Grudzien 2017

Karta protokotu
QlAsymphony®
SP

Tissue LC 200 V7 _DSP i Tissue HC 200 V7 _DSP

Niniejszy dokument to karta protokotu QIAsymphony SP Tissue_LC_200_V7_DSP | Tissue_HC_200_V7_DS R3 dla
zestawu QIAsymphony DSP DNA Mini Kit, wersja 1.

— Sample to Insight QIAGEN —




Informacje ogdéline

Zestaw QIAsymphony DSP DNA Kit jest przeznaczony do diagnostyki in vitro.

Niniejsze protokoty stuzg do oczyszczania catkowitego DNA z tkanek i tkanek utrwalonych

w formalinie, zatopionych w parafinie (formalin-fixed, paraffin-embedded, FFPE) za pomoca

aparatu QIAsymphony SP i zestawu QIAsymphony DSP DNA Mini Kit.

W zaleznosci od typu prébki zalecamy postepowanie zgodnie z protokotem niskiej zawartosci

(low content, LC) lub wysokiej zawartosci (high content, HC). W przypadku przetwarzania tkanek

za pomocg protokotu wysokiej zawartosci otrzymywany jest wiekszy uzysk DNA, natomiast jesli

wymagane jest duze stezenie DNA, mozna uzy¢ protokotu niskiej zawartosci w potgczeniu z matg
objetoscig elucji (50 pl). W przypadku tkanki FFPE zalecamy stosowanie protokotu niskiej

zawartosci.

Protokot niskiej zawarto$ci

Zestaw

Materiat probki

Nazwa protokotu
DomysIny zestaw ustawien kontrolnych badania
Objetosc¢ elucji

Wymagana wersja oprogramowania

Zestaw QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (nr kat. 937236)

Tkanka FFPE i tkanka*

W jeden preparat mozna potgczy¢ do 4 skrawkéw tkanki
FFPE, kazdy o grubosci do 10 um, lub 8 skrawkéw o
grubosci do 5 pm i polu powierzchni do 250 mm?.

Tissue_LC_200_V7_DSP
ACS_Tissue_LC_200_V7_DSP
50 pl, 100 pl, 200 pl lub 400 pl

Wersja 4.0 lub wyzsza

* Informacje na temat probek tkanki znajdujg sie w protokole wysokiej zawartosci.

Protokot wysokiej zawartosci

Zestaw

Materiat probki

Nazwa protokotu
DomysIny zestaw ustawien kontrolnych badania
Objetosc¢ elucji

Wymagana wersja oprogramowania

Zestaw QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (nr kat. 937236)

Tkanka

Jesli informacje o oczekiwanym uzysku nie sg dostepne,
zalecamy rozpoczecie od 25 mg materiatu prébki.

W zaleznosci od otrzymanego uzysku w kolejnych
preparatach mozna zwiekszy¢ rozmiar probki.

Tissue_HC_200_V7_DSP
ACS_Tissue_HC_200_V7_DSP
100 pl, 200 pl lub 400 pl

Wersja 4.0 lub wyzsza
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Materiaty wymagane, ale niedostarczone

Dla wszystkich typéw prébek

e Bufor ATL, 4 x 50 ml (nr kat. 939016)

® Aby zminimalizowa¢ zawarto$¢ RNA: RNaza A wolna od DNaz (roztwoér podstawowy
o stezeniu 100 mg/ml)

W przypadku tkanki FFPE (deparafinizacja bez ksylenu)
® Roztwor do deparafinizacji (nr kat. 939018)
W przypadku tkanki FFPE (deparafinizacja za pomocg ksylenu)

® Ksylen (99-100%)
e Etanol (96-100%)*

Szuflada ,Sample” (Prébka)

Typ probki Tkanka FFPE i tkanka

Wejsciowa objetos¢ probki 220 pl (wymagana na probke, na protokéh!
Przetwarzana objetos¢ probki 200 pl

Probéwki pierwotne nd.

