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Paredzétais lietojums

Komplekts QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit ir sisttma, kura tiek izmantota silicija
dioksida membranas tehnologija (QlAamp tehnologija) genoma DNS izoléSanai un
izdalidanai no formalina fiksétiem un parafina iegultiem (Formalin-Fixed, Paraffin-

Embedded, FFPE) biologiskajiem paraugiem.

Sis produkts ir paredzéts izmanto$anai tikai profesiondliem lietotdjiem, pieméram,
tehnikiem un arstiem, kuri ir apmaciti lietot molekulari biologiskds metodes in vitro
diagnostikas nolikos. Tas ir paredzéts manualai paraugu sagatavo$anai, un tam nav ne

kvalitativu, ne kvantitativu testa rezultatu.

Kopsavilkums un skaidrojums

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit tiek izmantots DNS izdaliSanai no FFPE audu dalam.
Tam tiek izmantota visparatzita QlAamp DNA Micro tehnologija genoma un mitohondriju
DNS izdaliSanai no maziem parauga tilpumiem vai lielumiem. Komplekta ir apvienotas
silicija dioksida membranas selektivas saistiSanas 1pasibas ar pielagojamiem eluéSanas

tilpumiem.

Lizes apstakli lauj efektivi izdaltt genoma DNS no FFPE audu dalam, neveicot inkubaciju
visu nakti. Inkubacija paaugstinata temperatira péc proteindzes K noardiSanas dalgji
samazina atbrivoto DNS formalina SkérsSaSanos, potenciali palielinot iegito DNS
daudzumu un uzlabojot DNS rezultatus pakartotajas analizés. Nemiet véra, ka no FFPE
paraugiem izolétajam DNS parasti ir zemaka molekulmasa nekd DNS, kas iegitas no
svaigiem vai saldétiem paraugiem. Sadrumstalotibas pakape ir atkariga no parauga veida

un vecuma un fiksacijai izmantotajiem apstakliem.
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Péc paraugu lhzes vienkar$a QlAamp DSP DNA FFPE Tissue procedira ir piemérota

vienlaicigai vairaku paraugu apstradei.

Lietotaja pienakums ir parbaudit sistémas veiktspéju attieciba uz visam vina laboratorija
izmantotajam proceddram, kas nav ietvertas rokasgramatd aprakstitajos QIAGEN

veiktspéjas pétijumos.

Proceddiras princips

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue proceddra ietver seSus posmus (1. attéls):

® Lize: paraugs tiek lizéts 56 °C temperattra denaturacijas apstaklos ar proteinazi K
e SildiSana: inkubacija 90 °C temperatira novérs formalina SkérsSisanos

e SaistiSana: DNS piesaistas ar membranu un caur to izplast piesarnotaji

® SkaloSana: tiek noskaloti atlikuSie piesarnotaji

e EluésSana: izdalttas, koncentrétas DNS tiek eluétas no membranas
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QlAamp DSP DNA FFPE Tissue procediira

Paraugs

Parafina nonem$ana

Lize

Sildisana

DNS piesaistiSana

SkaloSana

EluéSana

LietoSanai sagatavotas DNS

1. attels. QlAamp DSP DNA FFPE Tissue procedira.
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NodrosSinatie materiali

Komplekta saturs

QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (50)
Kataloga Nr. 60404
Reakciju skaits 50
QlAamp QlAamp MinElute Columns with Wash Tubes COL 50
MinElute®  (QlAamp MinElute stobrini ar skalodanas
stobriniem)
WT Wash Tubes (Skalo$anas stobrini) (2 ml) waASH| TUBE 3 x50
ET Elution Tubes (EluéSanas stobrini (1,5 ml)) ELU | TUBE 50
LT Lysis Tubes (L1zes stobrini) (2 ml)) TUEE 50
ATL Tissue Lysis Buffer (Audu lizes buferSkidums) LYS m 10 ml
AL Lysis Buffer* (Lizes buferSkidums) | LYS | BUF | 12 mi
AW1 Wash Buffer 1* (Skalo$anas buferskidums 1) | WASH | BUF | 1 |CONC| 19 ml
(koncentrats)
AW2 Wash Buffer 2T (Skalo$anas buferskidums 2) | wasH | BUF | 2 JCONC] 13 ml
(koncentrats)
ATE Elution Buffer (Eluésanas buferskidums)" ELU | BUF | 12 ml
PK Proteinase K (Proteinaze K) 1,25 ml
- LietoSanas instrukcija (rokasgramata) 1

* Satur guanidina sali. Nav saderigs ar dezinfekcijas lldzekliem kas satur balinataju. Bridindjumus un piesardzibas
pasakumus skatiet 10. Ipp.

T Ka konservantu satur natrija azidu.
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NepiecieSamie materiali, kas netiek nodrosinati

Stradajot ar kimiskam vielam, vienmér valkajiet piemérotu laboratorijas halatu, vienreizéjas
lietoSanas cimdus un aizsargbrilles. Lai sanemtu papildinformaciju, iepazistieties ar
attiecigajam droSibas datu lapam (DDL), kas ir pieejamas pie produkta piegadataja.

