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Alkalmazasi terulet

A QlAamp DSP DNA FFPE Tissue kit genomidlis DNS formalinban fixalt, paraffinba
agyazott (formalin-fixed, paraffin-embedded, FFPE) bioldgiai mintakbél szilikagélmembran-
technika (QIAamp mddszer) segitségével torténd izolalasara és tisztitasara szolgal.

A termék in vitro diagnosztikai (IVD) célokra alkalmazott molekularis biolégiai technikak
terén jartas szakmai felhasznalok, példaul laboransok és orvosok altali hasznalatra készilt;
manudlis minta-el6készitési célokra szolgal, sem kvalitativ, sem kvantitativ
teszteredményeket nem nydijt.

Osszefoglalas és magyarazat

A QlAamp DSP DNA FFPE Tissue kit FFPE szbéveti metszetekbdl szarmazé DNS
tisztitasara szolgal. A kis mintamennyiségekben vagy mintaméretekben jelen |évd
genomidlis vagy mitokondrialis DNS tisztitdsahoz a széles kérben alkalmazott QlAamp
DNA Micro technikat haszndlja. A kit a szilikagél-alapi membran szelektiv kotési
tulajdonséagait kombinalja a rugalmasan megvalaszthat6 ellcios térfogatokkal.

A lizishez alkalmazott koriilmények lehetévé teszik a genomidlis DNS hatékony tisztitasat
az FFPE szbveti metszetekbdl anélkil, hogy egész éjszakan at tartd inkubalasra lenne
szikség. A proteindz K emésztés utan, nagy hoémérsékleten végzett inkubalassal
részlegesen bonthaték a felszabadult DNS formalinnal alkotott keresztkotései, ami
potencialisan javitja a hozamot, valamint a tovabbi tesztek sordn a DNS-sel sszefiiggd
teljesitményt. Az FFPE mintékbdl izolalt DNS molekulatdmege &ltaldban kisebb, mint a
friss vagy fagyasztott mintakb6l szarmazé DNS-é. A fragmentacié6 mértéke a minta
tipusatol és koratdl, valamint a fixalasi kérilményektél flgg.
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A minta lizisét kdvetéen az egyszerl QlAamp DSP DNA FFPE Tissue eljarassal egyszerre
tébb minta is feldolgozhatd.

Azoknak a laboratériumi eljarasoknak az esetében, amelyekre nem terjednek ki a
kézikdnyvben ismertetett QIAGEN teljesitményértékel6 vizsgalatok, a felhasznalonak kell
elvégeznie a rendszer teljesitményének validalasat.

Az eljaras elve

A QlAamp DSP DNA FFPE Tissue eljaras hat Iépésbdl all (1. &bra):

® A paraffin eltavolitasa: a paraffin feloldasa xilolban, majd eltavolitasa

® Lizis: a minta lizalasa proteinaz K-val 56 °C-on, denaturalé kérilmények kdzott
® Melegités: a 90 °C-on végzett inkubalas bontja a formalin keresztkotéseket

o Kotés: a DNS a membranhoz kétédik, az egyéb anyagok pedig atfolynak

® Mosas: a visszamaradt szennyezédések kimosasa

® FEludlas: a tiszta, tomény DNS kivonasa a membranbdl
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QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Procedure

Minta

Paraffin eltavolitasa

Lizis

Melegités

DNS megkotése

Mosés
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Felhasznéalasra kész DNS

1. &bra: A QlAamp DSP DNA FFPE Tissue eljaras
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Szallitott anyagok

A kit tartalma

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (50)
Katalégusszam 60404
Reakciok szama 50
QlAamp QIAamp MinElute Columns with COL 50
MinElute® Wash Tubes (QlAamp MinElute
oszlopok mosashoz hasznélandé
csovekkel)
WT Wash Tubes (Mosdcsévek) (2 ml) [WaSH] TUBE 3 x50
ET Elution Tubes (Eluciés csévek) ELU | TUBE 50
(1,5 ml)
LT Lysis Tubes (Liziscs6vek) (2 ml) TUBE 50
ATL Tissue Lysis Buffer (Lizispuffer LYS | BUF | 10 ml
szovet lizalasadhoz)
AL Lysis Buffer* (Lizispuffer) [ LYS | BUF | 12 ml
AW1 Wash Buffer 1* (concentrate) | WASH | BUF | 1 |CONC| 19 ml
(1. mosépuffer [tomény])
AW2 Wash Buffer 2t (concentrate) | WASH | BUF | 2 [CONC] 13 ml
(2. mosépuffer [tomény])
ATE Elution Buffer® (Elualé puffer) BUF 12 ml
PK Proteinase K (Proteinaz K) 1,25 ml
- Hasznalati Gtmutat6 (kézikényv) 1

* Guanidinsét tartalmaz. Nem hasznalhaté hipét tartalmazé fert6tlenitészerekkel. A figyelmeztetések

és ovintézkedések a 10. oldalon talalhatok.

T Tartésitoszerként natrium-azidot tartalmaz.
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Szlikseges, de nem biztositott anyagok

Vegyszerhasznalat soran mindig viselien megfelel laboratériumi képenyt, egyszer
hasznalatos keszty(t és védészemiiveget. Tovabbi informaciokat a megfelelé biztonsagi
adatlapok (SDS-ek) tartalmaznak, amelyek az adott termék gyartéjatdl szerezhetdk be.

