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Verwendungszweck

Das QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit ist ein System zur lsolierung und Reinigung
genomischer DNA aus formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten (Formalin-Fixed, Paraffin-
Embedded, FFPE) biologischen Proben auf der Grundlage der Silicamembrantechnologie
(QlAamp-Technologie).

Das Produkt ist fir die Verwendung durch Fachpersonen wie etwa Labortechnikern und Arzte
bestimmt, die in der Anwendung molekularbiologischer Techniken fir die In-vitro-Diagnostik
(IVD) geschult sind. Es ist fir die manuelle Probenvorbereitung bestimmt und liefert keine

qualitativen oder quantitativen Testergebnisse.

Zusammenfassung und Erklarung

Das QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit wird fir die Reinigung von DNA aus FFPE-
Gewebeschnitten verwendet. Es dient der Reinigung genomischer und mitochondrialer DNA
aus kleinen Probenvolumen bzw. -gréBBen mithilfe der bewdhrten QlAamp DNA Micro-
Technologie. Das Kit kombiniert die selektiven Bindungseigenschaften einer silicabasierten

Membran mit flexiblen Elutionsvolumen.

Die Lysebedingungen ermdglichen eine effiziente Reinigung genomischer DNA aus FFPE-
Gewebeschnitten ohne Inkubation Gber Nacht. Durch die Inkubation bei erhdhter Temperatur
nach dem Proteinase K-Verdau werden die Formalinquerverbindungen in der freigesetzten
DNA teilweise entfernt, wodurch sich die Ausbeute und das Verhalten der DNA in spateren
Assays unter Umsténden verbessern. Es ist zu beachten, dass aus FFPE-Proben in der Regel
DNA mit einem niedrigeren Molekulargewicht isoliert wird als aus frischen oder gefrorenen
Proben. Der Grad der Fragmentierung héngt von der Art und vom Alter der Probe und der

Fixierungsbedingungen ab.
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Nach der Probenlyse kénnen mit dem einfachen QlAamp DSP DNA FFPE Tissue-Verfahren

mehrere Proben gleichzeitig verarbeitet werden.

Es liegt in der Verantwortung des Anwenders, fir jedes Verfahren, das im Labor des
Anwenders durchgefihrt wird und das nicht durch die im Handbuch beschriebenen
Leistungsstudien von QIAGEN abgedeckt ist, die Leistungscharakteristik des Systems selbst

zu validieren.

Verfahrensprinzip

Das QlAamp DSP DNA FFPE Tissue-Verfahren besteht aus sechs Schritten (Abbildung 1):

e Enffernung von Paraffin: Das Paraffin wird in Xylen gelést und entfernt

® Llyse: Die Probe wird bei 56 °C unter denaturierenden Bedingungen mit Proteinase K
lysiert

e Erwdrmung: Die Inkubation bei 90 °C entfernt die Formalinquerverbindungen

® Bindung: DNA bindet an die Membran und Verunreinigungen laufen durch

® Waschen: Restliche Verunreinigungen werden weggespilt

e Eluieren: Aus der Membran wird reine konzentrierte DNA eluiert
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QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Procedure

Probe

Entfernung des Paraffins

Lyse

Erhitzen

Bindung von DNA

Waschen

Elvieren

*-}ﬂ'mgf*ﬂ-i-@ﬁ*ﬂ-iﬂim'—iiﬁ-—ﬁikﬁi*—

Gebrauchsfertige DNA

Abbildung 1. Das QIAamp DSP DNA FFPE Tissue-Verfahren
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Mitgelieferte Materialien

Kit-Inhalt

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (50)

Katalog-Nr. 60404

Anzahl der Reaktionen 50

QlAamp QlAamp MinElute Columns 50

MinElute® (QIAamp MinElute-Séulen) mit
Wash Tubes (Waschrdhrchen)

WT Woash Tubes (Waschrdhrchen) 3 x50
(2 ml)

ET Elution Tubes (Elutionsréhrchen) TUEE 50
(1,5 ml)

LT Lysis Tubes (Lyserdhrchen) (2 ml) TUBE 50

ATL Tissue Lysis Buffer 10 ml
(Gewebelysepuffer)

Al Lysis Buffer* (Lysepuffer) BUF 12 ml

AW1 Wash Buffer 1* (Waschpuffer) [WASH JBUF] 1 [<ONC] 19 ml
(Konzentrat)

AW2- Wash Buffer 21 (Waschpuffer) | wasH | BUF | 2 JCONC]| 13 ml
(Konzentrat)

ATE Elution Buffer! (Elutionspuffer) 12 ml

PK Proteinase K 1,25 ml

- Gebrauchsanleitung (Handbuch)

\ T i
g

'
(=] o
C
|

* Enthalt ein Guanidinsalz. Nicht mit Desinfektionsmitteln in Kontakt bringen, die Chlorbleiche (Natriumhypochlorit,
NaOCl) enthalten. Siehe Seite 10 bzgl. der Warnhinweise und VorsichtsmaBnahmen.

T Enthélt Natriumazid als Konservierungsmittel.
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Zusatzlich bendtigtes Material

Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien stets Laborkittel, Einweghandschuhe und
Schutzbrille. Weitere Informationen kénnen Sie den entsprechenden Sicherheitsdatenbléttern

entnehmen, die vom Hersteller des jeweiligen Produkts bereitgestellt werden.

