QIAsympho nygegzI;
orotokollileht

Tissue_LC_200_V7_DSP ja Tissue_HC_200_V7_DSP

See dokument on Tissue_LC_200_V7_DSP and Tissue_HC_200_V7_DSP QIAsymphony SP seadme protokolli leht, R3,

komplekti QIAsymphony DSP DNA Mini Kit jaoks, versioon 1.

— Sample to Insight QIAGEN —




Uldteave
Komplekt QlAsymphony DSP DNA Kit on ette ndhtud kasutamiseks in vitro diagnostikas.

Need protokollid on m&eldud DNA koguhulga madramiseks kudedest ja formaliinis fikseeritud,
parafiini sukeldatud (formalinfixed, paraffin-embedded, FFPE) kudedest, kasutades QIAsymphony
SP seadet ja komplekti QlAsymphony DSP DNA Mini Kit.

Séltuvalt proovitiibist soovitame kasutada madala sisaldusega (low content, LC) vdi kérge
sisaldusega  (high content, HC) proovi. Koed annavad suurema DNA saagikuse, kui neid
t66deldakse kérge sisaldusega protokolliga, kuid vaib kasutada madala sisaldusega protokolli koos
vaikese eluaadi mahuga (50 pl), kui vajalik on kdrge DNA kontsentratsioon. FFPE-koe jaoks

soovitame kasutada madala sisaldusega protokolli.

Madala sisaldusega protokoll

Komplekt QlAsymphony DSP DNA Mini Kit (katalooginr 937236)

Proovimaterjal FFPE-kude ja kude*
Uhte preparaati saab kombineerida kuni 4 FFPE-koeliku,
mille iga paksus on kuni 10 pm, vai kuni 8 15iku, kui
paksus on kuni 5 pm ja pindala kuni 250 mm?.

Protokolli nimetus Tissue_LC_200_V7_DSP
Analiiisi kontrolli vaikekomplekt ACS_Tissue_LC_200_V7_DSP
Elueerimismaht 50 pl, 100 pl, 200 pl vai 400 pl
Néutav tarkvaraversioon Versioon 4.0 v6i uuem

* Koeproovide teavet vt kdrge sisaldusega protokoll.

Karge sisaldusega protokoll

Komplekt QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (katalooginr 937236)

Proovimaterjal Kude
Kui eeldatava saagikuse teave pole saadaval, soovitame

alustada 25 mg proovimaterijaliga. Séltuvalt saadud
saagikusest v3ib proovi suurust jdrgnevates preparaatides

suurendada.
Protokolli nimetus Tissue_HC_200_V7_DSP
Analiisi kontrolli vaikekomplekt ACS_Tissue_HC_200_V7_DSP
Elueerimismaht 100 pl, 200 pl v&i 400 pl
Néutav tarkvaraversioon Versioon 4.0 v&i uuem
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Vajalikud, kuid tarnekomplekti mittekuuluvad materjalid

Kaikide proovitiipide jaoks

e Puhver ATL, 4 x 50 ml (katalooginr 939016)

® RNA sisalduse minimeerimiseks: DNasasi-vaba RNaas A (Ightelahus 100 mg/ml)

FFPE-koe jaoks (ksileenivaba deparafineerimine)

® Deparafineerimislahus (katalooginr 939018

FFPE-koe jaoks (deparafineerimine ksileeniga)

e Ksileen (99-100%)
e Etanool (96-100%) *

,Sample” (Proovi) sahtel

Proovitiiip

Proovi sisestusmaht
Toodeldud proovi maht
Primaarsed proovikatsutid

Sekundaarsed proovikatsutid

Siseosad

FFPE-kude ja kude

220 pl (vajalik proovi kohta, protokolli kohta)?
200

n/a

Lisateabe saamiseks kilastage veebilehte
www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

S&ltub kasutatavast proovikatsutist; lisateavet vt
www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

T Nii kdrge kui ka madala sisaldusega protokollide korral ei tuvasta sisteem véiksemaid proovi mahte kui 220 pl, kuna proovi

ilekandmine teostatakse ilma vedelikutaseme tuvastamiseta. Seetdttu veenduge, et proovi sisestusmaht on 220 pl.