Reagensek

e xilol

® (96-100%-0s) etanol*

Fogybeszkdzok

® Ha ugy dont, hogy nem haszndlja a kitben mellékelt csdveket, a lizis Iépéseihez
1,5 vagy 2 ml-es mikrocentrifuga-csovek, az elualas lépéseihez 1,5 ml-es
mikrocentrifuga-csdvek hasznalatat javasoljuk; beszerezhetség: Eppendorf®
(Safe-Lock: USA katalogusszam: 022363204; eurdpai kataldgusszam: 0030 120.086)
vagy Sarstedt (katalégusszam: 72.690). DNaz-/RNaz-mentes, biztonsagi kupakkal
ellatott, kip alaku csdvek hasznalatat javasoljuk.

® Pipettak és pipettahegyek (a keresztszennyezédések megakadalyozasa érdekében
feltétlenlil aeroszol részecskék elleni szlirével ellatott pipettahegyek hasznalatat

javasoljuk)

Eszk6zok

e ThermoMixer termosztatikus keveré?, flithet® razo (orbitalis) inkubator, az inkubalashoz
56, 70 és 90 °C-ot biztositani képes fitéblokk vagy vizflirdd
e Mikrocentrifuga’ rotorral, 2 ml-es csévekhez

e Vortex keverd

* Ne hasznaljon denaturalt alkoholt; a denaturalt alkohol mas anyagokat, példaul metanolt vagy metil-etil-ketont is
tartalmaz.

T Annak biztositasa érdekében, hogy a QlAamp DSP DNA FFPE eljarasok soran megfelel6 legyen a mintak
feldolgozasa, feltétlenil javasoljuk a készilékek gyartd ajanlasai szerinti kalibralasat.
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Figyelmeztetesek és ovintézkedések

In vitro diagnosztikai hasznalatra.

Vegyszerhasznalat soran mindig viselien megfelel laboratériumi képenyt, egyszer
hasznalatos keszty(it és véd6észemiiveget. A tovabbi tudnivalokat a megfeleld biztonsagi
adatlapok (SDS-ek) tartalmazzak. Ezek elérhet6k online, a www.giagen.com/safety
weboldalon, jol kezelheté, kompakt PDF formatumban; a weboldalon megtalalhato,
megtekinthetd és kinyomtathato az egyes QIAGEN® kitek és kitben talalhaté komponensek
biztonsagi adatlapja.

FIGYELEM: SOHA NE adjon hip6t vagy savas oldatot kdzvetlenil a
minta-el6készités hulladékahoz.

Az AL puffer és az AW1 puffer guanidin-hidrokloridot tartalmaz, amely hipéval keverve
rendkivil reakcioképes vegyileteket képez.

Ha ilyen puffereket tartalmazé folyadék folyik ki, megfeleld laboratériumi tisztitészerrel és
vizzel kell feltakaritani. Ha a kifolyt folyadék potencialisan fert6zé anyagot tartalmaz, az
érintett fellletet el6szor laboratdriumi tisztitoszerrel és vizzel tisztitsa meg, majd 1 tf%-o0s
natrium-hipoklorit oldattal.

A QlAamp DSP DNA FFPE Tissue kit komponenseire a kdvetkezd figyelmeztetd és
ovintézkedésre vonatkozé mondatok érvényesek.
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AL puffer

&

ATL puffer

&

AW1 puffer

&

Proteinaz K

&>

A készitmény guanidin-hidrokloridot és maleinsavat tartalmaz. Figyelem! Lenyelve vagy
belélegezve artalmas. Bérirritald hatasu. Sulyos szemirritaciot okoz. Allergias bérreakciot
vélthat ki. Ha a szemirritacié nem mulik el: orvosi ellatast kell kérni. SZEMBE KERULES
ESETEN: T6bb percig tarté 6vatos 6blités vizzel. Adott esetben a kontaktlencsék
eltavolitasa, ha kénnyen megoldhaté. Az 6blités folytatasa. A szennyezett ruhat le kell vetni
és az Ujboli hasznalat el6tt ki kell mosni. HA BORRE KERUL: Ovatos lemoséas b6
szappanos vizzel. Bérirritacio esetén: orvosi ellatast kell kérni.
Véddkesztyl/védbruha/szemvédb/arcvédd hasznalata kdtelezd.

Figyelem! Enyhén bérirritalé hatasu. Bérirritacié esetén: orvosi ellatast kell kérni.

Guanidin-hidrokloridot tartalmaz. Figyelem! Lenyelve vagy belélegezve artalmas. Bérirritald
hatasu. Sulyos szemirritaciét okoz. Rosszullét esetén forduljon TOXIKOLOGIAI
KOZPONTHOZ vagy orvoshoz. A tartalom és az edény elhelyezése hulladékként:
jévahagyott hulladékfeldolgoz6 telepen. A szennyezett ruhat le kell vetni és az Gjbdli
hasznalat el6tt ki kell mosni. Védékesztyl/védéruha/szemvédé/arcvédd hasznalata
kételezé.