Reagenzien

® Xylen
e Ethanol (96-100 %)*

Verbrauchsmaterialien

® Wenn entschieden wird, nicht die im Kit enthaltenen Réhrchen zu verwenden, empfehlen
wir 1,5-ml- oder 2-ml-Mikrozentrifugenréhrchen (fir Lyseschritte) und 1,5-ml-
Mikrozentrifugenrshrchen (fir Elutionsschritte) (erhdltlich von Eppendorf® [Safe-Lock:
Kat.-Nr. 022363204, USA; Kat.-Nr. 0030 120.086, Europa] oder Sarstedt
[Kat.-Nr. 72.690]). Wir empfehlen DNase/RNase-freie konische Réhrchen mit

Sicherheitsdeckeln.

® Pipetten und Pipettenspitzen (zur Vermeidung von Kreuzkontaminationen empfehlen wir

dringend Pipettenspitzen mit Aerosolfiltern)

Gerate

® Thermomixer?, beheizter Orbitalinkubator, Warmeblock oder Wasserbad zur Inkubation
bei 56 °C, 70 °C und 90 °C

e Mikrozentrifuge® mit Rotor fir 2-ml-Rdhrchen

e Vortexmischer
* Es darf kein denaturierter Alkohol verwendet werden, der andere Stoffe, wie z. B. Methanol oder Methylethylketon,
enthdlt.

T Um eine ordnungsgeméafe Probenverarbeitung mit den QlAamp DSP DNA FFPE-Verfahren sicherzustellen, empfehlen
wir dringend, die Geréte nach den Empfehlungen des jeweiligen Herstellers zu kalibrieren.
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Warnhinweise und Vorsichtsma3nahmen

In-vitro-Diagnostikum

Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien stets Laborkittel, Einweghandschuhe und
Schutzbrille. Weitere Informationen kénnen Sie den entsprechenden Sicherheitsdatenbléttern
entnehmen. Diese sind im praktischen, kompakten PDF-Format online unter
www.giagen.com/safety verfigbar; hier konnen Sie die Sicherheitsdatenbldtter zu allen Kits

und KitKomponenten von QIAGEN® einsehen und ausdrucken.

VORSICHT: Es diirfen KEINE Bleichldsungen oder saure Losungen direkt zum
Probenvorbereitungsabfall zugegeben werden.

Puffer AL und Puffer AW enthalten Guanidinhydrochlorid, das in Kombination mit Bleiche

hoch reaktive Verbindungen bilden kann.

Wenn eine Flissigkeit mit diesen Puffern verschiittet wird, reinigen Sie mit einem geeigneten
Laborreinigungsmittel und Wasser. Wenn die verschittete Flissigkeit potenziell infektiése
Erreger enthdlt, reinigen Sie den betroffenen Bereich zuerst mit einem Laborreinigungsmittel

und Wasser und dann mit 1 % (v/v) Natriumhypochlorit.

Die folgenden Gefahren- und Sicherheitssatze gelten fir die Komponenten des QlAamp DSP
DNA FFPE Tissue Kits.
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AL-Puffer

&

ATL-Puffer

O

Puffer AW1

O

Proteinase K

Enthélt: Guanidinhydrochlorid; Maleinséure. Achtung! Kann bei Verschlucken oder Einatmen
gesundheitsschadlich sein. Verursacht Hautreizungen. Verursacht schwere Augenreizung.
Kann allergische Hautreaktionen verursachen. Bei anhaltender Augenreizung: Arztlichen Rat
einholen / &rztliche Hilfe hinzuziehen. BEI KONTAKT MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang
behutsam mit Wasser ausspilen. Eventuell vorhandene Kontakilinsen nach Méglichkeit
entfernen. Weiter ausspiilen. Kontaminierte Kleidung ausziehen und vor erneutem Tragen
waschen. BEI BERUHRUNG MIT DER HAUT: Mit viel Wasser und Seife waschen. Bei
Hautreizung: Arztlichen Rat einholen / Grziliche Hilfe hinzuziehen. Schutzhandschuhe /
Schutzkleidung / Augenschutz / Gesichtsschutz tragen.

Achtung! Verursacht leichte Hautreizungen. Bei Hautreizung: Arztlichen Rat einholen /
érztliche Hilfe hinzuziehen.

Enthélt: Guanidinhydrochlorid. Achtung! Gesundheitsschéadlich bei Verschlucken oder
Einatmen. Verursacht Hautreizungen. Verursacht schwere Augenreizung. Bei Unwohlsein
GIFTINFORMATIONSZENTRUM oder Arzt anrufen.

Inhalt/Behdlter einer genehmigten Deponie zufihren. Kontaminierte Kleidung ausziehen und
vor erneutem Tragen waschen. Schutzhandschuhe / Schutzkleidung / Augenschutz /
Gesichtsschutz fragen.

Enthélt: Proteinase K. Gefahr! Verursacht leichte Hautreizungen. Kann bei Einatmen Allergie,
asthmaartige Symptome oder Atembeschwerden verursachen.

Einatmen von Staub / Rauch / Gas / Nebel / Dampf / Aerosol vermeiden.

Inhalt/Behdlter einer genehmigten Deponie zufihren. Bei Symptomen der Atemwege:
GIFTINFORMATIONSZENTRUM oder Arzt anrufen. BEI EINATMEN: Bei Atembeschwerden
die betroffene Person an die frische Luft bringen und in einer Position ruhigstellen, in der sie
leicht atmet. Atemschutz tragen.