Probo6wki dodatkowe Wigcej informacji znajduje sie na stronie

www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

Wkitady Zalezg od typu uzywanej probowki; wigcej informacji
znajduje sie na stronie
www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

"W przypadku obu protokotéw, protokotu wysokiej i niskiej zawartosci, system nie rozpozna, czy objeto$é probki jest
mniejsza niz 220 pl, poniewaz podczas przenoszenia probki nie jest wykrywany poziom ptynu. Z tego wzgledu nalezy
upewnic sig, ze wejsciowa objetos¢ prébki jest rowna 220 pl.

nd. = nie dotyczy.

Szuflada ,Reagents and Consumables” (Odczynniki i materiaty
eksploatacyjne)

Pozycja Ali/lub A2 Kartridz z odczynnikami

Pozycja B1 nd.

Uchwyt na statyw na koncowki 1-17 Jednorazowe koncéwki z filtrem, 200 pl lub 1500 pl

Uchwyt na opakowania jednostkowe 1-4 Opakowania jednostkowe zawierajgce kartridze sample
prep lub zamknigcia 8-sztyftowe

* Nie uzywaé spirytusu denaturowanego, ktéry zawiera dodatkowe substancje, takie jak metanol lub metyloetyloketon.
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nd. = nie dotyczy.

Szuflada ,Waste” (Odpady)

Uchwyt na opakowania jednostkowe 1-4 Puste opakowania jednostkowe
Uchwyt na worek na odpady Worek na odpady
Uchwyt na butle na odpady ptynne Pusta butla na odpady ptynne

Szuflada ,Eluate” (Eluat)

Statyw elucji (zalecamy uzywanie gniazda 1, pozycji ~ Wiecej informacji znajduje sie na stronie
chtodzenia) www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

Wymagany sprzet z tworzywa sztucznego

Sprzet z tworzywa Jedna partia, Dwie partie, Trzy partie, Cztery partie,
sztucznego 24 probki* 48 probek* 72 probki* 96 probek*
Jednorazowe 26 50 74 98
koncoéwki z filtrem,

200 plt*

Jednorazowe 72 136 200 264
koncowki z filtrem,

1500 plIt*

Kartridze sample 21 42 63 84
prep®

Zamkniecia 3 6 9 12
8-sztyftowe T

* W przypadku uzywania mniej niz 24 prébek na jedng partie zmniejsza sie liczba jednorazowych koncowek z filtrem
wymaganych na cykl.

T Statyw na koncowki z filtrem zawiera 32 koncowki z filtrem.

* Liczba wymaganych koncowek z filtrem obejmuje koricowki z filtrem dla 1 skanowania inwentaryzujgcego na kartridz z
odczynnikami.

§ Opakowanie jednostkowe zawiera 28 kartridzy sample prep.

T Opakowanie jednostkowe zawiera dwanascie zamknig¢ 8-sztyftowych.

Uwaga: Podane liczby koncowek z filtrem mogg rézni¢ sie od liczb wyswietlanych na ekranie
dotykowym w zaleznoéci od ustawien. Zalecamy zatadowanie maksymalnej mozliwej liczby
koncowek.

Objetos¢ eluciji

Objetos¢ elucji jest wybierana na ekranie dotykowym. W zaleznosci od typu prébki i zawartosci
DNA koncowa objetos¢ eluatu moze by¢ mniejsza o maksymalnie 15 yl od wybranej objetosci.
Ze wzgledu na mozliwo$¢ wystepowania réznic w objetosci eluatu podczas korzystania z systemu
zautomatyzowanej konfiguracji badania, ktéry nie weryfikuje objetosci eluatu przed jego
przeniesieniem, zalecamy sprawdzenie rzeczywistej objetosci eluatu. Elucja w mniejszych
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objetosciach zwieksza koncowe stezenie DNA, ale nieznacznie zmniejsza uzysk. Zalecamy

stosowanie objetosci elucji odpowiedniej do zaplanowanych dalszych procedur analitycznych.