Proteinaz K-t tartalmaz. Veszély! Enyhén bérirritalé hatasu. Belélegezve allergias és
asztmas tlineteket, és nehéz légzést okozhat. Kerillje a por/flist/gaz/k6d/g6z6k/permet
belélegzését. A tartalom és az edény elhelyezése hulladékként: jovahagyott
hulladékfeldolgozo telepen. Légzési problémak esetén: Forduljon TOXIKOLOGIAI
KOZPONTHOZ vagy orvoshoz. BELELEGZES ESETEN: Légzési nehézségek esetén az
érintett személyt friss levegére kell vinni és olyan nyugalmi testhelyzetbe kell helyezni, hogy
kénnyen tudjon lélegezni. Légzésvédelem hasznalata kotelezé.

A reagensek tarolasa es kezelése

A QlAamp MinElute oszlopokat az atvételliket kdvetéen 2—8 °C-on kell tarolni; az oszlopok

a kit dobozan feltlintetett lejarati datumig hasznalhatok.

Minden puffer szobahémérsékleten (15-25 °C-on) tarolhatd; stabilitasukat a kit lejarati

datumaig megdrzik. A feloldott AW1 és AW2 puffer szobahémérsékleten (15-25 °C-on) a

kit lejarati datumaig, de legfeljebb 1 évig tarolhaté.
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A QlAamp DSP DNA FFPE Tissue kit haszndlatra kész proteinaz K oldatot tartalmaz, amelyet
specidlis tarolopufferben szallitunk. A proteindz K szobahémérsékleten (15-25 °C-on) tarolva a

kit lejarati datumaig megérzi a stabilitasat.
A mintak kezelése és tarolasa

A DNS-fragmentacié mértékének korlatozasa céljabol standard formalinos fixalasi és

paraffinbeagyazasi eljarasokat kell hasznalni; tigyeljen a kovetkezdkre:

® A szbvetmintak formalinban valé fixalasat a sebészeti eltavolitast kovetéen a lehetd
legrévidebb iddn belll végezze el, a laboratoriumi protokolinak megfeleléen (10%-0s
neutralis pufferelt formalin oldat altalanosan elfogadott).

® 14-24 éra fixalasi id6t alkalmazzon. Korlatozza a fixalasi id6t, mert az elhizédo
(példaul a 24 érat meghaladd) fixalas fokozottabb DNS-fragmentaciét okozhat,
csOkkentve a tovabbi tesztek soran elérheté teljesitményt.

® A mintakat a beagyazas el6tt alaposan dehidratalja (a visszamaradt formalin gatolhatja
a proteinaz K emésztést).

A DNS az ATE pufferben val6é elualast kdvetéen azonnal felhasznalhaté amplifikaciés
reakciokban, vagy tarolhaté (a felhasznaloi kdvetelményektdl fliggd koriimények kozott). A
tovabbi egyes QIAGEN alkalmazasokhoz ajanlott térolasi kérilményeket a megfeleld kitek
kézikdnyve tartalmazza.
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Eljaras

A kezdés el6tt figyelembe veendé fontos szempontok

A QlAamp DSP DNA FFPE Tissue kitben mellékelt valamennyi reagens kizarélag az
ugyanabban a QIAamp DSP DNA FFPE kitben talalhaté tobbi reagenssel hasznalhaté.
Az optimalis teljesitbképesség fenntartasa érdekében a kitben 1évé reagensek
semmilyen mas reagenssel nem helyettesithetok.

A kit atvételét kovetéen ellendrizze, hogy a kit komponensei nincsenek-e megsérilve.
Ha a csomagok vagy a puffert tartalmazé tivegek sériiltek, forduljon a QIAGEN
miszaki ugyfélszolgalatahoz vagy a teriletileg illetékes forgalmazéhoz. A véletlendl
kifolynak a folyadékok, lasd ,Figyelmeztetések és dvintézkedések” (10. oldal). Ne
hasznalja a kit sériilt komponenseit, mivel a hasznalatuk csdkkentheti a kit
teljesitéképességét.

Az aktualisan hasznalt kithez csak akkor hasznalhat mas kitbél szarmazo
komponenseket, ha a kitek tételszama megegyezik.

Ugyeljen arra, hogy a kitben 1évé reagenseket ne érje mikrobioldgiai szennyezédés.

A kitet kizarélag az in vitro laboratériumi diagnosztikai modszerekben jartas
szakemberek hasznalhatjak.

A bérfelliletrdl vagy a poros laboratoriumi eszkdzdkrél szarmazoé szennyezdédések
atvitelének megakadalyozasa céljabdl a reagensek és mintak kezelésekor mindig
viseljen latex- vagy vinilkeszty(t. A kéz és a porrészecskék a rajtuk/bennik jelen 1évé
baktériumok és penészgombak miatt altalanos szennyezéforrasnak szamitanak.
Gyakran valtson keszty(t, és a csOveket tartsa lezarva.

A megmaradt puffereket, atfoly6 frakciét és mintamaradékokat a helyi eljarasoknak
megfeleléen kell artalmatlanitani.

A laboratériumi mianyag eszk6zok hasznalatakor a tisztitasi eljaras soran DNaz-
/RN&z-mentes, gyenge kotési képesség, polipropilénbdl késziilt, biztonsagi kupakkal
ellatott 1,5-2 ml-es, kup alakd, egyszer hasznalatos csovek haszndlatat javasoljuk.
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Minden centrifugalasi 1épést szobahémérsékleten (15-25 °C-on) végezzen.

Minden puffer szobahémérsékleten (15-25 °C-on) tarolhato; a puffereket hasznalat

elétt alaposan fel kell keverni.