Lagerung und Handhabung der Reagenzien

QlAamp MinElute-Séulen sollten nach der Lieferung bei 2-8 °C aufbewahrt werden und sind

bis zu dem auf der Kitschachtel angegebenen Haltbarkeitsdatum verwendbar.

Alle Puffer kénnen bei Raumtemperatur (15-25 °C) aufbewahrt werden und sind bis zum
Haltbarkeitsdatum des Kits stabil. Die rekonstituierten Puffer AW1 und AW2 kénnen bei

Raumtemperatur (15-25 °C) bis zu ein Jahr lang, héchstens jedoch bis zu dem auf dem Kit

angegebenen Haltbarkeitsdatum aufbewahrt werden.
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Das QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit enthdlt eine gebrauchsfertige Proteinase K-L&sung in
einem speziell formulierten Aufbewahrungspuffer. Die Proteinase K ist bei Lagerung bei
Raumtemperatur (15-25 °C) bis zum Haltbarkeitsdatum des Kits stabil.

Lagerung und Handhabung der Proben

Zur Begrenzung des AusmafBes der DNA-Fragmentierung sollten Standardverfahren zur

Formalinfixierung und Einbettung in Paraffin angewendet werden, insbesondere:

e Die Gewebeproben sollten nach der chirurgischen Entnahme so schnell wie méglich
unter Befolgung des Laborprotokolls in Formalin fixiert werden (10%iges neutral

gepuffertes Formalin ist generell akzeptabel).

e Die Fixierungsdaver sollte 14-24 Stunden betragen. Die Fixierungsdauer begrenzen,
da eine langere Fixierung (z. B. > 24 Stunden) zu einer starkeren DNA-Fragmentierung

fihren kann, was das Verhalten der DNA in spateren Assays beeintrdchtigt.

e Die Proben sind vor dem Einbetten grindlich zu entwdssern (Formalinriickstéinde kénnen

den Proteinase K-Verdau hemmen).

Die DNA wird in Puffer ATE eluiert und kann direkt in Amplifikationsreaktionen verwendet oder
aufbewahrt werden (die Bedingungen sind von den Anforderungen des Benutzers abhéngig).
Es sind die Handbicher der jeweiligen Kits hinsichtlich der fir bestimmte, im Anschluss

durchgefihrte QIAGEN-Anwendungen empfohlenen Lagerungsbedingungen zu beachten.
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Verfahren

Wichtige Hinweise, die vor der Durchfihrung zu beachten sind

Alle in dem QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit enthaltenen Reagenzien sind
ausschlieBlich fir die Verwendung mit den anderen Reagenzien aus diesem QlAamp
DSP DNA FFPE Tissue Kit vorgesehen. Zur Gewdhrleistung einer optimalen Leistung

dirfen die Reagenzien des Kits nicht ausgetauscht werden.

Uberpriifen Sie alle KitKomponenten auf Beschadigung, nachdem das Kit geliefert
worden ist. Falls die Verpackungen oder die Pufferflaschen beschadigt sind, verstandigen
Sie den Technischen Service von QIAGEN oder lhren Handler vor Ort. Fir den Fall, dass
Flissigkeit ausgetreten ist oder verschittet wurde, beachten Sie bitte den Abschnitt
+Warnhinweise und VorsichtsmaBBnahmen”, Seite 10). Verwenden Sie keine
beschadigten KitKomponenten, da dies zu einer Beeintréchtigung der Leistung des Kits

fihren kdnnte.

Verwenden Sie keine Kit-Komponenten von anderen Kit zusammen mit dem Kit, das Sie

aktuell verwenden, es sei denn, die Chargennummern sind identisch.
Vermeiden Sie eine Verunreinigung der Kitreagenzien mit Mikroorganismen.

Das Kit sollte nur von Personen verwendet werden, die in der Laborpraxis fir In-vitro-

Diagnostik geschult sind.

Tragen Sie stets Latex- oder Vinylhandschuhe, wenn Sie mit Reagenzien oder Proben
arbeiten, um eine Kontamination iber die Hautoberflache oder durch staubige
Laborgerate zu vermeiden. Hande und Staubpartikel kénnen Bakterien und
Schimmelpilze tragen und sind héufige Kontaminationsursachen. Wechseln Sie die

Einmal-Handschuhe haufig und halten Sie Réhrchen verschlossen.

Unbenutzte Puffer, Filtrate und Probenreste sollten nach den vor Ort iiblichen Verfahren

entsorgt werden.
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Wenn Sie eigene Kunststoffartikel verwenden, wird empfohlen, wéhrend der gesamten
Reinigung DNase/RNasereie, bindungsarme, konische 1,5- bis 2-ml-Einwegrdhrchen
aus Polypropylen mit gesichertem Deckel zu verwenden.

Alle Zentrifugationsschritte sind bei Raumtemperatur (15-25 °C) durchzufihren.

Alle Puffer sollten bei Raumtemperatur (15-25 °C) aufbewahrt und vor dem Gebrauch
gut gemischt werden.

Stellen Sie einen Thermomixer oder einen beheizten Orbitalinkubator fir den Gebrauch
in Schritt 11 auf 56 °C ein. Wenn kein Thermomixer oder beheizter Orbitalinkubator
verfigbar ist, kdnnen Sie stattdessen einen Heizblock oder ein Wasserbad verwenden.
Wenn der Al-Puffer oder der ATL-Puffer einen Niederschlag enthalten, kann dieser durch
Erwdrmen auf 70 °C unter leichtem Schiitteln geldst werden.