n/a = pole kohaldatav

,Reagents and Consumables” (Reaktiivide ja tarvikute) sahtel

Positsioon A1 ja/vdi A2
Positsioon B1

Otsikute statiivi hoidik 1-17
Uhiku karbi hoidik 1-4

Reaktiivi kassett
n/a
Uhekordsed filterotsikud, 200 pl v&i 1500 pl

Uhiku karbid, mis sisaldavad proovi ettevalmistamise
kassette vai 8-vardaga kaasi

n/a = pole kohaldatav

* Arge kasutage denatureeritud alkoholi, mis sisaldab lisaihendeid nagu metanool véi metiiiletiiilketoon.
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“Waste” (Jaatmete) sahtel

Uhiku karbi hoidik 1-4 Tihjad thiku karbid
Jadtmekoti hoidik Jagtmekott
Vedeljéétmete pudeli hoidik Tihi vedeljgatmete pudel

,Eluate” (Eluaadi) sahtel

Elueerimisstatiiv (soovitame kasutada pesa 1, Lisateabe saamiseks kilastage veebilehte
jahutusasend) www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

Vajalik plastvara

Uks partii, X Kaks partiid, & Kolm partiid, X Neli partiid, ®
Plastikvara 24 proovi* 48 proovi* 72 proovi* 96 proovi*
Uhekordsed 26 50 74 98
filterotsikud, 200 plt*
Uhekordsed 72 136 200 264
filterotsikud,
1500 plt
Proovi 21 42 63 84
ettevalmistamise
kassetid?
8-vardaga kaaned! 3 6 9 12

* Partii kohta véhem kui 24 proovi kasutamine vihendab ihekordsete filtriotsikute vajalikku arvu t66tsikli kohta.

T Filtriotsikute statiivis on 32 filtriotsikut.

* Vajalike filterotsikute arvu hulka on arvatud filterotsikud, mida on vaja Gheks inventariskanniks reaktiivi kasseti kohta.

§ Uhiku karbis on 28 proovi ettevalmistamise kassetti.

1 Uhiku karbis on kaksteist 8-vardaga kaant.

Mérkus. Ellpooltoodud filterotsikute arv v3ib sdltuvalt seadistustest erineda puuteekraanil kuvatavast

arvust. Soovitame masinasse laadida maksimaalse vaimaliku hulga otsikuid.

Elueerimismaht

Elueerimismaht valitakse puuteekraanilt. Séltuvalt proovitiibist ja DNA sisaldusest vaib Ioplik
eluaadi maht varieeruda ja olla kuni 15 pl vaiksem kui valitud maht. Tulenevalt asjaolust, et eluaadi
maht v&ib varieeruda, soovitame kontrollida tegelikku eluaadi mahtu, kui kasutate automatiseeritud
Assay Set Systemit, mis ei kontrolli eluaadi mahtu enne Glekandmist. Elueerimine vaiksemates
kogustes tdstab 16pliku DNA kontsentratsiooni, kuid véhendab véhesel madral saagist. Soovitame

kasutada elueerimismahtu, mis sobiks soovitud allasuunas rakenduse jaoks.
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Proovimaterjali ettevalmistamine

Kemikaalidega téctamisel kandke alati sobivat laborikitlit, Ghekordselt kasutatavaid kindaid ja
kaitseprille. Lisateabe saamiseks tutvuge toote tarnija poolt pakutava vastava ohutuskaardiga
(safety data sheets, SDSs).

Enne alustamist pidage silmas jargmist

e QIlAsymphony magnetilised osakesed puhastavad RNA-d ja DNA-d, kui neid mélemaid leidub
proovis. Proovi RNA sisalduse minimeerimiseks lisage vastava eeltdstlusprotokolli asjakohases

etapis proovile RNaas Ad.
Mida on vaja teha enne alustamist

e Kontrollige puhvrit ATL valge sademe osas. Vajadusel inkubeerige 30 minutit temperatuuril 37

°C aeg-ajalt loksutades, et sade lahustada.

