartalmaz, centrifugalja teljes
sebességgel 2 percig szobahémérsékleten, miel6tt atvinné a fellliszét a mintacsdvekbe.
A kompatibilis mintacsovek teljes felsorolasat lasd www.giagen.com/goto/dsphandbooks.
2 ml-es csévek alkalmazéasat javasoljuk (pl. Sarstedt, katalogusszam: 72.693 vagy
72.608).
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Atdolgozasi el6zmények

Dokumentum atdolgozasi el6zményei

R3 12/2017 Frissités a QlAsymphony 5.0-s szoftververzionak megfeleléen

A licenccel kapcsolatos legfrissebb informéaciok és a termékspecifikus jogi nyilatkozatok a
megfelel6 QIAGEN® kit kézikonyvében vagy felhasznaldi Utmutatéjban talalhatdk. A QIAGEN
kitek kézikdnyvei és felhasznal6i Gtmutatéi a www.giagen.com webhelyen érheték el, vagy a

QIAGEN Miszaki ligyfélszolgalattdl vagy a teriletileg illetékes forgalmazétol szerezhetdk be.

Védjegyek: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, QIAsymphony® (QIAGEN csoport); Sarstedt® (Sarstedt AG and Co); ThermoMixer® (Eppendorf AG). A dokumentumban hasznalt bejegyzett nevek, védjegyek stb.

akkor sem tekintheték a térvényi védelmen kiviil esének, ha nem rendelkeznek kiilon jeldléssel.
12/2017 HB-0977-S01-003 © 2017 QIAGEN, minden jog fenntartva.
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