QIAsym phonyéuglg
-protokollalomake

Tissue_LC_200_V7_DSP ja Tissue_HC_200_V7_DSP

Téma asiakirja on Tissue_LC_200_V7_DSP ja Tissue_HC_200_V7_DSP QIAsymphony SP -protokollalomake, R3,

QIAsymphony DSP DNA Mini Kit +arvikesarjalle, versio 1.

— Sample to Insight QIAGEN —




Yleista

QIAsymphony DSP DNA -tarvikesarja on tarkoitettu in vitro -diagnostiikkaan.

Namd  protokollat  on  tarkoitettu  kokonaisDNA:n  puhdistukseen  kudoksista  ja
formaliinikiinnitetyisté, parafiinivaletuista (FFPE) kudoksista QlAsymphony SP:n ja QlAsymphony
DSP DNA Mini Kit -tarvikesarjan avulla.

Suosittelemme kéyttamadn naytetyypin mukaisesti joko matalan pitoisuuden (low content, LC) tai
korkean pitoisuuden (high content, HC) protokollaa. Kudoksista saadaan suurempi DNA-sato, kun
se kasitellaan korkean pitoisuuden protokollalla, mutta matalan pitoisuuden protokollaa voidaan
kayttad yhdessa pienen eluaattitilavuuden (50 pl) kanssa, jos tarvitaan korkeita DNA-pitoisuuksia.

Suosittelemme FFPE-kudoksen kasittelyyn matalan pitoisuuden protokollaa.

Matalan pitoisuuden protokolla

Sarja QlAsymphony DSP DNA Mini Kit -sarja (tuotenro 937236)
Néytemateriaali FFPE-kudos ja kudos*

Yhden valmistelun aikana voidaan késitelld korkeintaan 4
FFPE -kudospalaa, joiden kunkin paksuus on korkeintaan
10 pm, tai 8 palaa, joiden paksuus on korkeintaan 5 pm ja
pinta-ala korkeintaan 250 mm?.

Protokollan nimi Tissue_LC_200_V7_DSP
Analyysin kontrollin oletusasetus ACS_Tissue_LC_200_V7_DSP
Eluaattitilavuus 50 pl, 100 pl, 200 pl tai 400 pl
Tarvittava ohjelmistoversio Versio 4.0 tai uudempi

* Katso korkean pitoisuuden protokollasta tiedot kudosnaytteistd.

Korkean pitoisuuden protokolla

Sarja QIAsymphony DSP DNA Mini Kit -sarja (tuotenro 937236)
Ndytemateriaali Kudos

Jos odotetusta sadosta ei ole tietoa, suosittelemme
aloittamaan kéyttamalla 25 mg néytemateriaalia. Néytteen
kokoa voidaan suurentaa seuraavissa valmisteluissa jo
saadun sadon mukaisesti.

Protokollan nimi Tissue_HC_200_V7_DSP
Analyysin kontrollin oletusasetus ACS_Tissue_HC_200_V7_DSP
Eluaattitilavuus 100 pl, 200 pl tai 400 pl
Tarvittava ohjelmistoversio Versio 4.0 tai uudempi
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Tarvittavat materiaalit (jotka eivat kuulu toimitukseen)
Kaikkiin naytetyyppeihin

e Buffer ATL (ATL-puskuri) 4 x 50 ml (tuotenro 939016)

e RNAsisallsn minimointiin: DNaasiton RNaasi A (varastolivosta 100 mg/ml)
FFPE-kudos (ksyleenitdn parafiinin poisto)
e Pardfiininpoistolivos (luettelonro 939018
FFPE-kudos (pardfiinin poisto ksyleenilld)

e Ksyleeni (99-100 %)
e Etanoli (96-100 %)*

Sample (Nayte) -lokero

Naytetyyppi FFPE-kudos ja kudos
Sydtetty naytetilavuus 220 pl (vaaditaan per ndyte, per protokolla)?
Kdsitelty naytetilavuus 200 pl

Ensisijaiset ndyteputket -

Toissijaiset ndyteputket Katso lisétietoja osoitteesta
www.qgiagen.com/goto/dsphandbooks.