® Viige ThermoMixer® véi raputi-inkubaator vastavaks eeltéstluseks vajalikule temperatuurile. *
Koed

DNA puhastamiseks saab kasutada vérsked ja kilmutatud kude. DNA saagikus ja kvaliteet sdltuvad
proovititbist, allikas ja sailitustingimustest. Varsket kude saab enne tédtemist vaikestest tikkideks
I3igata ja temperatuuril ~20 °C v&i -80 °C sdilitada. Uldiselt soovitame kasutada kérge sisaldusega
protokolli, mis tagab suurenenud DNA saagikuse. Madala sisaldusega protokolli  koos
elueerimismahuga 50 pl on soovitatav kasutada ainult siis, kui allasuunas analitsimiseks on vaja
kdrgeid DNA kontsentratsioone. Kui eeldatava saagikuse teave pole saadaval, soovitame alustada
25 mg proovimaterjaliga, kasutades kérge sisaldusega protokolli ja elueerimismahtu 200 pl.
Séltuvalt saadud saagikusest vaib proovi suurust jGrgnevates preparaatides suurendada vai
elueerimismahtu véhendada. Vétke teadmiseks, et preparaatide ilelaadimiseks koos vaikeste
elueerimismahtudega vaib pdhjustada magnetiliste osakeste Glekandumist eluaati ja vdib ohtu

seada DNA puhtuse ja allasuunas analiisi.

Koe eeltootluse protokoll

ju—

Viige koeproov 2 ml mikrotsentrifuugi katsutisse (ei sisaldu komplektis).

Lisage 220 pl puhvrit ATL.

w N

Lisage 20 pl proteinaasi K ja segage katsutile koputades.

* Veenduge, et seadmed on kontrollitud, hooldatud ja regulaarselt kalibeeritud vastavalt tootja juhistele.
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Mérkus. Kasutage QIAsymphony DSP DNA Mini Kiti ensiiimide statiivi proteinaas K-d.

4.  Asetage katsuti ThermoMixerisse vdi raputi-inkubaatorisse ja inkubeerige temperatuuril 56

°C, raputades kiirusel 900 p/min, kuni kude on taielikult [Gisunud.

Markus. Liisimise aeg erineb soltuvalt tdddeldavast koetiiibist. Enamiku kudede korral on
[Gisimine 16pule viidud 3 tunni jooksul. Kui lGs pole 3 tunni pérast I5petatud, millele viitab
lahustumatu materjali vai suure viskoossusega lisaadi olemasolu, véib liUsimise aega
pikendada vai tsentrifuugides lahustumatu materjali eemaldada, nagu on kirjeldatud

sammus 6. Uleds liisimine on véimalik ega méjuta preparaati.
5. Proovi RNA sisalduse minimeerimiseks lisage 4 pl RNaas A-d (100 mg/ml) ja inkubeerige
2 minutit toatemperatuuril (15-25 °C), enne kui jétkate sammuga 6.
6. Homogeniseerige proov seda korduvalt iles-alla pipeteerides.
Mérkus. Kui endiselt leidub lahustumatut materjali, tsentrifuugige 1 minut 3000 x g juures.
7. Kandke ettevaatlikult Gle 220 pl supernatanti proovikatsutitesse, mis Ghilduvad
QIAsymphony SP seadme proovikanduriga.

Uhilduvate proovikatsutite taielikku loetelu vt www.qiagen.com/goto/dsphandbooks.
Soovitame kasutada 2 ml katsuteid (nt Sarstedt® katalooginr 72.693 vai 72.608).

FFPE-kude

Standardsed formaliini fikseerimise ja parafiini sukeldamise protseduurid pdhjustavad alati

nukleiinhapete olulist fragmenteerumist. DNA fragmentatsiooni ulatuse piiramiseks veenduge, et

o fikseerite koeproovid pérast kirurgilist eemaldamist nii kiiresti kui véimalik 4-10% formaliinis;

e rakendate fikseerimisaega 14-24 tundi (pikemad fikseerimisaja pdhjustavad ulatuslikumat

DNA fragmentatsiooni péhjustades ebakvaliteetset allasuunas analiisimist);

e dehidreerite proovid hoolikalt enne sukeldamist (formaliini jGagid véivad proteinaas K-ga

|5hustamist parssida);

DNA puhastamise |ahtematerjaliks peavad olema FFPE-koest vérskelt 15igatud 18igud. Uhes
preparaadis saab t66delda kuni 4 16iku, mille iga paksus on kuni 10 pm, v&i kuni 8 I6iku, kui
paksus on kuni 5 pm ja pindala kuni 250 mm2. Kui teave teie lghtematerjali loomuse kohta pole
saadaval, soovitame alustada mitte rohkem kui 3 1diguga Uhes preparaadis. Saltuvalt DNA

saagikusest ja puhtusest vaib olla vaimalik jargmises preparaadis kasutada kuni 8 16iku.