Achten Sie darauf, dass der Puffer AW 1 und der Puffer AW2 nach den unten
beschriebenen Anleitungen vorbereitet werden.

Bei QIAGEN wird jede einzelne Kit-Charge im Rahmen der Qualitatskontrolle zur
Freigabe einem Funktionstest unterzogen. Mischen Sie daher keine Reagenzien aus
verschiedenen Kit-Chargen und kombinieren Sie keine einzelnen Reagenzien aus

verschiedenen Reagenzienchargen.

Vorbereitung der Puffer

Vorbereitung des ATL-Puffers

e Uberprifen Sie, bevor Sie mit dem Verfahren beginnen, ob sich in dem ATL-Puffer ein

Niederschlag gebildet hat. Lésen Sie ggf. den Niederschlag durch Erwérmen auf 70 °C

unter leichtem Schiitteln auf.

Vorbereitung des AL-Puffers

e Uberprifen Sie, bevor Sie mit dem Verfahren beginnen, ob sich in dem Al-Puffer ein

Niederschlag gebildet hat. Lésen Sie ggf. den Niederschlag durch Erwarmen auf 70 °C

unter leichtem Schiitteln auf.
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Vorbereitung des Puffers AW 1

Geben Sie 25 ml Ethanol (96-100 %) in die Flasche mit 19 ml konzentriertem Puffer
AW 1. Zeichnen Sie das Kontrollkéstchen auf dem Flaschenetikett ab, damit ersichtlich
ist, dass Ethanol zugegeben wurde. Der rekonstituierte Puffer AW 1 kann bei
Raumtemperatur (15-25 °C) bis zu ein Jahr lang, héchstens jedoch bis zu dem auf dem
Kit angegebenen Haltbarkeitsdatum aufbewahrt werden. Wir empfehlen, das Datum der

Rekonstitution auf dem Etikett des Puffers zu vermerken.

Hinweis: Mischen Sie, bevor Sie mit dem Verfahren beginnen, den rekonstituierten Puffer
AW1, indem Sie ihn schitteln.

Vorbereitung des Puffers AW2

Geben Sie 30 ml Ethanol (96-100 %) in die Flasche mit 13 ml konzentriertem Puffer
AW?2. Zeichnen Sie das Kontrollkdastchen auf dem Flaschenetikett ab, damit ersichtlich
ist, dass Ethanol zugegeben wurde. Der rekonstituierte Puffer AW2 kann bei
Raumtemperatur (15-25 °C) bis zu ein Jahr lang, héchstens jedoch bis zu dem auf dem
Kit angegebenen Haltbarkeitsdatum aufbewahrt werden. Wir empfehlen, das Datum der

Rekonstitution auf dem Etikett des Puffers zu vermerken.

Hinweis: Mischen Sie, bevor Sie mit dem Verfahren beginnen, den rekonstituierten Puffer
AW?2, indem Sie ihn schitteln.

Ausgangsmaterial

Das Ausgangsmaterial fir die DNA-Reinigung sind FFPE-Gewebeschnitte (idealerweise frisch

hergestellte Schnitte). Es kénnen mehrere Schnitte in einer Praparation kombiniert werden.

Wenn lhnen keine Informationen Uber die Art lhres Ausgangsmaterials vorliegen, empfehlen

wir, mit héchstens drei Schnitten pro Praparation zu beginnen.
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Der Benutzer sollte die Anzahl der Schnitte, die Schnittdicke und die Schnittflédche hinsichtlich
der im jeweiligen Labor durchgefihrten Verfahren optimieren. Wird das Kit in Verbindung
mit einer spdferen QIAGEN-Anwendung verwendet, sind die Anweisungen in dem

entsprechenden Handbuch zu beachten.
Handhabung zur Vermeidung einer Kreuzkontamination

Wegen der Sensitivitat der Nukleinséure-Amplifikationstechnik sind bei der Handhabung der
QlAamp  MinElute-Séulen  die  folgenden  VorsichismaBnahmen  nétig,  um

Kreuzkontaminationen zwischen den Proben zu vermeiden:

® Geben Sie nicht zu viel Gewebe in die Rohrchen.
® Wechseln Sie die Skalpelle zwischen den Proben, wenn Sie Gewebe abschaben.

e Gehen Sie beim Auftragen der Probe bzw. Lésung auf die QlAamp MinElute-Séule
behutsam vor. Achten Sie beim Pipettieren der Probe in die QlAamp MinElute-S&ule

darauf, den Rand der Séule nicht zu benetzen.

® Wechseln Sie zwischen den verschiedenen Pipettierschritten stets die Pipettenspitzen.

Wir empfehlen, Pipettenspitzen mit Aerosolfiltern zu verwenden.
® Verwenden Sie bei den Probenwaschschritten stets neue Waschréhrchen.

® Vergewissern Sie sich vor dem Vortexen und Zentrifugieren, dass die Deckel der

Réhrchen geschlossen sind.

e Vergewissern Sie sich vor dem Zentrifugieren, dass die QlAamp MinElute-Saule ganz

geschlossen ist.