Aseftimet Kéytetyn néyteputken mukainen, katso lisétietoja osoitteesta
www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

T Matalan ja korkean pitoisuuden protokolliin, jarjestelmé ei tunnista, onko néytteen tilavuus alle 220 pl, koska néytteen
siirtdmisessd ei kéytetd nestetason tunnistusta. Varmista siksi, ettd sydtetty naytetilavuus on 220 pl.
n/a = ei olennainen.

Reagents and Consumables (Reagenssit ja tarvikkeet) -lokero

Sijainti A1 ja/tai A2 Reagenssikasetti

Sijainti B1 -

Kérkitelineen pidike 1-17 Kertakéyttdiset suodatinkérjet, 200 tai 1 500 pl

Yksikkslaatikon pidike 1-4 Yksikkolaatikot siséltévét néytteen valmistelukasetit tai 8-
sauvaiset kannet

n/a = ei olennainen.

* Ala kéyta denaturoitua alkoholia, joka siséltéé muita aineita, kuten metanolia tai metyylietyyliketonia.

QIAsymphony SP -protokollalomake — Tissue_LC_200_V7_DSP ja Tissue_HC_200_V7_DSP 12/2017



Waste (Jate) -lokero

Yksikkolaatikon pidike 1-4
Jatepussin pidike
Nestejétepullon pidike

Tyhijat yksikkélaatikot
Jatepussi

Tyhija nestejatepullo

Eluate (Eluaatti) -lokero

Eluaattiteline (kéytd sijaintia 1, jGéhdytysasento)

Katso lisétietoja osoitteesta

www.qiagen.com/goto/dsphandbooks.

Vaaditut muoviastiat

Yksi erd, Kaksi erad, Kolme erad, Neljé erdd,
Muoviastiat 24 naytettd * 48 ndytetta* 72 naytettda* 96 néytetta*
Kertakayttdiset 26 50 74 98
suodatinkdrjet,
200 pl't
Kertakayttdiset 72 136 200 264
suodatinkdrijet,
1500 plt
Naytteen 21 42 63 84
valmistelukasetit®
8-sauvaiset kannet! 3 6 9 12

* Jos erdssa kaytetaan alle 24 néytettd, ajossa tarvitaan véhemman kertakéyttdisia suodatinkarkia.

tSuodatinkdrkitelineessd on 32 suodatinkdrked.

*Tarvittavien suodatinkarkien maard kasittad suodatinkdrijet yhteen skannaukseen per reagenssikasetti.

$Yksikkdlaatikossa on 28 ndytteen valmistelukasettia.
IYksikkslaatikossa on 12 kpl 8-sauvaisia kansia.

Huomautus: Mainittu suodatinkdrkien maara voi poiketa kosketusndytdssé nékyvastd luvusta

asetuksista riippuen. Suosittelemme lataamaan suurimman mahdollisen maaran karkia.

Eluaattitilavuus

Eluaattitilavuus valitaan kosketusnéytdstd. Eluaattitilavuus voi vaihdella néytetyypin ja DNAssisdllén
mukaan korkeintaan 15 pl valittua tilavuutta pienemméksi. Koska eluaattitilavuus voi vaihdella,
suosittelemme tarkistamaan todellisen eluaattitilavuuden, kun kéytetaan automaattista maarityksen
asetusjdrjestelmad, joka ei tarkista eluaattitilavuutta ennen siirtoa. Pienillé tilavuuksilla tehty eluutio

suurentaa lopullisen DNA:n pitoisuutta, mutta samalla pienentdd satoa hieman. Suosittelemme

kéyttamadn aiottuun seuraavaan kaytdsovellukseen sopivaa eluaattitilavuutta.