Markus. FFPE-koe protokollid on loodud spetsiaalselt ainult véikeste RNA hulkade samacegseks
puhastamiseks. See pdhjustab vaiksemat fotomeetrilist mddtevaartust vorreldes kasitsi QlAamp®
DSP DNA FFPE Tissue komplektiga saadud vaartustega.
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FFPE-koe eeltootluse protokoll

Meetod 1: deparafineerimine, kasutades lahust Deparaffinization Solution

Eemaldage prooviplokilt skalpelliga liigne parafiin.
Laigake kuni 4 koeldiku paksusega 10 pm vai kuni 8 koeliku paksusega 5 pm.
Mérkus. Kui proovi pind on 6huga kokku puutunud, visake esimesed 2-3 koelsiku &ra.

Asetage koeldigud kohe 2 ml Sarstedti katsutisse (ei kuulu komplekti, kataloogi nr 72.693
vdi 72.608), mis Ghildub QIAsymphony SP seadme proovikanduriga.

Lisage koeldikudele 200 pl puhvrit ATL.
Lisage 20 pl proteinaas K-d.
Mérkus. Kasutage QIAsymphony DSP DNA Mini Kiti ensiiimide statiivi proteinaas K-d.

Lisage 160 pl vai 320 pl lahust Deparaffinization Solution (vt tabel all) ja segage

vibratsioonisegistiga.

Koeldigu paksus Koeldikuge arv Deparafineerimislahuse maht

5 pm

14 160 pl
58 320 4l

10 pm 12 160 pl

34 320 pl

Asetage katsuti ThermoMixerisse vai raputi-inkubaatorisse ja inkubeerige 1 tund

temperatuuril 56 °C, raputades kiirusel 1000 p/min, kuni kude on taielikult [GGsunud.

Mérkus. Liisimise aeg erineb séltuvalt tdddeldavast koetiiiibist. Enamiku kudede korral on
[Gisimine 16pule viidud 1 tunni jooksul. Kui lGis pole 1 tunni pdrast I16petatud, millele viitab
lahustumatu materjali olemasolu, vaib liisimise aega pikendada vai tsentrifuugides
lahustumatu materjali pelletiteks muuta, nagu on kirjeldatud sammus 10. Ulesé liisimine on
véimalik ega méjuta preparaati.

Inkubeerige 1 tund temperatuuril 90 °C.

Mérkus. Inkubeerimine temperatuuril 90 °C puhvris ATL pé6rab osaliselt imber
formaldehiidiga nukleiinhapete modifikatsiooni. Pikemad inkubeerimisajad véi kdrgemad
inkubeerimistemperatuuri vdivad pdhjustada rohkem fragmenteerunud DNAJ. Ainult Ghte
soojendusplokki kasutades jatke proov parast temperatuuril 56 °C inkubeerimist

toatemperatuurile, kuni soojendusploki soojeneb temperatuurini 90 °C.

Proovi RNA sisalduse minimeerimiseks lisage madalasse faasi 2 pl RNaas A-d (100 mg/ml)
ja inkubeerige 2 minutit toatemperatuuril, enne kui jatkate sammuga 10. Enne RNaas A

lisamist laske proovil toatemperatuurile jahtuda.

QIAsymphony SP protokollileht — Tissue_LC_200_V7_DSP ja Tissue_HC_200_V7_DSP 12/2017




10.
11.

Tsentrifuugige 1 minut taiskiirusel toetemperatuuril.

Viige transpordikatsutid (sisaldavad malemat faasi) seadme QIAsymphony SP

proovikandurile.

Meetod 2: ksileeniga deparafineerimine

10.
11.

12.

13.

Eemaldage prooviplokilt skalpelliga liigne parafiin.
Laigake kuni 4 koeldiku paksusega 10 pm vai kuni 8 koeliku paksusega 5 pm.
Markus. Kui proovi pind on dhuga kokku puutunud, visake esimesed 2-3 koelsiku dra.

Viige koeldigud viivitamatult 1,5 v&i 2 ml mikrotsentrifuugi katsutisse (ei sisaldu komplektis)
ja lisage proovile 1 ml ksileeni. Sulgege kaas ja segage vibratsioonisegistiga tugevalt 10
sekundit.

Tsentrifuugige 2 minutit tdiskiirusel toetemperatuuril.