® Zentrifugieren Sie die Mikrozentrifugenréhrchen nach jedem kurzen Vortexen und nach

jeder Inkubation bei 90 °C kurz, um Tropfen von der Unterseite der Deckel zu entfernen.
e Offnen Sie stets nur eine QlAamp MinElute-Séule, und vermeiden Sie Aerosolbildung.

e Verwenden Sie fir jede Probe ein frisches Skalpell.
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® Wechseln Sie zwischen den verschiedenen Pipettierschritten stets die Pipettenspitzen. Zur
Minimierung von Kreuzkontamination empfehlen wir, Pipettenspitzen mit Aerosolfiltern zu

verwenden und auf die Verwendung von Multistep-Pipetten maglichst zu verzichten.

e Tragen Sie stets Einweghandschuhe und Uberprifen Sie regelméBig, ob diese mit
Probenmaterial verschmutzt sind. Entsorgen Sie die Handschuhe, falls sie kontaminiert

worden sind.

o Offnen Sie immer nur ein Gef&B.
Zentrifugieren

QlAamp  MinElute-Séulen  passen in  die meisten 1,5 bis 2-ml-Mikrozentrifugen-
Standardréhrchen. Zusatzliche 2-ml-Waschrohrchen sind separat erhélilich (QIAGEN, Kat.-
Nr. 19201). QlAamp MinElute-Sulen werden bei ungefdhr 6000 x g zentrifugiert, um
Zentrifugenldrm zu reduzieren. Eine Zentrifugation bei voller Drehzahl fihrt nicht zu einer
besseren DNA-Ausbeute. Allerdings ist bei zwei Schritten des Verfahrens tatséchlich eine
Zentrifugation der QlAamp MinElute-Séulen bei voller Drehzahl erforderlich: beim
Zentrifugieren zum Trocknen nach dem Waschen der Membranen und bei der Elution. Eine
Zentrifugation bei voller Drehzahl ist auch erforderlich, um die Probe nach der

Xylenbehandlung und dem Ethanolwaschschritt auf dem Boden des Gefaes zu sammeln.

Alle Zentrifugationsschritte sollten bei Raumtemperatur (15-25 °C) durchgefihrt werden. Eine

niedrige Zentrifugationstemperatur kann zu einem suboptimalen Extraktionsergebnis fihren.
Zentrifugieren von QlAamp MinElute-Saulen in einer Mikrozentrifuge

® VerschlieBen Sie die QlAamp MinElute-Séulen stets, bevor Sie sie in die Mikrozentrifuge

sefzen.

® Achten Sie darauf, dass Sie die Membran der QlAamp MinElute-Séule nicht mit der

Pipettenspitze berihren.
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e Das Filtrat kdnnte gesundheitsschddliche Stoffe enthalten und muss daher entsprechend

entsorgt werden.

e Fir eine effiziente Parallelverarbeitung vieler Proben empfehlen wir, ein Gestell mit
Waschrohrchen bereit zu stellen, in welche die QlAamp MinElute-Saulen nach dem
Zentrifugieren Uberfiihrt werden kénnen. Benutzte Waschrshrchen, die Filtrat enthalten,
kénnen entsorgt werden, und neue Waschréhrchen mit QlAamp MinElute-Séulen kénnen

dann direkt in die Mikrozentrifuge gestellt werden.

® Achten Sie darauf, dass wahrend des gesamten Vorgangs eine lickenlose

Rickverfolgbarkeit der Proben gewdhrleistet ist.
Elution gereinigter DNA

Wenn bei anschlieBenden Anwendungen kleine Ausgangsvolumen bendtigt werden (wie
z. B. bei manchen PCR-Assays), lasst sich die Assayempfindlichkeit durch Verwendung eines
hdher konzentrierten Eluats unter Umstanden verbessern. Andererseits kdnnte sich dadurch

aber auch die Konzentration méglicher Hemmstoffe erhhen.

Eine Erhdhung des Elutionsvolumens fihrt zur Verringerung der DNA-Konzentration in dem

Eluat.

Das Volumen des gewonnenen Eluats kann ungefdhr 5 pl unter dem auf die QlAamp
MinElute-Séule aufgetragenen Volumen des ATE-Puffers liegen. Ein Elutionsvolumen von 20 pl
ergibt beispielsweise > 15 pl Eluat. Wie viel Eluat gewonnen wird, hangt von der Art der
Probe ab.

Es liegt in der Verantwortung des Anwenders, das Elutionsvolumen fir alle im Labor
durchgefihrten Verfahren zu optimieren. Es sind die Handbicher der jeweiligen Kits
hinsichtlich der fir bestimmte, im Anschluss durchgefihrte QIAGEN-Anwendungen

erforderlichen Elutionsvolumen zu beachten.
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Die Ausbeute ldsst sich unter Umstéinden erhdhen, indem die Séule vor dem Zentrifugieren
beispielsweise 5 Minuten bei Raumtemperatur mit ATE-Puffer inkubiert wird. Eluierte DNA
kann in den 1,5-ml-Elutionsréhrchen (im Lieferumfang des Kits enthalten) gesammelt werden.
Die Bedingungen zur Aufbewahrung der eluierten DNA sind von den vom Anwender
festgelegten Anforderungen abhdngig. Es sind die Handbiicher der Kits hinsichtlich der fir
bestimmte, im  Anschluss  durchgefihrte ~ QIAGEN-Anwendungen  empfohlenen

Lagerungsbedingungen zu beachten.
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Protokoll: Extraktion genomischer DNA aus FFPE-
Gewebeschnitten

Verfahren

1.
2.