QIAsymphony SP -protokollalomake — Tissue_LC_200_V7_DSP ja Tissue_HC_200_V7_DSP

12/2017




Naytemateriaalin valmistelu

Tydskenneltdessad kemikaalien kanssa on aina kdytettdvd asianmukaista laboratoriotakkia,
kertakayttokdasineitd ja suojalaseja. Lisdtietoja saa tuotekohtaisista kayttdturvallisuustiedotteista

(safety data sheets, SDSs), jotka ovat saatavana tuotteen toimittajalta.
Tarked huomioitava seikka ennen aloittamista

e QIlAsymphonyn magneettiset hiukkaset voivat edistééd RNA:n ja DNA:n puhdistumista, jos
ndytteessd on molempia. Minimoi RNA:n maard ndytteessd lisaamalla RNaasi A:ta

naytteeseen asianmukaisessa esikdsittelyprotokollassa mainitussa vaiheessa.
Ennen aloittamista suoritettavat valmistelut

e Tarkista ATL-puskuri valkoisten saostumien varalta. Inkuboi tarvittaessa 30 minuutin ajan

37 °C:ssaq, liota saostumia ravistelemalla ajoittain.

e Aseta ThermoMixer® tai ravistin—inkubaattori halutun esivalmistelun mukaiseen lémpétilaan. *
Kudokset

DNA-puhdistukseen voi kayttaa tuoreita tai jacadytettyja kudoksia. DNA:n sato ja laatu ovat
kudostyypin, -lahteen ja ndytteen sailytysolosuhteiden mukaisia. Tuore kudos voidaan leikata
pieniksi paloiksi ja sdilyttaa —20 °C:ssa tai —80 °C:ssa ennen késittelyd. Yleisesti suosittelemme
korkean pitoisuuden protokollan kaytda, silla se tuottaa suurempia DNA-satoja. Matalan
pitoisuuden protokollaa yhdessa 50 pl:n eluaattitilavuuteen suositellaan vain, jos my8hemmissé
analyyseissa tarvitaan korkeita DNA-pitoisuuksia. Jos odotetusta sadosta ei ole tietoq,
suosittelemme kaytamadn korkean pitoisuuden protokollaa, 25 mg néytemateriaalia ja 200 pl:n
eluaattitilavuutta. Seuraavissa valmisteluilla néytteen kokoa voidaan suurentaa tai eluaattitilavuutta
pienentdd saadun sadon mukaisesti. Huomaa, ettd valmistelujen liiallinen taytd pienien
eluaattitilavuuksien kanssa voi lisatd magneettisten hiukkasien siirtymista eluaattiin ja mahdollisesti

vaarantaa DNA:n puhtauden ja mydhempien analyysien onnistumisen.

Kudoksen esivalmisteluprotokolla

1. Siirré kudosndyte 2 ml:n mikrosentrifugiputkeen (ei kuulu toimitukseen).
2. Lisaa 220 pl ATlL-puskuria.
3. Lisaa 20 pl proteinaasi K:ta ja sekoita napauttamalla putkea.

* Varmista, eftd laitteet on tarkastettu, huollettu ja kalibroitu valmistajan ohjeiden mukaan.
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Huomautus: Kayta QlAsymphony DSP DNA Mini Kit -tarvikesarjan entsyymitelineen

proteinaasi K:ta.

4.  Aseta putki ThermoMixer-laitteeseen tai ravistin—inkubaattoriin ja inkuboi 56 °C:ssa

ravistaen 900 rpm:n nopeudella, kunnes kudos on lysoitunut taydellisesti.

Huomautus: Lysoitumisaika vaihtelee késiteltévéan kudostyypin mukaan. Useimmat kudokset
lysoituvat kolmessa tunnissa. Jos kolmen tunnin kuluttua lysoituminen ei ole taydellista, mika
arvioidaan liukenemattoman materiaalin tai erittdin viskoosisen lysaatin esiintymisend,
lysointiaikaa voidaan pidentdd tai liukenematon materiaali poistaa sentrifugin avulla

vaiheen é mukaisesti. Yon yli jatkuva lysointi on mahdollista eikd vaikuta valmisteluun.