Reagenti

e Ksilols

e FEtanols (96—-100%)*

Paligmateriali

e Ja tiek pienemts IEmums neizmantot komplekta ieklautos stobrinus, ieteicams izmantot
1,5 ml vai 2 ml mikrocentrifagas stobrinus (lizei) un 1,5 ml mikrocentrifugas stobrinus
(eluéanai) (pieejami no Eppendorf® [Safe-Lock: Kat. Nr. 022363204, ASV;
Kat. Nr. 0030 120.086, Eiropa] vai Sarstedt [Kat. Nr. 72.690]). leteicams izmantot
RNazi/DNazi nesaturoSus koniskus stobrinus ar ciesi noslédzamiem vaciniem.

® Pipetes un pipeSu uzgali (lai izvairttos no krusteniskas kontaminacijas, loti ieteicams

izmantot pipeSu uzgalus ar aerosola barjeram)

Aprikojums

e lerice Thermomixer®, apsildams orbitals inkubators, sildisanas bloks vai Gdens pelde,
kura var inkubét 56 °C, 70 °C un 90 °C temperatdra

e Mikrocentrifiga® ar rotoru 2 ml stobriniem

e Virpulmaisitajs

* Neizmantojiet denaturétu spirtu, kas satur papildvielas, pieméram, metanolu vai metiletilketonu.

T Lai nodro$inatu, ka paraugi tiek pareizi apstradati QlAamp DSP DNA FFPE procediras, loti ieteicams instrumentus
kalibrét atbilstosi razotaju ieteikumiem.
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Bridinajumi un piesardzibas pasakumi
LietoSanai in vitro diagnostika

Stradajot ar kimiskam vielam, vienmér valkajiet piemérotu laboratorijas halatu, vienreizéjas
lietoSanas cimdus un aizsargbrilles. Lai iegitu papildinformaciju, skatiet attiecigas droSibas
datu lapas (DDL). Tas érta un kompaktd PDF formata ir pieejamas vietné
www.giagen.com/safety, kur katram QIAGEN® komplektam un ta sastavdalam var atrast,
apskatit un izdrukat DDL.

UZMANIBU! NEPIEVIENOJIET balinataju vai skabus $kidumus tiesi paraugu
sagatavoSanas atkritumiem.

Buferskidumi Buffer AL un Buffer AW1 satur guanidina hidrohloridu, kas, kombing&jot ar

balinataju, var veidot augstas reagétspéjas savienojumus.

Ja Skidrums, kas satur Sos bufer8kidumus, ir izSlakstits, nofiriet to ar piemérotu
laboratorijas mazgasSanas [dzekli un Gdeni. Ja izSlakstitais Skidrums satur potenciali
infekciozas vielas, vispirms notiriet skarto vietu ar laboratorijas mazgaSanas Iidzekli un

Gdeni un péc tam ar 1% (tilpumkoncentracija) natrija hipohloritu.

Uz QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit sastavdalam attiecas talak noraditie bistamibas un

piesardzibas pasakumu pazinojumi.
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http://www.qiagen.com/safety

Buffer AL

&

Buffer ATL

&

Buffer AW1

&

Proteinaze K

&>

Satur: guanidina hidrohloridu, malelnskabi. Bridindjums! Var bt kaitigs norijot vai ieelpojot.
Izraisa adas kairinajumu. Izraisa nopietnu acu kairindjumu. Var izraisit alergisku adas reakciju.
Ja acu kairindjums saglabajas, Meklgjiet medicinisku konsultaciju/palidzibu. JA IEKLUST
ACIS, uzmanigi skalojiet ar tdeni vairakas mindtes. Iznemiet kontaktlécas, ja tas ir ieliktas un
tas var vienkarsi iznemt. Turpiniet skalo$anu. Novelciet kontaminéto apgérbu un izmazgajiet to
pirms atkartotas lietosanas. JA NOKLUST UZ ADAS (vai matiem), mazgajiet ar lielu daudzumu
ziepém un TGdeni. Ja ir adas kairinajums: Meklgjiet medicinisku konsultaciju/palidzibu. Valkajiet
aizsargcimdus/aizsargapgérbu/acu aizsargus/sejas aizsargus.

Bridindjums! Izraisa mérenu adas kairindjumu. Ja ir adas kairindjums: Meklgjiet medicinisku
konsultaciju/palidzibu.

Satur: guanidina hidrohloridu. Bridindjums! Kaitigs, norijot vai ieelpojot. Izraisa adas
kairinajumu. Izraisa nopietnu acu kairindjumu. Ja nejitaties labi, zvaniet SLIMIBU
PROFILAKSES UN KONTROLES CENTRAM vai arstam/gimenes arstam. Izmetiet
saturu/konteineru, to nododot apstiprinatai atkritumu parstrades rdpnicai. Novelciet
kontaminéto apgérbu un izmazgajiet to pirms atkartotas lietoSanas. Valkajiet
aizsargcimdus/aizsargapgérbu/acu aizsargus/sejas aizsargus.