Przygotowanie materiatu probki

W czasie pracy ze $rodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywac¢ odpowiedniego fartucha
laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych iokularbw ochronnych. W celu uzyskania
dodatkowych informacji nalezy zapoznac¢ sie z kartami charakterystyki (Safety Data Sheet, SDS)
uzyskanymi od producentéw poszczegdinych produktow.

Wazna informacja przed rozpoczeciem

® (Czagsteczki magnetyczne QIAsymphony mogg spowodowacé jednoczesne oczyszczenie
RNA i DNA, jesli oba kwasy nukleinowe sg obecne w prébce. W celu zminimalizowania
zawartosci RNA w prébce w etapie wskazanym w odpowiednim protokole wstepnego
przygotowania nalezy dodac¢ do probki RNaze A.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

® Sprawdzi¢, czy w buforze ATL nie jest obecny biaty osad. W razie potrzeby, aby rozpuscié¢

osad, inkubowa¢ przez 30 minut w temperaturze 37°C, od czasu do czasu wstrzgsajgc.

e Ustawi¢ aparat ThermoMixer® lub inkubator z wytrzgsaniem na temperature wymagang dla

odpowiedniej procedury wstepnego przygotowania.*

Tkanki

W celu oczyszczenia DNA mozna uzy¢ Swiezej i zamrozonej tkanki. Uzysk i jakos¢ DNA bedg
zalezeé od typu, zrodta i warunkéw przechowywania tkanki. Swiezg tkanke mozna pocigé na mate
kawatki i przed przetworzeniem przechowywaé w temperaturze —20°C lub —-80°C. Na ogét
zalecamy stosowanie protokotu wysokiej zawartosci, za pomocg ktérego otrzymywany jest
wiekszy uzysk DNA. Protokot niskiej zawartosci, w potgczeniu z objetoscig elucji 50 pl, jest
zalecany, wytgcznie jesli do dalszych analiz wymagane sg duze stezenia DNA. Jesli informacje
0 oczekiwanym uzysku nie sg dostepne, zalecamy rozpoczecie od 25 mg materiatu prébki,
stosujgc protokdt wysokiej zawarto$ci i objeto$¢ elucji 200 pyl. W zalezno$ci do otrzymanego
uzysku w kolejnych preparatach mozna zwiekszyé rozmiar prébki lub zmniejszy¢ objetos¢ elucii.

Nalezy by¢ swiadomym tego, Zze natozenie zbyt duzej iloSci preparatéw przy matych objetosciach

* Upewnic sig, ze aparaty byly regularnie sprawdzane, konserwowane i kalibrowane zgodnie z wytycznymi producenta.
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elucji moze spowodowac przeniesienie czgsteczek magnetycznych do eluatu i negatywnie

wplyng¢ na czystos¢ DNA i dalsze analizy.

Protokét wstepnego przygotowania tkanki

1.  Przeniesc¢ prébke tkanki do probéwki mikrowiréwkowej o pojemnosci 2 ml (niedotgczona
do zestawu).

2. Doda¢ 220 pl buforu ATL.
3. Dodaé¢ 20 pl proteinazy K i wymieszac, ostukujgc probowke.
Uwaga: Uzy¢ proteinazy K ze statywu na enzymy zestawu QIAsymphony DSP DNA Mini Kit.

4.  Umiesci¢ probowke w aparacie ThermoMixer lub inkubatorze z wytrzgsaniem i inkubowaé
w temperaturze 56°C z wytrzgsaniem przy 900 rpom do momentu catkowitej lizy tkanki.

Uwaga: Czas trwania lizy rézni sie w zaleznosci od typu przetwarzanej tkanki.

W przypadku wiekszosci tkanek liza zajmuje 3 godziny. Jesli liza nie zaszta catkowicie
w ciggu 3 godzin, na co wskazuje obecnos$¢ nierozpuszczalnego materiatu lub lizatéw
0 wysokiej lepkosci, mozna wydtuzy¢ czas trwania lizy lub usung¢ nierozpuszczalny
materiat poprzez wirowanie w sposéb opisany w etapie 6. MozZliwe jest prowadzenie

lizy przez noc; nie ma to wptywu na preparat.