A 11. Iépésben leirt miivelethez allitson be 56 °C-ra egy termosztatikus keverét vagy
egy flthet6 razé (kérkorés mozgasu) inkubatort. Ha nem all rendelkezésre
termosztatikus kever¢ vagy flithet6 razé (korkéros mozgasu) inkubator, flitéblokk vagy

vizflird6 is hasznalhato.

Ha az AL puffer vagy az ATL puffer csapadékot tartalmaz, a csapadék feloldasahoz
melegitse fel a puffert 70 °C-ra, és évatosan kevergesse.

Az AW1 puffer és az AW2 puffer el6készitését feltétlendll az alabbi Utmutatas szerint

végezze.

A QIAGEN a minéség-ellendrzési eljarasai részeként a forgalomba hozatal elétt
mindegyik kit-tételnél funkcionalis vizsgalatokat végez. Ezért ne keverje sem
a kiilonbozd tételekbdl szarmazd kitek reagenseit, sem a kiilénb6z6 reagenstételekbdl

szarmazo reagenseket.

A pufferek el6készitése

Az ATL puffer el6készitése

® Az eljaras megkezdése el6tt ellendrizze, hogy nem képz&dott-e csapadék az ATL
pufferben. Szikség esetén a puffert 70 °C-ra melegitve, 6vatos kevergetés mellett
oldja fel a csapadékot.

Az AL puffer el6készitése

® Az eljaras megkezdése el6tt ellenérizze, hogy nem képz6dott-e csapadék az AL
pufferben. Sziikség esetén a puffert 70 °C-ra melegitve, 6vatos kevergetés mellett

oldja fel a csapadékot.
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Az AW1 puffer elékészitése

® Adjon a 19 ml témény AW 1 puffert tartalmazé tiveghez 25 ml (96—-100%-0s) etanolt.
Az Uveg cimkéjén 1évé jeldldnégyzet bejeldlésével jelezze, hogy megtdrtént az etanol
hozzaadasa. A feloldott AW 1 puffer a kit lejarati datumaig, de legfeljebb 1 évig
tarolhatd szobahémérsékleten (15-25 °C-on). Javasoljuk, hogy irja ra a puffer
cimkéjére a feloldas datumat.

Megjegyzés: Az eljaras megkezdése el6tt razassal keverje fel a feloldott AW1 puffert.

Az AW?2 puffer elékészitése

® Adjon a 13 ml témény AW?2 puffert tartalmazé tiveghez 30 ml (96—-100%-0s) etanolt.
Az Uveg cimkéjén 1évé jeldldnégyzet bejeldlésével jelezze, hogy megtdrtént az etanol
hozzaadasa. A feloldott AW2 puffer a kit lejarati datumaig, de legfeljebb 1 évig
tarolhatd szobahémérsékleten (15-25 °C-on). Javasoljuk, hogy irja ra a puffer
cimkéjére a feloldas datumat.

Megjegyzés: Az eljaras megkezdése el6tt razassal keverje fel a feloldott AW2 puffert.
Kiindulasi anyag

A DNS-tisztitds kiindulasi anyaga FFPE szdvetmintakbol (idealis esetben frissen) késziilt
metszetek. Egy preparatumban tébb metszet is kombinalhat6. Ha nincsenek informacioi a
kiindulasi anyag fajtajardl, azt javasoljuk, hogy preparatumonként legfeliebb harom
metszetet hasznaljon.

A felhasznéalénak a laboratériumban hasznalt eljarasokhoz kell optimalizalnia a metszetek
szamat, vastagsagat és teriiletét. A kit tovabbi (downstream) QIAGEN alkalmazashoz val6é
hasznalata esetében az Utmutatast a vonatkozé kézikényvben talalja.
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A keresztszennyez6dések megakadalyozasat célzé kezelési eljarasok

A nukleinsav-amplifikaciés technikdk érzékenysége miatt a QlAamp MinElute oszlopok
kezelésekor a kdvetkez6 ovintézkedésekkel kerlilhetd el a mintak kdzotti keresztszennyezddés:

® Ne toltse tul a csdveket szovetmintaval.
® A szdvet metszésekor cserélien kést az egyes mintak kozott.

e Ovatosan vigye fel a mintat vagy az oldatot a QlAamp MinElute oszlopra. Amikor a
mintat a QIAamp MinElute oszlopra pipettazza, tigyeljen arra, hogy ne nedvesitse meg
az oszlop peremét.

® Az egyes folyadékatvitelek kdzott mindig cseréljen pipettahegyet. Aeroszol részecskék
elleni szlirével ellatott pipettahegyek hasznalatat javasoljuk.

® A mintamosasi |[épések soran a mosashoz mindig Uj cséveket hasznaljon.

® A keverés és a centrifugalas el6tt gondoskodjon arrél, hogy a csévek teljesen le
legyenek zarva a kupakjukkal.

® A centrifugalas el6tt gondoskodjon arrdl, hogy a QlAamp MinElute oszlop teljesen le
legyen zarva.

® A kupakok belsejében |évé cseppek eltavolitasa céljabol minden révid vortexelési [épés
és 90 °C-os inkubalasi Iépés utan rovid ideig centrifugazza a mikrocentrifuga-cséveket.

® Egyszerre csak egy QlAamp MinElute oszlopot nyisson ki, és igyeljen arra, hogy ne
képzbdjenek aeroszol részecskék.