Satur: Proteindze K. Bistami! Izraisa mérenu adas kairinajumu. Ja ieelpo, var izraisit
alergiju vai astmas simptomus, vai apgratinat elpo$anu. Izvairities ieelpot
putek|us/tvaikus/gazi/domus/izgarojumus/smidzinajumu. Izmetiet saturu/konteineru, to
nododot apstiprinatai atkritumu parstrades ripnicai. Ja rodas elpcelu simptomi, zvaniet
SLIMIBU PROFILAKSES UN KONTROLES CENTRAM vai arstam/gimenes arstam.
IEELPOSANAS GADIJUMA: ja elpo$ana ir apgratinata, izvediet cietu$o svaiga gaisa un
turiet miera stavoklt, kas ir érts elpoSanai. Izmantojiet elpcelu aizsardzibas lTdzeklus.

Reagentu glabasana un lietoSana

QlAamp MinElute stobrini péc atveSanas jauzglaba 2-8 °C temperatdra, un tos var

izmantot Tdz deriguma termina beigam, kas noradits uz komplekta kastes.

Visus buferSkidumus var uzglabat istabas temperatara (15-25 °C), un tie ir stabili lidz

komplekta deriguma termina beigdm. Tomeér pagatavotos buferS8kidumus Buffer AW1 un

AW?2 var uzglabat istabas temperatira (15-25 °C) ne ilgak ka 1 gadu vai Iidz komplekta

deriguma termina beigam, izvéloties to, kurs ir 1saks.
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Komplektda QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit ietilpst lietoSanai gatavs proteinazes K
8kidums, kas tiek piegadats TpaSa sastava uzglabaSanas buferskiduma. Proteinaze K ir
stabila Iidz komplekta deriguma termina beigu datumam, ja tiek uzglabata istabas
temperatara (15-25 °C).

Paraugu materiala apstrade un uzglabasana

Lai ierobezotu DNS sadrumstalo$anos, jaizmanto standarta formalina fiksacijas un

parafina iegul8anas procedira, [1dz ar to veiciet talak noraditas darbibas.

® Pé&c iespéjas drizak péc kirurgiskas nonems$anas nofiksé&jiet audu paraugus formalina
saskana ar laboratorijas protokolu (parsvara tiek izmantots 10 % neitrals formalina
buferskidums).

® Fiksacijas laikam jablt 14—24 stundas. lerobezojiet fiksacijas laiku, jo ilgstosa fiksacija
(pieméram, > 24 stundas) var izraisit lielaku DNS sadrumstalo$anos, Iidz ar to

pakartoto analizu veiktspéja var bt nepietiekama.

® Pirms iegulSanas raOpigi dehidréjiet paraugus (lieks formalins var ierobezot

proteinazes K noardisanos).

DNS tiek eluétas buferSkiduma Buffer ATE, un tas uzreiz ir gatavas lietoSanai
amplifikacijas reakcijas vai glabaSanai (apstakli ir atkarigi no lietotaja vajadzibam).
leteiktos glabasanas nosacijumus konkrétam QIAGEN pakartotajam analizém skatiet

attiecigajas komplekta rokasgramatas.
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Procedura

Svariga informacija pirms darba sakSanas

Visus komplekta QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit ieklautos reagentus ir paredzéts
lietot tikai ar citiem ta pasa komplekta QlIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit reagentiem.
Ja ir vélama optimala veiktspé&ja, komplekta eso$os reagentus nedrikst aizstat.
Sanemot komplektu, parbaudiet, vai neviens t& komponents nav bojats. Ja komplekts
vai buferS8kiduma pudeles ir bojatas, sazinieties ar QIAGEN tehniskas palidzibas
dienestu vai vietejo izplatitaju. Ja ir iz8lakstits Skidrums, skatiet sadalu “Bridinajumi un
piesardzibas pasakumi”, 10. Ipp.). Nelietojiet bojatos komplekta komponentus, jo tie var
radit nepietiekamu komplekta veiktspéju.

Nelietojiet komplekta komponentus no citiem komplektiem kopd ar komplektu, kuru
paslaik izmantojat, ja vien partiju numuri nav identiski.

Izvairieties no komplekta reagentu kontaminacijas ar mikrobiem.

So komplektu drikst izmantot tikai personals, kas ir apmacits veikt in vitro diagnostiku
laboratorijas prakse.

Stradajot ar reagentiem un paraugiem, vienmér valkajiet lateksa vai vinila cimdus, lai
novérstu kontaminaciju no adas virsmas vai puteklaina laboratorijas aprikojuma.
Uz rokam un puteklu dalinam var bat baktérijas un peléjuma sénites, kas ir biezi
sastopamie kontaminacijas ar avoti. Biezi mainiet cimdus un turiet stobrinus noslégtus.
Neizlietotie buferskidumi, caurplides un paraugu atlikumi jalikvidé saskana ar vietéjam
proceddram.

Ja izmantojat savus plastmasas izstradajumus, visas izdaliSanas procediaras laika
ieteicams izmantot DNazi/RNazi nesaturoSus vienreizéjas lietoSanas polipropiléna 1,5-2 ml
koniskus stobrinus ar zemu saistiSanos un ciesi aizveramiem vaciniem.