5.  Aby zminimalizowaé zawarto$¢ RNA w prébce, przed przejsciem do etapu 6 dodac 4 pl
RNazy A (100 mg/ml) i inkubowa¢ przez 2 minuty w temperaturze pokojowej (15-25°C).

6. Zhomogenizowa¢ probke, kilka razy pipetujac w gore i w dét.
Uwaga: Jesli wcigz obecne sg fragmenty nierozpuszczalnego materiatu, wirowac przy
3000 x g przez 1 minute.

7.  Ostroznie przenie$¢ 220 pl supernatantu do probdéwek, ktére sg zgodne z nosnikiem
prébek aparatu QIAsymphony SP.
Petna lista zgodnych probdéwek znajduje sie na stronie
www.giagen.com/goto/dsphandbooks. Zalecamy uzywanie probéwek o pojemnosci 2 ml
(np. Sarstedt® nr kat. 72.693 lub 72.608).

Tkanka FFPE

Standardowe procedury utrwalania w formalinie i zatapiania w parafinie zawsze powodujg

znaczna fragmentacje kwaséw nukleinowych. Aby ograniczy¢ fragmentacje DNA, nalezy:

e Utrwala¢ prébki tkanki w 4—10-procentowej formalinie, mozliwie jak najszybciej po pobraniu
chirurgicznym.
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e Utrwala¢ przez 14—24 godzin (dtuzszy czas utrwalania prowadzi do wiekszej fragmentacji
DNA, co powoduje stabg wydajnos$¢ dalszych analiz).
® Przed zatopieniem dokfadnie odwodni¢ probki (pozostatosci formaliny mogg hamowac

trawienie proteinazg K).

Materiatem poczatkowym do oczyszczenia DNA powinny by¢ Swiezo odciete skrawki tkanki
FFPE. W jeden preparat mozna przetworzy¢ do 4 skrawkoéw, kazdy o grubosci do 10 um, lub 8
skrawkow o grubosci do 5 um i powierzchni do 250 mm?. Jesli informacje o charakterze materiatu
poczgtkowego nie sg dostepne, zalecamy rozpoczecie od maksymalnie 3 skrawkéw na jeden
preparat. W zaleznosci od uzysku i czystosci DNA w kolejnych preparatach bedzie mozna uzy¢
do 8 skrawkdw.

Uwaga: Protokoty tkanki FFPE sg zaprojektowane w taki sposéb, aby jednoczesnie oczyszczaé
tylko mate ilosci RNA. Spowoduje to zmniejszong wartos¢ pomiaru fotometrycznego w
porownaniu do wartosci uzyskanych za pomocg recznego zestawu QlAamp® DSP DNA FFPE
Tissue Kit.

Protokét wstepnego przygotowania tkanki FFPE

Metoda 1: deparafinizacja za pomoca roztworu do deparafinizacji

1. Uzywajac skalpela, przycigé nadmiar parafiny z bloczka prébki.
2. Odcig¢ do 4 skrawkow o grubosci 10 ym lub do 8 skrawkéw o grubosci 5 um.

Uwaga: Jesli powierzchnia prébki zostata narazona na powietrze, odrzuci¢ pierwsze 2—-3
skrawki.

3. Niezwlocznie umiesci¢ skrawki w probéwce Sarstedt o pojemnosci 2 ml (brak w zestawie,
nr kat. 72.693 lub 72.608) zgodnej z nosnikiem prébek aparatu QIAsymphony SP.

4.  Dodac¢ 200 pl buforu ALT na skrawki.
5. Doda¢ 20 ul proteinazy K.
Uwaga: Uzy¢ proteinazy K ze statywu na enzymy zestawu QlAsymphony DSP DNA Mini Kit.

6. Doda¢ 160 pl lub 320 pl roztworu do deparafinizacji (patrz ponizsza tabela) i wymieszac¢

poprzez wytrzasanie.