Schneiden Sie mit einem Skalpell Gberschissiges Paraffin vom Probenblock ab.

Fertigen Sie unter Befolgung der Standardlaborpraxis Schnitte an (siehe
+Ausgangsmaterial”, Seite 15). Der Benutzer sollte die Anzahl der Schnitte, die
Schnittdicke und die Schnittflache hinsichtlich der im jeweiligen Labor durchgefihrten
Verfahren optimieren. Achten Sie darauf, dass wéhrend des gesamten Vorgangs eine

Rickverfolgbarkeit der Proben gewdhrleistet ist.

. Schaben Sie mit einem sterilen Skalpell das Gewebe aus den Schnitten sofort in ein

Lyserdhrchen (im Lieferumfang des Kits enthalten). Achten Sie darauf, dass verfigbare
Gewebe vollsténdig in das Réhrchen zu iberfishren. Geben Sie 1 ml Xylen zu der Probe,
schlieBen Sie den Deckel und vortexen Sie das Réhrchen kraftig, bis sich das Paraffin
geldst hat (z. B. 10 s). Achten Sie darauf, dass das Rdhrchen fest verschlossen ist, damit
kein Xylen verspritzt wird, keine Kreuzkontamination zwischen Proben auftritt und kein
Kontakt mit dem Xylen staftfindet.

Hinweis: Verwenden Sie fir die Arbeit mit Xylen eine Abzugshaube oder eine andere

geeignete Sicherheitsvorrichtung.

. Zentrifugieren Sie bei voller Drehzahl ungeféhr 2 Min. bei Raumtemperatur, um das

Gewebe in das Pellet zu Uberfihren. Wenn sich kein Gewebepellet bildet, wiederholen
Sie diesen Schritt.

Hinweis: Eine niedrige Zentrifugationstemperatur kann zu einem suboptimalen

Extraktionsergebnis fihren.

. Pipettieren Sie den Uberstand ab und entsorgen Sie ihn. Bewahren Sie das Pellet.

Der Uberstand enthalt Xylen. Er ist daher als gesundheitsschadlicher Abfall zu betrachten

und nach den maBgeblichen, vor Ort geltenden Bestimmungen zu entsorgen.
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6.

9.

Geben Sie 1 ml Ethanol (96-100 %) zu dem Gewebepellet und mischen Sie griindlich

auf dem Vortex.

Weil das Ethanol Xylenreste aus der Probe extrahiert, sollte es entsprechend entsorgt

werden.

Zentrifugieren Sie bei voller Drehzahl ungeféhr 2 Min. bei Raumtemperatur.

Pipettieren Sie den Uberstand ab. Lassen Sie das Pellet intakt.

Entfernen Sie etwaige Ethanolreste vorsichtig mit einer feinen Pipettenspitze. Offnen Sie
das Réhrchen und inkubieren Sie es bei 15-40 °C, bis alle Ethanolriicksténde verdunstet

sind. Die Enffernung aller Ethanolriicksténde ist fir den Erfolg der Extraktion

entscheidend.

Hinweis: Eine niedrigere Inkubationstemperatur verlangsamt den Verdunstungsvorgang,
wohingegen das Pellet bei einer hdheren Temperatur zu stark austrocknet und
anschlieBend schwer wieder in Losung gebracht werden kann.

Resuspendieren Sie das Pellet in 180 pl ATL-Puffer. Geben Sie 20 pl Proteinase K dazu
und mischen Sie auf dem Vortex.

Hinweis: Das Pellet muss in dem ATL-Puffer gut resuspendiert werden, um eine maximale

Ausbeute zu erzielen.

Inkubieren Sie ungefdhr 1 Std. bei 56 °C = 3 °C (bis die Probe vollsténdig lysiert ist).

10.Inkubieren Sie 1 Stunde = 5 Min. bei 90 °C + 5 °C.

11

Durch die Inkubation bei 90 °C in ATL-Puffer wird die Formaldehyd-Denaturierung der
Nukleinséuren teilweise rickgangig gemacht. Eine kirzere Inkubationsdauver oder
niedrigere Inkubationstemperaturen kénnen die Qualitat und die Quantitat der DNA
beeintrdchtigen. Wenn Sie nur einen Heizblock verwenden, lassen Sie die Probe nach
der Inkubation bei 56 °C bei Raumtemperatur stehen, bis sich der Block auf 90 °C

erwdrmt hat.

.Zentrifugieren Sie das Réhrchen kurz, um Tropfen von der Unterseite des Deckels zu

entfernen.
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12.Geben Sie 200 pl AL-Puffer zu der Probe und mischen Sie griindlich auf dem Vortex.
Geben Sie dann 200 pl Ethanol (96-100 %) hinzu und mischen Sie wiederum griindlich

auf dem Vortex.

Probe, AL-Puffer und Ethanol missen unbedingt sofort und griindlich auf dem Vortex oder
durch Pipettieren zu einer homogenen Lésung gemischt werden. AL-Puffer und Ethanol
kénnen bereits vorab gemischt und gemeinsam zugegeben werden, um Zeit zu sparen,
wenn mehrere Proben parallel verarbeitet werden. Bei Zugabe von AL-Puffer und Ethanol
kann sich ein weier Niederschlag bilden. Dieser Niederschlag wirkt sich nicht stérend
auf das QlAamp-Verfahren aus. Verwenden Sie immer eine frische Mischung und

entsorgen Sie sie direkt nach dem Gebrauch.