Visas centrifugéSanas darbibas veiciet istabas temperatira (15-25 °C).

Visi buferSkidumi jauzglaba istabas temperatdra (15-25 °C), un pirms lietoSanas tie
labi jasamaisa.
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® |estatiet termomaisttaju vai apsildamo orbitdla inkubatoru 56 °C temperatdra
11. darbibas veikS8anai. Ja termomaisitajs vai apsildamais orbitala inkubators nav
pieejams, to vieta var izmantot sildiSanas bloku vai Gdens peldi.

® Ja buferSkidumi Buffer AL vai Buffer ATL satur nogulsnes, izskidiniet tas, karségjot
70 °C temperatdra un viegli maisot.

® Parliecinieties, ka ir sagatavoti buferskidumi Buffer AW1 un Buffer AW2 atbilstoSi talak
minétajiem noradijumiem.

e Kvalitates kontroles procediras uznémuma QIAGEN katrai komplekta partijai tiek
veikta funkcionald komplekta izlaiSanas parbaude. Tapéc nejauciet reagentus no
dazadam komplektu partijam un nejauciet atseviSkus reagentus no dazadam reagentu
partijam.

BuferSkidumu sagatavoSana

Buferskiduma Buffer ATL sagatavoSana

® Pirms proceddras sakSanas parbaudiet, vai buferSkiduma Buffer ATL nav izveidojusas
nogulsnes. Ja nepiecieSams, iz8kidiniet, karséjot 70 °C temperatdra un viegli samaisot.

Buferskiduma Buffer AL sagatavoSana

® Pirms procediras sakSanas parbaudiet, vai buferSkiduma Buffer AL nav izveidojusas
nogulsnes. Ja nepiecieSams, iz8kidiniet, kars&jot 70 °C temperatira un viegli samaisot.

Buferskiduma Buffer AW1 sagatavoSana

® Pievienojiet 25ml etanola (96-100 %) pudelei, kas satur 19 ml koncentréta
buferskiduma Buffer AW1. Atziméjiet ratinu pudeles etiketé, lai noraditu, ka ir
pievienots etanols. Pagatavoto buferSkidumu Buffer AW1 var uzglabat istabas
temperatira (15-25 °C) ne ilgak k& 1 gadu vai Ilidz komplekta deriguma termina
beigam atkariba no ta, kur$ ir Tsaks. Uz buferSkiduma etiketes ieteicams uzrakstit
pagatavoSanas datumu.

Piezime. Pirms procediras sakSanas samaisiet pagatavoto buferskidumu Buffer AW1,
to sakratot.
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Buferskiduma Buffer AW2 sagatavoSana

® Pievienojiet 30 ml etanola (96-100 %) pudelei, kas satur 13 ml koncentréta
buferSkiduma Buffer AW2. Atziméjiet rdtinu pudeles etikete, lai noraditu, ka ir
pievienots etanols. Pagatavoto buferSkidumu Buffer AW2 var uzglabat istabas
temperatara (15-25 °C) ne ilgak ka 1 gadu vai Iidz komplekta deriguma termina
beigam atkariba no ta, kur$ ir Tsaks. Uz buferS8kiduma etiketes ieteicams uzrakstit
pagatavoSanas datumu.

Piezime. Pirms procediras sak$anas samaisiet pagatavoto buferSkidumu Buffer AW2,
to sakratot.

Sakotnéjais materials

DNS izdali8anai paredzétais sakotnéjais materials ir FFPE audu sagrieztas dalas
(vislabak, ja tas ir tikko grieztas). Vairakas dalas var apvienot viena preparata. Ja
informacija par sakotn&jo materialu nav pieejama, ieteicams sakt darbu ar ne vairak ka tris

dalam viena preparata.

Lietotajam, veicot jebkuru sava laboratorija izmantojamo procediru, ir jaoptimizé dalu
skaits, dalu biezums un to virsmas laukums. Ja komplektu izmanto kopa ar QIAGEN

pakartotas analizes veik$anai, noradijumus skatiet attiecigaja rokasgramata.

Apstrades procedura, lai izvairttos no krusteniskas kontaminacijas
Nukletnskabju amplifikacijas tehnologijas ir loti jutigas, tapéc, apstradajot QlAamp
MinElute stobrinus, ir jaievéro talak aprakstitie piesardzibas pasakumi, lai izvairitos no

krusteniskas kontaminéacijas starp paraugiem.

® Neparpildiet stobrinus ar audiem.

® Veicot audu nokasiSanu, mainiet skalpeli starp paraugiem.
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® Uzmanigi parnesiet paraugu vai Skidumu QIAamp MinElute stobrina. Pipetgjiet

paraugu QlAamp MinElute stobrina, nesamitrinot stobrina malu.

e Starp Skidrumu parneSanas reizém vienmér nomainiet pipeSu uzgalus. leteicams
izmantot pipeSu uzgalus ar aerosola barjeru.

e Veicot paraugu skalo$anas darbibas, vienmér izmantojiet jaunus skaloSanas stobrinus.