5. Minimoi RNAssisaltd néytteessa lisaamalla 4 pl RNaasi A:ta (100 mg/ml) ja inkuboi

2 minuuttia huoneenlampdtilassa (15-25 °C) ennen kuin jatkat vaiheeseen 6.
6.  Homogenoi ndyte pipetoimalla ylés ja alas useita kertoja.

Huomautus: Jos liukenematonta materiaalia on vield nékyvissd, kdyta sentrifugissa 3000 x

g:ssa minuutin ajan.

7. Siirré varovasti 220 pl supernatanttia ndyteputkiin, jotka ovat yhteensopivia QlAsymphony

SP:n naytealustan kanssa.

Katso taydellinen luettelo yhteensopivista néyteputkista osoitteesta
www.qiagen.com/goto/dsphandbooks. Suosittelemme 2 ml:n putkien kayttéa (esim.
Sarstedt® tuotenro 72.693 tai 72.608).

FFPE-kudos

Tavallinen formaliinikiinnitys ja parafiinivalu aiheuttavat aina huomattavaa nukleiinihappojen

fragmentoitumista. Jotta DNA fragmentoituisi mahdollisimman véhén, muista néma:

e Kiinnita kudosnaytteen 4-10-prosenttiseen formaliiniin mahdollisimman pian kirurgisen poiston

jalkeen.

e Kayta 14-24 tunnin fiksaatioaikaa (pidemmat fiksaatioajat johtavat voimakkaampaan DNA-

fragmentaatioon, mistd seuraa mydhempien analyysien huono suorituskyky).

e Kuivata ndytteet huolellisesti ennen upottamista pardfiiniin (formaliinin jGdnndkset voivat estad

proteinaasi K:n hajoamista).

DNA-puhdistuksen aloitusmateriaalien pitdisi olla juuri leikattuja FFPE-kudospaloja. Yhden
valmistelun aikana voidaan késitelld korkeintaan 4 palaa, joiden kunkin paksuus on korkeintaan
10 pm, tai 8 palaaq, joiden paksuus on korkeintaan 5 pm ja pinta-ala korkeintaan 250 mm?. Jos
aloitusmateriaalista ei ole tietoja, suosittelemme aloittamaan valmistelun korkeintaan 3 palan
yhtdaikaisella valmistelulla. Seuraavissa valmisteluissa voidaan mahdollisesti kayttaa korkeintaan

8 palaa DNA:n sadon ja puhtauden mukaan.
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Huom

autus: FFPE-kudosprotokollat on suunniteltu erityisesti niin, ettd niissd puhdistuisi samalla

mahdollisimman véhén RNA:ta. Témd johtaa pienentyneeseen fotometriseen mittausarvoon

verrattuna manuaalisen QlAamp® DSP DNA FFPE Tissue -tarvikesarjan arvoihin.

FFPE-kudoksen esivalmisteluprotokolla

Menetelmé& 1: parafiinin poisto parafiininpoistolivoksella

1. Leikkaa ylimadrainen pardfiini ndytekappaleesta leikkausveitsella.
2.  leikkaa erilleen korkeintaan nelj@ 10 pm paksua palag, tai korkeintaan kahdeksan 5 pm
paksua palaa.
Huomautus: Jos naytteen pinta on altistunut ilmalle, havita ensimmaiset 2-3 palaa.
3. Asetfa palat valittdmasti 2 ml:n Sarstedt-putkeen (ei kuulu toimitukseen, tuotenro 72.693 tai
72.608), joka on yhteensopiva QlAsymphony SP:n néytealustan kanssa.
4. Lisad 200 pl ATL-puskuria paloihin.
Lisad 20 pl proteinaasi K:ta.
Huomautus: Kayta QlAsymphony DSP DNA Mini Kit -tarvikesarjan entsyymitelineen
proteinaasi K:ta.
6.  Lisaa 160 pl tai 320 pl parafiininpoistolivosta (katso oheinen taulukko) ja sekoita vortex-
laitteessa.
Palojen paksuus Palojen méiéiré Parafiininpoistolivoksen méird
5 pm 14 160 4l
58 320
10 pm 12 160 4l
34 320 pl
7. Aseta putki ThermoMixer-laitteeseen tai ravistin—inkubaattoriin ja inkuboi 56 °C:ssa tunti

ravistaen 1 000 rpm:n nopeudella, kunnes kudos on lysoitunut taydellisesti.