® A mintak kdzott mindig cseréljen kést.

® Az egyes folyadékatvitelek k6zétt mindig cseréljen pipettahegyet. A keresztszennyezddések

minimalizélasa érdekében azt javasoljuk, hogy aeroszol részecskék elleni sziirGvel ellatott
pipettahegyeket hasznaljon, de ne hasznéljon ismétl6 pipettakat.

® Mindig egyszer hasznalatos keszty(t hasznaljon, amelyet rendszeresen ellenérizzen,
hogy nem szennyez6doétt-e a mintaval. Ha felmertil a keszty(i szennyezddésének
gyanuja, dobja ki a keszty(t.

® Egyszerre csak egy csdvet nyisson ki.
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Centrifugalas

A QlAamp MinElute oszlopok beleillenek a legtébb 1,5-2 ml-es standard mikrocentrifuga-
csébe. Tovabbi 2 ml-es mosécsovek kilén rendelheték (QIAGEN katalégusszam: 19201).
A QlAamp MinElute oszlopok centrifugalasa a centrifuga zajanak csokkentése céljabdl
korulbelltl 6000 x g-n torténik. A maximalis sebességgel torténd centrifugalds nem noveli a
DNS-hozamot. A QlAamp MinElute oszlopokat azonban az eljaras két lépésében is
maximalis sebességgel kell centrifugélni: a membranok mosésat kovetd szaraz
centrifugalaskor és az eludlaskor. A centrifugalast a minta xilolos kezelést és etanolos
mosast kdvetd kinyeréséhez is maximalis sebességgel kell végezni.

Minden centrifugalasi 1épést szobahémérsékleten (15-25 °C-on) kell végezni. Az alacsony

hémérsékleten végzett centrifugalas az optimalisnal gyengébb extrakciéhoz vezethet.
A QlAamp MinElute oszlopok feldolgozasa mikrocentrifugaban

e A QlAamp MinElute oszlopokat a centrifugaba helyezésik elétt mindig zarja le.
® Ne érjen hozza a pipetta hegyével a QlAamp MinElute oszlop membranjahoz.

o Az atfolyé frakcidk veszélyes hulladékot tartalmazhatnak, ezért ezeket megfelel
maodon artalmatlanitani kell.

® Tobb minta hatékony parhuzamos feldolgozasahoz azt javasoljuk, hogy t6ltson meg
egy racket (tartérekeszt) mosécsovekkel, amelyekbe a centrifugalas utan athelyezi a
QlAamp MinElute oszlopokat. Az atfolyo frakciokat tartalmazo hasznalt mosécsodvek
kidobhatok, és a QIAamp MinElute oszlopokat tartalmazé Gj mosécsovek kozvetlenil
behelyezheték a mikrocentrifugaba.

e Ugyeljen arra, hogy az eljaras soran végig megmaradjon a minték telies nyomon
kovethetdsége.
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A tisztitott DNS elualasa

Az olyan tovabbi (downstream) alkalmazasok esetében, amelyeknél kis kiindulasi térfogatokra
van szilkség (példaul egyes PCR tesztek esetében), a tdtményebb eluatum ndévelheti ugyan a
teszt érzékenységét, de a potencidlis inhibitorok koncentracidjat is megnovelheti.

Az elucids térfogat ndvelése csokkenti az eluatumban jelen 1évé DNS koncentraciojat.

A visszanyert eluatum térfogata korilbelil 5 pl-rel lehet kisebb a QlAamp MinElute
oszlopra felvitt ATE puffer térfogatanal. 20 pl eliciés térfogat példaul legaldbb 15 pl
eluatumot eredményez. A visszanyert eluatum térfogata a minta fajtajatol figg.

A felhasznal6 feladata, hogy a laboratériumban alkalmazott eljarasokhoz optimalizalja az
ellciods térfogatot. A tovabbi egyes QIAGEN alkalmazasokhoz ajanlott ellcids térfogatokat
a kitek kézikoényve tartalmazza.

Az oszlop centrifugalas el6tti, ATE pufferrel szobah&mérsékleten, korilbelll 5 percen at
végzett inkubalasaval névelheték a hozamok. Az eludlt DNS a kithez részeként szallitott,
1,5 ml-es ellcids csdvekbe gyljthetd. Az elualt DNS tarolasi koriilményei a felhasznalo
altal meghatarozott kovetelményektél fliggenek. A tovabbi egyes QIAGEN
alkalmazasokhoz ajanlott tarolasi kortilményeket a kitek kézikényve tartalmazza.
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Protokoll: Genomialis DNS izolalasa FFPE
szoveti metszetekbdl

Eljaras

1.
2.

Késsel vagja le a mintablokkrél a paraffinfelesleget.

A standard laboratériumi gyakorlat (lasd ,Kiindulasi anyag”, 15. oldal) szerint készitsen
(vagjon) metszeteket. A felhasznalénak a laboratériumban hasznalt eljarasokhoz kell
optimalizalnia a metszetek szamat, vastagsagat és teriiletét. Ugyeljen arra, hogy

a mintak nyomon kdévethetésége a teljes eljarads soran megmaradjon.