® Pirms maisiSanas un centrifugéSanas parliecinieties, ka stobrinu vacini ir pilniba
aizverti.

® Pirms centrifugéSanas parliecinieties, ka QlAamp MinElute stobrins ir pilniba aizverts.

® Pé&c visam Tslaicigas maisiSanas darbibam un inkubacijas 90 °C temperatlra uz Tsu
bridi centrifugéjiet mikrocentrifiigas stobrinus, lai no vacina iekSpuses atdalitu pilienus.

® Vienlaikus atveriet tikai vienu QlAamp MinElute stobrinu un uzmanieties, lai neraditu
aerosolu.

e Starp paraugiem vienmér nomainiet skalpelus.

e Starp 8kidrumu parneSanas reizém vienmér nomainiet pipeSu uzgalus. Lai mazinatu
krustenisko kontaminaciju, ieteicams izmantot pipeSu uzgalus ar aerosola barjeru, ka
arT neizmantojiet vairakas darbibas izmantojamas pipetes.

® \Vienmer lietojiet vienreizéjas lietoSanas cimdus un regulari parbaudiet, vai tie nav piesaroti
ar parauga materialu. Izmetiet cimdus, ja ir aizdomas, ka tie ir kluvusi piesaroti.

e Vienlaikus atveriet tikai vienu stobrinu.
Centrifugésana

QlAamp MinElute stobrini ir ievietojami lielakaja dala standarta 1,5-2 ml mikrocentrifigas
stobrinos. Papildu 2 ml skaloSanas stobrini ir jaiegadajas atseviski (QIAGEN, Kat. Nr. 19201).
QlAamp MinElute stobrinu centrifugé8ana tiek veikta ar aptuveno atrumu 6000 x g, lai

samazinatu centrifiigas troksni. CentrifugéSana pilna atruma nepalielinas DNS daudzumu.
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Tomér QlAamp MinElute stobrinu centrifugéSana ar pilnu atrumu ir nepiecieSama divos
procedlras posmos: sausas centrifugéSanas psosma péc membranu skaloSanas un
eluéSanas posma. CentrifugéSana ar pilnu atrumu ir nepiecieSama art tam, lai péc apstrades
ar ksilolu un etanola skaloSanas posma paraugs nokristu stobrina apak3a.

Visi centrifugé8anas posmi javeic istabas temperatira (15-25 °C). Zema centrifugéSanas

temperatira var izraistt suboptimalu ekstrakciju.
QlAamp MinElute stobrinu apstrade mikrocentrifiga

® Vienmér aizveriet QlAamp MinElute stobrinus, pirms to ievietoSanas mikrocentrifiga.
® Ar pipetes galu nepieskarieties QlAamp MinElute stobrina membranai.
e Caurpludes frakcijas var saturét bistamus atkritumus, tapéc tie ir atbilstosi jalikvide.

® Lai paraléli efektivi apstradatu vairakus paraugus, ieteicams piepildit stativu ar skaloSanas
stobriniem, kuros péc centrifugéSanas var parvietot QlAamp MinElute stobrinus. Izmantotos
skaloSanas stobrinus ar caurplidém var izmest, un centrifiga uzreiz var ievietot jaunus
skaloSanas stobrinus ar tajos ietvertiem QIAamp MinElute stobriniem.

® NodrosSiniet pilnTigu parauga izsekojamibu visa procesa laika.

|zdalito DNS eluéSana

Pakartotajas analizés, kuras nepiecieSami mazi sakotngjie tilpumi (pieméram, dazas PCR
analizés), koncentrétaks eluats var paaugstinat analizes jutibu vai arT tas var izraisit
potencialu inhibitoru koncentracijas palielinaSanos.

EluéSanas tilpuma pieaugums samazinas DNS koncentraciju eluata.

Atgatais eluata tilpums var bat par 5 yl mazaks neka buferSkiduma Buffer ATE tilpums, kas

tika izmantots QlAamp MinElute stobrinam. Pieméram, 20 pl eluéSanas tilpums rada

=15 pl eluatu. Atgata eluata tilpums ir atkarigs no parauga veida.
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Lietotdja pienakums ir optimizét eluéSanas tilpumu visam laboratorija izmantojamam
proceddram. leteicamos eluéSanas tilpumus, kas nepiecieSami konkrétajas QIAGEN

pakartotajas analizés, skatiet komplekta rokasgramatas.

legiatais DNS daudzums var bt palielinats, ja stobrins tiek inkubéts ar buferskidumu Buffer
ATE istabas temperatara, pieméram, 5 mindtes pirms centrifugéSanas. Eluétas DNS var
savakt 1,5ml eluéSanas stobrinos (ietilpst piegades komplektacija). Eluéto DNS
glabasanas apstakli ir atkarigi no lietotaja definétajam prasibam. leteicamos glabaSanas
apstaklus konkrétajam QIAGEN pakartotajam analizém skatiet komplekta rokasgramatas.

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit rokasgramata 02/2017 18



Protokols: genoma DNS izoléSana no FFPE
audu dalam

Procedidra

1.
2.