Grubo$¢ skrawkow Liczba skrawkow Objetos¢ roztworu do deparafinizaciji
5um 1-4 160 pl

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

3-4 320 pl
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10.
11.

Umiesci¢ probéwke w aparacie ThermoMixer lub inkubatorze z wytrzgsaniem i inkubowac
w temperaturze 56°C przez 1 godzine z wytrzgsaniem przy 1000 rpm do momentu
catkowitej lizy tkanki.

Uwaga: Czas trwania lizy rézni sie w zaleznosci od typu przetwarzanej tkanki.

W przypadku wiekszos$ci tkanek liza zajmuje 1 godzine. Jesli liza nie zaszta catkowicie

w ciggu 1 godziny, na co wskazuje obecno$¢ nierozpuszczalnego materiatu, mozna
wydtuzyé czas trwania lizy lub usungé nierozpuszczalny materiat poprzez wirowanie

w sposdb opisany w etapie 10. Mozliwe jest prowadzenie lizy przez noc; nie ma to wptywu
na preparat.

Inkubowaé w temperaturze 90°C przez 1 godzine.

Uwaga: Inkubacja w temperaturze 90°C w buforze ALT czesciowo odwraca modyfikacje
kwasow nukleinowych spowodowang przez formaldehyd. Diuzszy czas inkubaciji lub
wyzsza temperatura inkubacji moze zwiekszy¢ stopien fragmentacji DNA. W przypadku
uzywania tylko jednego bloku grzewczego po zakonczeniu inkubacji w temperaturze 56°C
pozostawi¢ probke w temperaturze pokojowej, dopdki blok grzewczy nie osiggnie
temperatury 90°C.

Aby zminimalizowaé zawarto$¢ RNA w prébce, przed przej$ciem do etapu 10 dodaé 2 pl
RNazy A (100 mg/ml) do fazy dolnej i inkubowac przez 2 minuty w temperaturze
pokojowej. Przed dodaniem RNazy A schiodzi¢ probke do temperatury pokojowe;.

Wirowac¢ przy maksymalnej szybkosci przez 1 minute w temperaturze pokojowe;j.

Ostroznie przeniesé probéwki (zawierajgce obie fazy) do nosnika prébek aparatu
QIAsymphony SP.

Metoda 2: deparafinizacja za pomocg ksylenu

Uzywajgc skalpela, przycig¢ nadmiar parafiny z bloczka probki.
Odcig¢ do 4 skrawkéw o grubosci 10 um lub do 8 skrawkdéw o grubosci 5 pm.

Uwaga: Jesli powierzchnia prébki zostata narazona na powietrze, odrzuci¢ pierwsze 2—-3
skrawki.

Niezwtocznie umiesci¢ skrawki w probéwce mikrowirébwkowej o pojemnosci 1,5 lub 2 ml
(niedotgczona do zestawu) i doda¢ 1 ml ksylenu do prébki. Zamkna¢ wieczko i

energicznie wytrzgsa¢ przez 10 sekund.
Wirowac¢ przy maksymalnej szybkosci przez 2 minuty w temperaturze pokojowe;j.
Usung¢ supernatant za pomoca pipety. Nie usuwa¢ osadu.

Dodac¢ 1 ml etanolu (96—100%) do osadu i wymiesza¢, wytrzgsajac.
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10.
11.

12.

13.

14.
15.

16.

Uwaga: Etanol umozliwia ekstrakcje pozostatosci ksylenu z prébeki.

Wirowac¢ przy maksymalnej szybkosci przez 2 minuty w temperaturze pokojowe;.

Usung¢ supernatant za pomoca pipety. Nie usuwa¢ osadu.

Uwaga: Ostroznie usung¢ wszelkie pozostatosci etanolu, uzywajgc cienkiej koncéwki do
pipety.

Otworzy¢ probowke i inkubowa¢ w temperaturze pokojowej (15-25°C) przez 10 minut lub
do momentu catkowitego wyparowania resztek etanolu.