Eemaldage pipeteerides supernatant. Arge eemaldage pelletit.

Lisage pelletile 1T ml etanooli (96-100%) ja segage vibratsioonisegistiga.
Markus. Etanool ekstraheerib proovist ksileeni jaagid.

Tsentrifuugige 2 minutit taiskiirusel toetemperatuuril.

Eemaldage pipeteerides supernatant. Arge eemaldage pelletit.

Markus. Eemaldage etanooli jGagid ettevaatlikult peenikese pipetiotsikuga.

Avage katsuti ja inkubeerige 10 minutit temperatuuril (15-25 °C) vai kuni etanooli jaagid

on aurustunud.

Mérkus. Inkubeerida v&ib temperatuuril kuni 37 °C.

Suspendeerige pellet uuesti 220 pl puhvrisse ATL.

Lisage 20 pl proteinaasi K ja segage vibratsioonisegistiga.

Mérkus. Kasutage QIAsymphony DSP DNA Mini Kiti ensiiimide statiivi proteinaas K-d.
Inkubeerige 1 tund temperatuuril 56 °C (vai kuni proov on téielikult [6Gsunud).

Mérkus. Liisimise aeg erineb séltuvalt tdddeldavast koetiiiibist. Enamiku kudede korral on
[GGsimine 16pule viidud 1 tunni jooksul. Kui lGUs pole 1 tunni pérast I&petatud, millele viitab
lahustumatu materjali olemasoly, v&ib liisimise aega pikendada vai tsentrifuugides
lahustumatu materjali eemaldada, nagu on kirjeldatud sammus 16. Ules liisimine on
véimalik ega méjuta preparaati.

Inkubeerige 1 tund temperatuuril 90 °C.

Markus. Inkubeerimine temperatuuril 90 °C puhvris ATL pé6rab osaliselt imber
formaldehiidiga nukleiinhapete modifikatsiooni. Pikemad inkubeerimisajad véi kdrgemad

inkubeerimistemperatuuri véivad pdhjustada rohkem fragmenteerunud DNAJ. Ainult ihte
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soojendusplokki kasutades jatke proov parast temperatuuril 56 °C inkubeerimist

toatemperatuurile, kuni soojendusploki soojeneb temperatuurini 90 °C.
14. Tsentrifuugige proovi lthidalt, et eemaldada tilgad kaane sisepinnalt.

15. Proovi RNA sisalduse minimeerimiseks lisage 2 pl RNaas A-d (100 mg/ml) ja inkubeerige
2 minutit toatemperatuuril, enne kui jdtkate sammuga 16. Enne RNaas A lisamist laske

proovil toatemperatuurile jahtuda.

16. Kandke ettevaatlikult Gle 220 pl lisaati proovikatsutitesse, mis Ghilduvad QlAsymphony SP
seadme proovikanduriga.
Markus. Kui lisaadid sisaldavad |8hustamata materjali, tsentrifuugige toatemperatuuril 2
minutit tdiskiirusel, enne supernatandi lekandmist proovikatsutitesse. Uhilduvate

proovikatsutite taielikku loetelu vt www.qiagen.com/goto/dsphandbooks. Soovitame
kasutada 2 ml katsuteid (nt Sarstedt, katalooginr 72.693 vai 72.608).

Muudatuste ajalugu

Dokumendi muudatuste ajalugu

R3 12/2017 | QlAsymphony tarkvaraversiooni 5.0 vérskendus

Ajakohase litsentsiteabe ja tootespetsiifilised digustest loobumised leiate asjakohasest QIAGEN®

komplekti ~ kasiraamatust  v&i  kasutusjuhendist. QIAGEN  komplektide ké&siraamatud  ja

kasutusjuhendid on saadaval veebilehel www.qgiagen.com vai tellimisel QIAGEN tehniliselt toelt vai

kohalikult mitgiesindaijalt.

Kaubamérgid: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, QlAsymphony® (QIAGEN Group); Sarstedf® (Sarstedt AG and Co); ThermoMixer® (Eppendorf AG). Kéesolevas dokumendis kasutatud registreeritud nimetused,

kaubamérgid jne loetakse seadusega kaitstuks ka juhul, kui need pole eraldi kaubamérkidena téhistatud.
12/2017 HB-0977-501-003 © 2017 QIAGEN. Kaik digused kaitstud.
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