Ar skalpeli nonemiet lieko parafinu no paraugu bloka.

Sagrieziet dalas saskana ar standarta laboratorijas praksi (skatiet sadalu “Sakotné&jais
materials”, 15.Ipp.). Lietotdjam, veicot jebkuru sava laboratorija izmantojamo
proceddru, ir jaoptimizé dalu skaits, dalu biezums un to virsmas laukums. NodroSiniet,

lai visa procesa laika tiktu uzturéta paraugu izsekojamiba.

Izmantojot sterilu skalpeli, nekavéjoties nokasiet audus no dalam uz lizes stobrinu
(ietilpst piegades komplektacija). NodrosSiniet, lai stobrina tiktu parnesti visi pieejamie
audi. Pievienojiet paraugam 1 ml ksilola, aizveriet vacinu un energiski samaisiet, I1dz
parafins ir iz8kidis (pieméram, 10 sekundes). Parliecinieties, ka stobrin$ ir pilniba
aizvérts, lai izvairitos no ksilola iz8lakstiS8anas, paraugu krusteniskas kontaminacijas
un iespéjamas saskares ar ksilolu.

Piezime. Izmantojiet ksilolu velkmes skapjos vai citas atbilstosas izolacijas iekartas.

Lai savaktu audu granulas, centrifuggjiet stobrinu pilna atruma aptuveni 2 minates
istabas temperatira. Ja audu granulas nav izveidojusas, atkartojiet o posmu.

Piezime. Zema centrifugéSanas temperatira var izraistt suboptimalu ekstrakciju.
Nonemiet supernatantu, to pipetgjot, un péc tam izmetiet. Saglabajiet granulas.
Supernatants satur ksilolu, kas ir bistams atkritums, un tas ir jalikvidé saskana ar
vietéjiem noteikumiem.

Audu granulam pievienojiet 1 ml etanola (96-100 %) un rapigi sajauciet ar virpulveida
kustibu.

Etanols izvilks lieko ksilolu no parauga, un tas ir atbilsto3i jalikvidée.
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7. Centrifugéjiet maksimalaja atruma vismaz 2 mindtes istabas temperatira.
Nonemiet supernatantu, to pipetéjot. Nenonemiet granulas.

Uzmanigi nonemiet lieko etanolu, izmantojot smalku pipetes uzgali. Atveriet stobrinu
un inkubéjiet 15-40 °C temperatira, ldz viss liekais etanols ir iztvaikojis. Lai ekstrakcija

butu veiksmiga, atlikuSais etanols ir obligati janonem.

Piezime. Zemaka inkubacijas temperatlra palénina iztvaikoSanas laiku, savukart
augstaka temperatira var parzavét granulas, padarot tas grati suspendéjamas.

8. Atkartoti iemérciet granulu 180 pl buferSkiduma Buffer ATL. Pievienojiet 20 pl proteinazi K

un sajauciet ar virpulveida kustibu.

Piezime. Granulam jabat pietiekami resuspendétam buferS8kiduma Buffer ATL, lai
nodro$inatu maksimalo DNS daudzuma atgtstamibu.

10. Inkubégjiet 90 °C £ 5 °C temperatira 1 stundu + 5 mindtes.

Inkubacija 90 °C temperatara buferSkiduma Buffer ATL daléji atcel nukleinskabju
formaldehida parveidoSanu. Tsaki inkubacijas laiki vai zemakas inkubacijas
temperatiras var ietekmét DNS kvalitati un daudzumu. Ja izmantojat tikai vienu
sildiSanas bloku, péc inkubacijas 56 °C temperatira atstdjiet paraugu istabas
temperatira, ldz sildiSanas bloka tiek sasniegta 90 °C temperatira.

11. Centrifugéjiet stobrinu Tsu bridi, lai atdalttu pilienus vaka iekSpuseé.

12. Pievienojiet 200 pl buferS8kiduma Buffer AL paraugam un rpigi sajauciet ar virpulveida
kustibu. Tad pievienojiet 200 pl etanola (96-100 %) un vélreiz rlpigi sajauciet ar
virpulveida kustibu.

Lai iegutu viendabigu $kidumu, paraugs, bufer8kidums Buffer AL un etanols ir jasajauc
nekavéjoties un rlpigi ar virpulveida kustibu vai pipetéjot. Buferskidumu Buffer AL un
etanolu var iepriek$ sajaukt un pievienot viend posma, lai ietauprttu laiku, apstradajot
vairakus paraugus. Pievienojot buferSkidumu Buffer AL un etanolu, var veidoties baltas
nogulsnes. Sis nogulsnes neietekmé QIAamp procediru. Vienmér izmantojiet svaigu

maisTjumu un péc izmantoSanas uzreiz izmetiet.
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13.

Centrifugéjiet stobrinu Tsu bridi, lai atdalttu pilienus vaka iekSpusé.

14.Uzmanigi parnesiet visu lizatu uz QlAamp MinElute stobrinu (2 ml skaloSanas

15.

16.