13.Zentrifugieren Sie das Réhrchen kurz, um Tropfen von der Unterseite des Deckels zu

entfernen.

14.Uberfihren Sie das Lysat vollstdndig und vorsichtig auf die QlAamp MinElute-Séule
(in einem 2-ml-Waschréhrchen), ohne den Rand zu benetzen, schlieBen Sie den Deckel
und zentrifugieren Sie das Réhrchen >1 Min. bei ungefahr 6000 x g. Geben Sie die
QIAamp MinElute-Saule in ein sauberes 2-ml-Waschréhrchen (im Lieferumfang des Kits

enthalten) und entsorgen Sie das Waschrohrchen mit dem Filtrat.

Wenn das Lysat nach der Zentrifugation nicht vollsténdig durch die Membran gelaufen
ist, wiederholen Sie die Zentrifugation bei einer hdheren Geschwindigkeit, bis die
QlAamp MinElute-Saule leer ist.

15.Offnen Sie vorsichtig die QlAamp MinElute-Saule und geben Sie 500 pl rekonstituierten
AW 1-Puffer dazu, ohne dabei den Rand zu benetzen. Schlieflen Sie den Deckel und
zentrifugieren Sie >1 Min. bei ungefdhr 6000 x g. Geben Sie die QIAamp MinElute-Séule

in ein sauberes 2-ml-Waschrdhrchen und entsorgen Sie das Waschrohrchen mit dem Filtrat.

16.0Offnen Sie vorsichtig die QlAamp MinElute-Saule und geben Sie 500 pl rekonstituierten
AW?2-Puffer dazu, ohne dabei den Rand zu benetzen. Schlieffen Sie den Deckel und
zentrifugieren Sie >1 Min. bei ungefdhr 6000 x g. Geben Sie die QlAamp MinElute-
Saule in ein sauberes 2-ml-Waschrohrchen und entsorgen Sie das Waschréhrchen mit
dem Filtrat.
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Die QlAamp MinElute-Sdule sollte méglichst nicht mit dem Filtrat in Berihrung kommen.
Achten Sie darauf, den Zentrifugenrotor zu tarieren. Manche Zentrifugenrotoren kénnen
wdhrend der Beschleunigung vibrieren, was dazu fihrt, dass das ethanolhaltige Filtrat
mit der QlAamp MinElute-Saule in Berihrung gelangt. Gehen Sie beim Herausnehmen
der QlAamp MinElute-Saule und des Waschrohrchens aus dem Rotor vorsichtig vor,

damit das Filtrat nicht mit der QlAamp MinElute-Saule in Berihrung kommt.

17 . Zentrifugieren Sie 3 Minuten lang bei voller Drehzahl (ungeféhr 20.000 x g), um die
Membran zu trocknen.
Die Verschleppung von Ethanol in das Eluat kann sich auf manche im Anschluss
durchgefihrte Anwendungen stérend auswirken.

18.Stellen Sie die QlAamp MinElute-Séule in ein sauberes 1,5-ml-Elutionsréhrchen
(im Lieferumfang des Kits enthalten) und verwerfen Sie das Waschréhrchen mit dem
Filtrat. Offnen Sie vorsichtig den Deckel der QIAamp MinElute-Séule und geben Sie
20-200 pl ATE-Puffer in die Mitte der Membran.
WICHTIG: Geben Sie bei Verwendung kleiner Elutionsvolumen (< 50 pl) den ATE-Puffer in
die Mitte der Membran, damit die gebundene DNA vollstandig eluiert wird. QlAamp
MinElute-Saulen bieten, was die Wahl des Elutionsvolumens anbelangt, Flexibilitat.
Waéhlen Sie ein Volumen, das fir die im Anschluss durchgefihrte Anwendung geeignet
ist. Das Volumen des Eluats wird ungefdhr 5 pl unter dem auf die Scule aufgetragenen
Volumen des Elutionspuffers liegen.

19.SchlieBen Sie den Deckel und inkubieren Sie mindestens 1 Min. bei Raumtemperatur
(15-25 °C). Zentrifugieren Sie > 1 Min. bei voller Drehzahl (ungefdhr 20.000 x g).
Die Inkubation der mit ATE-Puffer beladenen QlAamp MinElute-Séule fir ungeféhr

5 Minuten bei Raumtemperatur vor dem Zentrifugieren kann die DNA-Ausbeute erhdhen.
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Qualitatskontrolle

GemaB dem I1SO-zertifizierten Qualitdtsmanagement-System von QIAGEN wird jede Charge
von QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kits nach festgelegten Prisfkriterien kontrolliert, um eine

einheitliche Produktqualitét sicherzustellen.

Anwendungseinschrdankungen

Die Kitleistung wurde anhand von formalinfixiertem, in Paraffin eingebettetem Gewebe

(FFPE-Gewebe) zur Exiraktion von genomischer DNA ermittelt.

Es liegt in der Verantwortung des Anwenders, fir jedes Verfahren, das im Labor des
Anwenders durchgefihrt wird und das nicht durch die im Handbuch beschriebenen
Leistungsstudien von QIAGEN abgedeckt ist, die Leistungscharakteristik des Systems selbst

zu validieren.