Steril késsel azonnal vagja le a szdveteket a metszetekrdl egy liziscsébe (a kit része).
Ugyeljen arra, hogy az 8sszes rendelkezésre all6 szdvetet atvigye a csébe. Adjon a
mintahoz 1 ml xilolt, zarja le a csovet a kupakkal, és vortex keverdvel erételjesen addig
keverje, amig a paraffin fel nem oldadik (kériilbeliil 10 s). Ugyeljen arra, hogy a csé jol
le legyen zarva, megakadalyozva ezaltal a xilol kifolyasat, a mintak
keresztszennyez6dését és a xilollal valo esetleges érintkezését.

Megjegyzés: A xilolt elszivo fulke alatt vagy mas, megfeleld elhatarolast biztositd
késziléket alkalmazva hasznalja.

Szobah&mérsékleten maximalis sebességgel korilbellil 2 percen at centrifugalva
gyljtse 6ssze a szdvetpelletet. Ha nem képz8dott szovetpellet, ismételje meg ezt a
|épést.

Megjegyzés: Az alacsony hémérsékleten végzett centrifugalas az optimalisnal
gyengébb extrakciéhoz vezethet.

Pipettazassal tavolitsa el és dobja ki a felliluszot. Gydjtse 0ssze a pelletet.

A fellilisz6 veszélyes hulladéknak szamité xilolt tartalmaz, amelyet a helyi rendeletek

szerint, megfeleléen artalmatlanitani kell.
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6. Adjon a szovetpellethez 1 ml (96—100%-0s) etanolt, és alaposan keverje dssze vortex

keverével.

Az etanol kivonja a mintabol a maradék xilolt; az extrakcié utan megfeleléen
artalmatlanitani kell.

Centrifugalja a mintat szobahémérsékleten maximalis sebességgel korilbelll 2 percen at.

Pipettazassal tavolitsa el a fellluszét. Vigyazzon, hogy a pelletbél ne kertiljon a pipettaba.

Ovatosan, vékony pipettahegyet hasznalva tavolitsa el a maradék etanolt. Nyissa ki a
csovet, és 15-40 °C-on inkubalva parologtassa el az 6sszes maradék etanol.

A maradék etanol eltavolitasa az extrakcid sikerének alapvetd feltétele.

Megjegyzés: Az alacsonyabb inkubacidés hémérséklet noveli a parolgasi idét, mig
magasabb h8mérséklet esetén kiszaradhat a pellet, ami megneheziti a
szuszpendalasat.

180 ul ATL pufferben reszuszpendalja a pelletet. Adjon hozza 20 pl proteinaz K-t,
és vortex keverével keverije.

Megjegyzés: A maximalis hozamu kinyerés biztositasahoz fontos a pellet megfeleld
reszuszpendalasa az ATL pufferben.

Inkubdlja a mintat kérulbellll 1 6ran at 56 + 3 °C-on (amig le nem jatszédik a minta
lizise).

10.Inkubélja a mintat 1 6ra + 5 percen keresztiil 90 £ 5 °C-on.

11

Az ATL pufferben, 90 °C-on végzett inkubalas részben visszaforditja a nukleinsavak
formaldehid hatasara bekdvetkezé modosulasat. A révidebb inkubacios idék vagy az

alacsonyabb inkubacidés hémérsékletek befolyasolhatjak a DNS minéségét és mennyiségét.

Egyetlen flitblokk hasznalatakor az 56 °C-on végzett inkubélast kdvetéen hagyja a mintat

szobah&mérsékleten, amig a flitéblokk hémérséklete el nem éri a 90 °C-ot.

.A kupak belsejében l1év8 cseppek eltavolitasa céljabdl rovid ideig centrifugazza

a csovet.

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue kit kézikdnyv 02/2017

20



12.Adjon a mintdhoz 200 pl AL puffert, és alaposan keverje 6ssze vortex keverdével.

Ezutan adjon a keverékhez 200 pl (96—-100%-0s) etanolt, és ismét alaposan keverje
Ossze vortex keverével.

A homogén oldat kinyerése szempontjabdl nagyon fontos a minta, az AL puffer és az
etanol vortex keverdvel vagy pipettazassal torténd azonnali és alapos 0sszekeverése.
T6bb minta feldolgozasa esetén idémegtakaritas céljabdl elére dssze lehet keverni az
AL puffert és az etanolt, és gy hozzaadni egy lIépésben a mintakhoz. Az AL puffer és
az etanol hozzaadasakor fehér csapadék képzédhet. Ez a csapadék nem befolyasolja

a QlAamp eljarast. Mindig friss keveréket hasznaljon, és hasznalat utan azonnal dobja
ki a maradékot.

13.A kupak belsejében 1évd cseppek eltavolitasa céljabdl rovid ideig centrifugazza a csovet.

14.0Ovatosan vigye at a teljes lizatumot (egy 2 ml-es mosdcsébe helyezett) QlAamp

MinElute oszlopra, ligyelve arra, hogy ne nedvesitse meg az oszlop peremét, majd
a kupakkal zarja le a csovet, és koriilbeltl 6000 x g-n legalabb 1 percig centrifugalja.
Helyezze a QlAamp MinElute oszlopot egy 2 ml-es tiszta mosdocsébe (a kit
tartalmazza), és dobja ki az atfolyt frakciot tartalmazé mosécsovet.

Ha a centrifugélast kévetéen nem ment &t a teljes lizatum a membranon, addig

ismételje a centrifugalast nagyobb sebességen, amig a QlAamp MinElute oszlop ki
nem urdl.