17.

stobrind), nesamitrinot malu, aizveriet vacinu un centrifuggjiet ar aptuveno atrumu
6000 x g = 1 minati. levietojiet QlAamp MinElute stobrinu tird 2 ml skalo$anas stobrina
(ietilpst piegades komplektacija) un izmetiet skaloSanas stobrinu, kas satur caurpladi.
Ja lizats péc centrifugéSanas nav pilniba izgajis cauri membranai, atkal centrifugéjiet ar
lielaku atrumu, ldz QlIAamp MinElute stobrins ir tukss.

Uzmanigi atveriet QlAamp MinElute stobrinu un pievienojiet 500 pl pagatavota
buferskiduma Buffer AW1, nesamitrinot malu. Aizveriet vacinu un centrifugéjiet ar
aptuveno atrumu 6000 x g = 1 mindti. levietojiet QlAamp MinElute stobrinu tira 2 ml

skaloSanas stobrina un izmetiet skaloSanas stobrinu, kas satur caurpladi.

Uzmanigi atveriet QlAamp MinElute stobrinu un pievienojiet 500 pl pagatavota
buferskiduma Buffer AW2, nesamitrinot malu. Aizveriet vacinu un centrifugéjiet ar
aptuveno atrumu 6000 x g = 1 mindti. levietojiet QlAamp MinElute stobrinu tira 2 ml

skaloSanas stobrina un izmetiet skaloSanas stobrinu, kas satur caurpladi.

Izvairieties no QIAamp MinElute stobrina saskares ar caurplidi. Neaizmirstiet
[fdzsvarot centrifigas rotoru. Dazi centrifigas rotori paléninadSanas laika var vibrét, ka
rezultdtd caurplide, kas satur etanolu, nonak saskaré ar QlAamp MinElute stobrinu.
Iznemiet QlAamp MinElute stobrinu un skalo$anas stobrinu no rotora uzmanigi, lai
caurplide nesaskartos ar QlAamp MinElute stobrinu.

Lai izzavétu membranu, centrifugéjiet pilnd atruma (aptuveni 20 000 x g) apméram
3 minates.

Etanola parnese uz eluatu var ietekmét dazu pakartotu analizu darbibu.
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18. levietojiet QlAamp MinElute stobrinu tira 1,5ml eluéSanas stobrina (ietilpst
komplektacija) un izmetiet skalo8anas stobrinu, kas satur caurpltdi. Uzmanigi atveriet
QlAamp MinElute stobrina vacinu un membranas centra uzklajiet 20-200 pl
buferskiduma Buffer ATE.

SVARIGI! Izmantojot mazus eluéSanas tilpumus (< 50 pl), uzklajiet buferskidumu
Buffer ATE membranas centrd, lai nodroSinatu pilnigu piesaistito DNS eluéSanu.
QlAamp MinElute stobrini ir pieméroti dazadiem eluéSanas tilpumiem. lIzvélieties
tilpumu atkaribad no pakartotaja analizé piemérojamam prasibam. Eluata tilpums bds
aptuveni par 5 yl mazaks neka eluéSanas Skiduma tilpums, kas izmantots stobrinam.
19. Aizveriet vacinu un inkubégjiet istabas temperatira (15-25°C) vismaz 1 mindati.
Centrifugéjiet ar pilnu atrumu (aptuveni 20 000 x g) =2 1 minati.
QlAamp MinElute stobrina inkubacija ar buferSkidumu Buffer ATE aptuveni 5 mindtes

istabas temperattra pirms centrifugéSanas var palielinat DNS daudzumu.
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Kvalitates kontrole

Atbilstosi ISO prasibam sertificétajai QIAGEN kvalitates vadibas sistémai katra komplektu
QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kits partija ir parbaudita, salidzinot ar iepriek$ noteiktam
specifikacijam, lai nodroSinatu pastavigu produkta kvalitati.

lerobezojumi

Komplekta veiktspéja tika noteikta, izmantojot formalinad fiksétus un parafina iegultus

audus (FFPE audus) genoma DNS izolé$anai.

Lietotaja pienakums ir parbaudit sistémas veiktspéju attiecibad uz visdm vina laboratorija
izmantotajam proceddram, kas nav ietvertas rokasgramatd aprakstitajos QIAGEN

veiktspéjas pétijumos.

Lai samazinatu negativas ietekmes uz diagnostikas rezultatiem risku, pakartotiem
lietojumiem ir jaizmanto atbilstoSi kontrolmateriali. Lai iegltu papildu informaciju par
validaciju, ieteicams skatit Starptautiskas konferences par tehnisko prasibu saskanoSanu
(International Conference on Harmonization, ICH) sagatavotas vadlinijas ICH Q2(R1)
“Analizu proceddru validacija: teksts un metodologija”.

Visi iegutie diagnostikas rezultati jainterpreté kopa ar citiem kliniskam vai laboratoriskam
atradném.

Izmantojot komplektu QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit, RNS var tikt izdalttas 1dz ar
DNS, ja tas ir ieklautas parauga.
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Veiktspéjas raksturojums

Komplekta QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit veiktspéjas raksturojumu skatiet vietné
www.giagen.com/p/QIAamp-DSP-DNA-FFPE-Tissue-CE.