Huomautus: Lysoitumisaika vaihtelee késiteltévéan kudostyypin mukaan. Useimmat kudokset
lysoituvat tunnissa. Jos tunnin kuluttua lysoituminen ei ole taydellista, miké arvioidaan
liukenemattoman materiaalin esiintymisend, lysointiaikaa voidaan pidentad tai
livkenematon materiaali voidaan pelletoida sentrifugin avulla vaiheen 10 mukaisesti. Yon

yli jatkuva lysointi on mahdollista eikd vaikuta valmisteluun.
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10.
11.

Inkuboi 90 °C:ssa tunnin ajan.

Huomautus: Inkubointi 90 °C:ssa ATl-puskurissa kadntdd formaldehydin muutoksen
nukleiinihapoissa osittain pdinvastaiseksi. Pidempi inkubointiaika tai korkeammat
inkubointilampétilat voivat aiheuttaa DNA:n suurempaa fragmentoitumista. Jos kéytét vain
yhtd kuumennuslevyd, jGta néyte huoneenlédmpddn 56 °C:ssa inkuboinnin jdlkeen, kunnes

kuumennuslevy saavuttaa 90 °C:n ldmmén.

Minimoi RNAssiséltd naytteessd lisaamalla 2 pl RNaasi A:ta (100 mg/ml) alempaan
vaiheeseen ja inkuboi 2 minuuttia huoneenlampdtilassa ennen kuin jatkat vaiheeseen 10.

Anna naytteen jaahtyd huoneenldmpddn ennen RNaasi A:n liséamista.
Kayta naytettd sentrifugissa taydelld teholla minuutin ajan huoneenldmméssa.

Siirrg putket (joissa on molemmat vaiheet) varovasti QlAsymphony SP:n naytealustaan.

Menetelma 2: parafiinin poisto ksyleenilla

10.
11.

Leikkaa ylimaérdinen parafiini néytekappaleesta leikkausveitselld.

Leikkaa erilleen korkeintaan nelj@ 10 pm paksua palag, tai korkeintaan kahdeksan 5 pm

paksua palaa.
Huomautus: Jos ndytteen pinta on altistunut ilmalle, havitd ensimmaiset 2-3 palaa.

Aseta palat valittémasti 1,5 tai 2 ml:n mikrosentrifugiputkeen (ei kuulu toimitukseen) ja lisaa
1 ml ksyleenia naytteeseen. Sulje korkki ja sekoita vortex-laitteella kovalla teholla 10

sekunnin ajan.

Kayta naytettd sentrifugissa taydellé teholla 2 minuutin ajan huoneenlédmmassa.
Poista pinnalla kelluva osa pipetoimalla. Alé poista pelletin osia.

Lisaa 1 ml etanolia (26-100 %) pellettiin ja sekoita vortex-laitteessa.
Huomautus: Etanoli uuttaa ksyleenijaaman naytteestd.

Kayta naytettd sentrifugissa taydellé teholla 2 minuutin ajan huoneenlédmmassa.
Poista pinnalla kelluva osa pipetoimalla. Alé poista pelletin osia.

Huomautus: Poista huolellisesti kaikki jaényt alkoholi pienella pipetin karjella.

Avaa putki ja inkuboi huoneenlédmméssa (15-25 °C) 10 minuuttia tai kunnes etanolijaamat

ovat haihtuneet.