15.0vatosan nyissa ki a QlAamp MinElute oszlopot, és adjon hozza 500 pl feloldott AW1

puffert, igyelve arra, hogy ne nedvesitse meg az oszlop peremét. Zarja le a kupakkal
az oszlopot, és korulbeliil 6000 x g-n legalabb 1 percig centrifugélja. Helyezze a

QIAamp MinElute oszlopot egy 2 ml-es tiszta mosdcsébe, és dobja ki az atfolyt frakciot
tartalmazé mosoécsovet.

16.0vatosan nyissa ki a QlAamp MinElute oszlopot, és adjon hozza 500 pl feloldott AW2

puffert, igyelve arra, hogy ne nedvesitse meg az oszlop peremét. Zarja le a kupakkal
az oszlopot, és korulbeliil 6000 x g-n legalabb 1 percig centrifugélja. Helyezze a

QIAamp MinElute oszlopot egy 2 ml-es tiszta mosdcsébe, és dobja ki az atfolyt frakciot
tartalmazé mosdcsovet.
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Ugyeljen arra, hogy a QlAamp MinElute oszlop ne érintkezzen az atfolyo frakcioval.
Ellendrizze, hogy a centrifuga rotorja ki van-e egyensulyozva. Eléfordulhat, hogy egyes
centrifugak rotorja razkédik a lassulas soran, aminek kdvetkeztében az etanolt
tartalmazo atfolyt frakcié érintkezhet a QIlAamp MinElute oszloppal. Ovatosan vegye ki
a QlAamp MinElute oszlopot és a mosdcsévet a rotorbdl, nehogy az atfolyt frakcié
érintkezzen a QIAamp MinElute oszloppal.

17 .Korilbelll 3 percig maximalis sebességgel (korilbeltil 20 000 x g-n) centrifugélva
szaritsa meg a membrant.

Az eluatumba jutd etanol zavaré hatassal lehet egyes tovabbi alkalmazasokra.

18.Helyezze a QlAamp MinElute oszlopot egy 1,5 ml-es tiszta eltciés cs6be (a kit
tartalmazza), és dobja ki az atfolyt frakci6t tartalmazé mosdcsovet. Ovatosan nyissa fel
a QlAamp MinElute oszlop kupakjat, és vigyen fel 20-200 pl ATE puffert a membran
kbézepére.
FONTOS: Kis (<50 pl) eltcids térfogatok haszndalata esetén a megkotétt DNS teljes
eludlédasanak biztositasahoz az ATE puffert a membran kézepére adagolja. Az ellcios
térfogat kivalasztasat tekintve a QlIAamp MinElute oszlopok rugalmassagot
biztositanak. A térfogatot a tovabbi alkalmazashoz meghatarozott kovetelmények
alapjan valassza ki. Az eluatum térfogata koérilbelll 5 pl-rel kisebb az oszlopra felvitt
elualé oldat térfogatanal.

19.Zarja le a kupakkal az oszlopot, és inkubalja szobahémérsékleten (15-25 °C-on)
legalabb 1 percig. Maximalis sebességgel (korilbeliil 20 000 x g-n) centrifugalja
legalabb 1 percig.
Az ATE pufferrel megtoltott QlAamp MinElute oszlop centrifugalas elétt inkubalasa
(szobah&mérsékleten, korilbelil 5 percig) névelheti a DNS-hozamot.
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MinGség-ellendrzés

A QIAGEN ISO-mindsitett mindségiranyitasi rendszerének megfeleléen a QlAamp DSP
DNA FFPE Tissue kitek minden egyes gyartasi tétele esetében ellendrizziik az elére
meghatarozott specifikacioknak valé megfelelést, ezzel biztositva a termék egyenletes és

kifogastalan minéségét.

Korlatozasok

A kit teljesitményének meghatarozasahoz genomialis DNS-t izolaltunk formalinban fixalt,
paraffinba agyazott (FFPE) szdvetekbdl.

Azoknak a laboratériumi eljarasoknak az esetében, amelyekre nem terjednek ki a
kézikdnyvben ismertetett QIAGEN teljesitményértékel6 vizsgalatok, a felhasznalonak kell
elvégeznie a rendszer teljesitményének validalasat.

A diagnosztikai eredményeket negativan befolyasol6 hatdsok kockazatanak
minimalizadlasa érdekében a tovabbi alkalmazasokhoz megfelel6 kontrollokat kell
hasznalni. A tovabbi validalashoz az International Conference on Harmonization of
Technical Requirements (A Miszaki Kovetelményeket Meghatarozd6 Nemzetkdzi
Harmonizéciés Konferencia [ICH]) altal kidolgozott ICH Q2(R1) jell, Validation Of
Analytical Procedures: Text And Methodology (Analitikai médszerek validalasa: széveg és

modszertan) ciml dokumentumban szerepld iranyelveket javasoljuk alkalmazni.

A kapott diagnosztikai eredményeket mindig az egyéb klinikai vagy laboratériumi leletekkel
Osszefuiggéshen kell értelmezni.