Simboli

Uz iepakojuma un mark&juma var bat §adi simboli:

Simbola defintcija

Satur reagentus, kuru daudzums ir pietiekams <N> reakcijam

Izlietot ITdz

:
53
o
@

A

=z

\

Q1o
BEIEEEIERSIE
s

v In vitro diagnostikas medicinas ierice

Sanemot

Kataloga numurs
LO Partijas numurs

Materiala numurs

Komponenti

Satur

Numurs
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Simbols Simbola defintcija

Péc etanola pievienoSanas pudeles saturam pierakstiet
pasreizéjo datumu

Etanols

JépiEVienO

uHCI Guanidina hidrohlorids

G
| MALE'C AC|D | MaleTnskabe

GTIN Globalais tirdzniecibas identifikacijas numurs

Temperatdras ierobezojums

u Razotajs
[:]1] Skattt lietoSanas noradijumus

Uzmanibu!

Kontaktinformacija

Lai sanemtu tehnisku palidzibu un papildu informaciju, lidzu apskatiet mdsu tehniska atbalsta
centra vietni www.giagen.com/Support, zvaniet pa talruna numuru 00800-22-44-6000 vai
sazinieties ar kadu no QIAGEN tehnisko pakalpojumu dienesta nodalam (skatiet aizmuguréjo

vaku vai apmeklgjiet vietni www.giagen.com).
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Informacija pasutiSanai

Produkts Saturs Kat. nr.

Komplekts QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit — genoma DNS

izdaliSanai no parafina iegultiem audiem

QlAamp DSP DNA FFPE 50 DNS sagatavoSanai: 50 QlAamp 60404
Tissue Kit (50) MinElute® Columns, proteinaze K

buferskidumi, skaloSanas stobrini

(2 ml), eluéSanas stobrini (1,5 ml),

lizes stobrini (2 ml)

Jaunako informaciju par licencéSanu un precu juridiskas atrunas skatit attiecigd QIAGEN
komplekta rokasgramata vai lietotaja rokasgramata. QIAGEN komplektu rokasgramatas un
lietotdja rokasgramatas ir pieejamas vietné www.giagen.com, ka art tas var pieprasrt
QIAGEN tehniska atbalsta centros vai pie vietéjiem izplatitajiem.
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Pre¢u zimes: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, MinElute® (QIAGEN Group); Eppendorf® (Eppendorf AG).
lerobeZotas licences ligums komplekta QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit rokasgramatai
87 produkta izmantoana liecina par katra produkta pircéja vai lietotaja piekrisanu talak minétajiem nosacfjumiem.

1. o produktu drikst lietot tikai saskana ar kopa ar produktu nodrosinatajiem protokoliem un $o rokasgramatu un tikai kopa ar sastavdalam, kas ietilpst $aja
komplekta. Uznémums QIAGEN nepieskir nekada veida licenci uz nevienu no ta intelektualajiem TpaSumiem, lai $aja komplekta ietvertas sastavdalas izmantotu
kopa ar jebkadam sastavdalam, kas neietilpst $aja komplekta, vai ar tam apvienotu, iznemot gadijumus, kas aprakstiti kopa ar produktu piegadatajos protokolos un
8aja rokasgramata, ka ari papildu protokolos, kas pieejami timekla vietné www.qiagen.com. DaZus no $iem papildu protokoliem QIAGEN lietotji nodrosina
QIAGEN lietotajiem. Sie protokoli nav rapigi testéti vai optimizéti uznémuma QIAGEN. Uznémums QIAGEN nedz apliecina, nedz garanté, ka tie neparkapj treso
personu tiesibas.

2. Uznémums QIAGEN nesniedz citas garantijas, iznemot skaidri noraditas licences, ka $is komplekts un/vai ta lietoSana neaizskar treSo personu tiesibas.
3. Sis komplekts un ta sastavdalas ir licencétas vienreizéjai lietoanai, un tas nedrikst izmantot atkartoti, atjaunot vai pardot talak.
4. Uznémums QIAGEN Tpasi atsakas no jebkadam citam tieSam vai netie$am licencém, kas nav skaidri noraditas.

5. Komplekta pircéjs un lietotajs piekrit neveikt un neatlaut citiem veikt nekadas darbibas, kas varétu izraisit vai veicinat jebkuras no iepriek$ aizliegtajam
darbibam. Uznémums QIAGEN var pieprasit $T ierobeZota licences liguma aizliegumu Tsteno$anu jebkura tiesd un apnemas atgt visus savus izmeklé$anas un
tiesas izdevumus, ieskaitot advokatu honorarus, kas radusies, Tstenojot $o ierobeZoto licences ligumu vai jebkuru no uznémuma intelektuala fpasuma tiestbam
saistiba ar komplektu un/vai ta sastavdalam.

Jaunakos licences nosacijumus skatiet timekla vietné www.qiagen.com.

Feb-17 HB-0414-004 © 2017, QIAGEN, visas tiesibas aizsargatas.
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