Huomautus: Inkuboinnin voi tehda korkeintaan 37 °C:ssa.
Suspendoi pelletti uudelleen 220 pl:ssa ATl-puskuria.
Lisaa 20 pl proteinaasi K:ta ja sekoita vortex-laitteessa.

Huomautus: Kayta QlAsymphony DSP DNA Mini Kit -tarvikesarjan entsyymitelineen

proteinaasi K:ta.
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12.  Inkuboi 56 °C:ssa 1 tunnin ajan (tai kunnes néyte on lysoitunut tdysin).

Huomautus: Lysoitumisaika vaihtelee kasiteltavan kudostyypin mukaan. Useimmat kudokset
lysoituvat tunnissa. Jos tunnin kuluttua lysoituminen ei ole taydellistd, mikd arvioidaan
liukenemattoman materiaalin esiintymisend, lysointiaikaa voidaan pidentad tai
livkenematon materiaali voidaan poistaa sentrifugin avulla vaiheen 16 mukaisesti. Yon yli

jatkuva lysointi on mahdollista eikd vaikuta valmisteluun.
13. Inkuboi 90 °C:ssa tunnin ajan.

Huomautus: Inkubointi 90 °C:ssa ATl-puskurissa kaantad formaldehydin muutoksen
nukleiinihapoissa osittain pdinvastaiseksi. Pidempi inkubointiaika tai korkeammat
inkubointilampaétilat voivat aiheuttaa DNA:n suurempaa fragmentoitumista. Jos kéytat vain
yhta kuumennuslevyd, jGta nayte huoneenlampéon 56 °C:ssa inkuboinnin jalkeen, kunnes
kuumennuslevy saavuttaa 90 °C:n ldmmén.

14. Poista tipat korkin sisdpuolelta kayttamalla ndytettd nopeasti sentrifugissa.

15. Minimoi RNAsis@ltd néytteessd lisaéamalla 2 pl RNaasi A:ta (100 mg/ml) ja inkuboi
2 minuuttia huoneenlampdtilassa, ennen kuin jatkat vaiheeseen 16. Anna naytteen jaahtya
huoneenldmpddn ennen RNaasi A:n lisGamistd.

16.  Siirrg varovasti 220 pl lysaattia nayteputkiin, jotka ovat yhteensopivia QIAsymphony SP:n
ndytealustan kanssa.
Huomautus: Jos lysaatit sisaltévat sulamatonta materiaalia, kéytd niité sentrifugissa taydella
teholla 2 minuutin ajan huoneenldmmdssd, ennen kuin siirrdt supernatantin nayteputkiin.
Katso taydellinen luettelo yhteensopivista néyteputkista osoitteesta

www.qiagen.com/goto/dsphandbooks. Suocsittelemme 2 ml:n putkien kayttéd (esim.
Sarstedt, tuotenro 72.693 tai 72.608).

Muutoshistoria

Asiakirjan muutoshistoria

R3 12/2017 | Paivitys QIAsymphony-ohjelmistoversiolle 5.0

Voimassa olevat lisenssitiedot ja  tuotekohtaiset vastuuvapauslausekkeet ovat  saatavilla
tuotekohtaisista QIAGEN®-pakkausten kayttdoppaista tai kasikirjoista. QIAGEN-sarjojen kasikirjat
ja kayttdoppaat 16ytyvat osoitteesta www.giagen.com, tai niita voi tiedustella QIAGENn teknisesta

huollosta tai paikalliselta jélleenmyyjalta.
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Tavaramerkit: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, QlAsymphony® (QIAGEN Group); Sarstedt® (Sarstedt AG ja Co); ThermoMixer® (Eppendorf AG). Téssé asiakirjassa mainittuja rekisterdityjé nimia, tavaramerkkejé
ine. on pidettéva lain suojaamina, vaikkei niité olisi erityisesti sellaisiksi merkitty.
12/2017 HB-0977-501-003 © 2017 QIAGEN, kaikki oikeudet pidétetddn.
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