A QlAamp DSP DNA FFPE Tissue kit hasznalata soran a DNS-sel egyitt a mintdban
esetleg jelen 1évé RNS is tisztitasra kerdl.
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Teljesitmenyjellemzdk

A QlAamp DSP DNA FFPE Tissue kit teljesitményjellemzéit  lasd
www.giagen.com/p/QIAamp-DSP-DNA-FFPE-Tissue-CE.
Jelblések
A csomagolason és a cimkéken a kovetkez6 jeldlések szerepelhetnek:
Jelolés A jelolés jelentése
W <N> reakciéhoz elegendd reagenst tartalmaz
<N>
g Lejarat
IVD In vitro diagnosztikai orvostechnikai eszkoz

Iﬁ Az aru beérkezését kdvetben
Katalégusszam

Tételszam

Anyagszam

COMP Komponensek

CONT Tartalom
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Jelolés A jelolés jelentése

Az etanol ivegbe toltése utan irja ra az aktudlis datumot

Etanol

Hozzéadas

Guanidin-hidroklorid

G
| MALEIC ACID | Maleinsay

Globalis kereskedelmi &ruazonosité szam (GTIN)
X Hémérsékleti korlat

u Gyarto

[:]j] Lasd a hasznalati utasitast

A\

Figyelem!

Kapcsolatfelveteli adatok

Miszaki segitségnyujtasért és tovabbi informaciokért tekintse meg miszaki
Uigyfélszolgalatunk weblapjat a www.giagen.com/Support cimen, hivja a 00800-22-44-6000
telefonszamot, vagy forduljon a QIAGEN valamelyik miiszaki szervizosztalyahoz vagy a
tertletileg illetékes forgalmazéhoz (lasd a hatsé boritbn vagy a www.giagen.com
webhelyen).
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Rendelési informaciok

Termék Tartalom Katalégusszam

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit — genomidlis DNS tisztitasara

paraffinba agyazott szovetekbdl

QlAamp DSP DNA FFPE 50 DNS-preparalashoz: 60404
Tissue Kit (50) 50 QlAamp MinElute® oszlop,

proteinaz K, pufferek, (2 ml-es)

mosocsovek, (1,5 ml-es) ellcios

csovek, (2 ml-es) liziscsdvek

A licenccel kapcsolatos legfrissebb informacidk és a termékspecifikus jogi nyilatkozatok a
megfeleld QIAGEN kit kézikdnyvében vagy felhasznaldi utmutat6jdban talalhatok.
A QIAGEN kitek kézikdnyvei és felhaszndaléi utmutatéi a www.giagen.com webhelyen
érheték el, vagy a QIAGEN Muiszaki Ugyfélszolgalattdl vagy a teriletileg illetékes

forgalmazotdl szerezhetdk be.
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Védjegyek: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlIAamp®, MinElute® (QIAGEN Csoport); Eppendorf® (Eppendorf AG).
Korlatozott licencszerzédés a QlAamp DSP DNA FFPE Tissue kit kézikonyvhoz
A termék hasznalataval a termék vasarléja vagy felhasznaldja elfogadja a kovetkez6 feltételeket:

1. Aterméket kizarélag a hozza tartozé protokollok és a jelen kézikdnyv szerint, valamint a panelhez tartozé komponensekkel egytitt szabad hasznalni. A QIAGEN
a szellemi tulajdonat képezé termékek egyikének esetében sem engedélyezi, hogy a panelhez tartozé komponenseket a termékhez mellékelt protokollokban, a
jelen kézikonyvben és a www.giagen.com webhelyen elérhetd tovabbi protokollokban leirtak kivételével mas, nem a panelhez tartozé komponensekbe beépitsék
vagy azokkal egyiitt hasznaljak. A tovabbi protokollok némelyikét a QIAGEN felhasznaldi bocsatjak mas QIAGEN felhasznalok rendelkezésére. A QIAGEN nem
végezte el ezeknek a protokolloknak az alapos vizsgalatat és optimalizalasat. A QIAGEN nem vallal garanciat ezekért a protokollokért, és nem garantdlja azt sem,
hogy azok nem sértik harmadik felek jogait.

2. Azittleirt licenceken kivill a QIAGEN nem vallal garanciat arra, hogy ez a panel és/vagy ennek hasznalata nem sérti harmadik felek jogait.
3. A panel és komponenseinek licence csak egyszeri hasznélatra jogosit; Gjrafelhasznalasuk, feltjitasuk vagy Ujraértékesitéstik tilos.
4. A QIAGEN az itt leirtakon kivil kifejezetten kizar minden mas konkrét vagy vélelmezett jogot.

5. A panel vasarlgja és felhasznaldja elfogadja, hogy semmilyen olyan Iépést nem tesz, és masnak sem engedélyezi semmilyen olyan Iépés megtételét, amely a
fentiekben el6irtak megszegéséhez vezet vagy azt elésegiti. A QIAGEN jogosult a jelen korlatozott licencszerzédésben foglalt tilalmak barmely birésagon keresztiili
érvényesitésére és az azzal kapcsolatban felmeriilé 6sszes vizsgalati és perkoltség kovetelésére, beleértve a korlatozott licencre vonatkozo jelen szerz6dés vagy a
panellel ésivagy komponenseivel kapcsolatos barmilyen szellemi tulajdonjog érvényesitése céljabdl inditott peres eljaras tigyvédi koltségeit.

A legujabb licencfeltételekrél a www.giagen.com webhelyen tajékozodhat.

Feb-17 HB-0414-004 © 2017 QIAGEN, minden jog fenntartva.
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