Uwaga: Inkubacje mozna prowadzi¢ w temperaturze do 37°C.

Zawiesi¢ osad w 220 pl buforu ATL.

Doda¢ 20 ul proteinazy K i wymieszaé, wytrzgsajgc.

Uwaga: Uzy¢ proteinazy K ze statywu na enzymy zestawu QlAsymphony DSP DNA Mini Kit.
Inkubowaé w temperaturze 56°C przez 1 godzine (lub do momentu catkowitej lizy probki).
Uwaga: Czas trwania lizy r6zni sie w zaleznosci od typu przetwarzanej tkanki. W przypadku
wiekszosci tkanek liza zajmuje 1 godzine. Jeéli liza nie zaszta catkowicie w ciggu 1 godziny,
na co wskazuje obecno$c¢ nierozpuszczalnego materiatu, mozna wydtuzyé¢ czas trwania lizy
lub usuna¢ nierozpuszczalny materiat poprzez wirowanie w spos6b opisany w etapie 16.
Mozliwe jest prowadzenie lizy przez noc; nie ma to wptywu na preparat.

Inkubowaé w temperaturze 90°C przez 1 godzine.

Uwaga: Inkubacja w temperaturze 90°C w buforze ALT czesciowo odwraca modyfikacje
kwaséw nukleinowych spowodowang przez formaldehyd. Diuzszy czas inkubaciji lub
wyzsza temperatura inkubacji moze zwiekszy¢ stopien fragmentacji DNA. W przypadku
uzywania tylko jednego bloku grzewczego po zakonczeniu inkubacji w temperaturze 56°C
pozostawi¢ probke w temperaturze pokojowej, dopdki blok grzewczy nie osiggnie
temperatury 90°C.

Krétko odwirowac probke w celu usuniecia kropli z wewnetrznej czesci wieczka.

Aby zminimalizowaé¢ zawartos¢ RNA w prébce, przed przejsciem do etapu 16 dodac 2 pl
RNazy A (100 mg/ml) i inkubowac przez 2 minuty w temperaturze pokojowe;j.

Przed dodaniem RNazy A schitodzi¢ préobke do temperatury pokojowe;j.

Ostroznie przenies¢ 220 pl lizatu do probowek, ktére sg zgodne z nosnikiem probek
aparatu QIAsymphony SP.

Uwaga: Jesli lizat zawiera niestrawiony materiat, przed przeniesieniem supernatantu do
probowek wirowac¢ przy maksymalnej szybkosci przez 2 minuty. Petna lista zgodnych
proboéwek znajduje sie na stronie www.giagen.com/goto/dsphandbooks. Zalecamy
uzywanie probowek o pojemnosci 2 ml (np. Sarstedt, nr kat. 72.693 lub 72.608).
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Historia zmian

Historia zmian dokumentu

R3 12/2017 Aktualizacja dla wersji 5.0 oprogramowania QIAsymphony

Aktualne informacje licencyjne oraz wylgczenia odpowiedzialnosci dla poszczegdlnych
produktow znajdujg sie w odpowiedniej instrukcji obstugi lub podreczniku uzytkownika zestawu
QIAGEN®. Instrukcje obstugi lub podreczniki uzytkownika zestawu QIAGEN sg dostepne
w witrynie www.qiagen.com. Mozna je takze zamoéwi¢ w serwisie technicznym lub u lokalnego
dystrybutora firmy QIAGEN.

Znaki towarowe: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp®, QIAsymphony® (QIAGEN Group); Sarstedt® (Sarstedt AG and Co); ThermoMixer® (Eppendorf AG). Zastrzezonych
nazw, znakéw towarowych itd. wykorzystywanych w niniejszym dokumencie, nawet jeZeli nie zostaty oznaczone jako zastrzezone, nie mozna uwazac za niechronione
przepisami prawa.

12/2017 HB-0977-S01-003 © 2017 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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Skfadanie zamoéwien www.giagen.com/shop | Pomoc techniczna support.qiagen.com | Strona WWW www.giagen.com
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