Um das Risiko einer negativen Auswirkung auf die Ergebnisse der diagnostischen Tests zu
minimieren, missen in den anschlieBend durchgefilhrten Anwendungen geeignete Kontrollen
mitgefihrt werden. Zur weiteren Validierung werden die Richtlinien der Interational
Conference on Harmonization of Technical Requirements (ICH; Konferenz zur
Harmonisierung der technischen Anforderungen) im Dokument ICH Q2 (R1) Validation of
Analytical Procedures: Text and Methodology (Validierung analytischer Verfahren: Text und
Methodik) empfohlen.

Alle diagnostischen Ergebnisse missen unter Beriicksichtigung vorliegender klinischer und

labortechnischer Daten interpretiert werden.

Bei Verwendung des QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kits wird maglicherweise zusammen mit
der DNA auch RNA gereinigt, wenn diese in der Probe vorhanden ist.
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Leistungsmerkmale

Siehe www.qgiagen.com/p/QlAamp-DSP-DNA-FFPE-Tissue-CE fir Leistungsmerkmale des
QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kits.

Symbole

Verpackung und Etikettierung kénnen die folgenden Symbole enthalten:

Bedeutung des Symbols

Kit enthélt Reagenzien fiir <N> Reaktionen

Verwendbar bis

i
<:[ 3
g
=R
A
Z
v

IVD In-vitro-diagnostisches Medizinprodukt

Nach Lieferung

B>

Katalognummer

LOT Chargennummer
Materialnummer
COMP Komponenten
Enthalt
@ Anzahi

N
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Bedeutung des Symbols

Notieren Sie das aktuelle Datum nach Ethanol-Zugabe in die
Flasche

Ethanol

Hinzugeben

Guanidinhydrochlorid

Maleinséure

Global Trade ltem Number (Globale Artikelnummer)
Zuléssiger Temperaturbereich
Hersteller

Gebrauchsanleitung beachten

Vorsicht

Technische Hinweise und zusdtzliche niitzliche Informationen finden Sie in unserem
Technischen Support-Center unter www.qiagen.com/Support. Telefonisch erreichen Sie uns
unter der Rufnummer 00800-22-44-6000. Dariiber hinaus ist lhnen das Team vom Technischen
Service gerne behilflich, falls Sie Rat oder weitere Informationen zu QIAGEN Produkten

bendtigen (Kontaktinformationen siehe hintere Umschlagseite oder unter www.giagen.com).
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Bestellinformationen

Produkt Inhalt Kat.-Nr.

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit —zur Aufreinigung genomischer DNA aus

in Paraffin eingebettetem Gewebe

QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Fir 50 DNA-Praparationen: 60404
Kit (50) 50 MinElute®-Saulen, Proteinase K,

Puffer, Waschréhrchen (2 ml),

Elutionsréhrchen (1,5 ml), Lyserdhrchen

(2 ml)

Aktuelle Lizenzinformationen und produktspezifische Haftungsausschlisse finden Sie im
jeweiligen QIAGEN Kit- oder Benutzerhandbuch. Diese stehen unter www.qiagen.com zur
Verfigung oder kénnen vom Technischen Service von QIAGEN oder dem fir Sie

zustandigen AuBendienstmitarbeiter oder Distributor angefordert werden.
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Markennamen: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, MinElute® (QIAGEN Gruppe); Eppendorf® (Eppendorf AG).
Ei hréinkte N ink g fiir das Handbuch fiir das QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit

g

Mit der Nutzung dieses Produkts erkennen Kéufer und Anwender des Produkts die folgenden Bedingungen an:

1. Das Produkt darf nur geméf den mit dem Produkt und diesem Handbuch bereitgestellten Protokollen und nur mit den Komponenten, die im Panel mitgeliefert
werden, verwendet werden. QIAGEN gewdhrt im Rahmen seiner Eigentumsrechte keinerlei Lizenz, die zu den Panels gehrenden Komponenten mit anderen
Komponenten, die nicht zu den Panels gehéren, zu verwenden oder zu kombinieren, mit Ausnahme der mit dem Produkt, diesem Handbuch, bereitgestellten und in
zusdtzlichen, unter www.qgiagen.com verfiigbaren Protokollen beschriebenen Anwendungen. Einige dieser zustzlichen Protokolle wurden von QIAGEN Anwendern fiir
andere QIAGEN Anwender zur Verfiigung gestellt. Diese Protokolle wurden von QIAGEN nicht eingehend gepriift oder optimiert. QIAGEN ibernimmt fir diese
Protokolle keine Garantie und garantiert auch nicht, dass sie keine Rechte Dritter verletzen.

2. Uber die ausdricklich erwéhnten Lizenzanwendungen hinaus ibernimmt QIAGEN keinerlei Garantie dafir, dass dieses Panel und/oder die mit diesem Panel
durchgefishrte(n) Anwendung(en) die Rechte Dritter nicht verletzen.

3. Dieses Panel und die zugehdrigen Komponenten sind fiir die einmalige Verwendung lizenziert und diirfen nicht wiederverwendet, wiederaufgearbeitet oder
weiterverkauft werden.

4. QIAGEN lehnt auBer der ausdriicklich erklérten Lizenzgewdhrung jede weitere Lizenzgewdhrung ab, sowohl ausdriicklich als auch konkludent.

5. Kéufer und Anwender des Panels stimmen zu, keinerlei Schritte zu unternehmen oder anderen die Einleitung von Schritten zu gestatten, die zu unerlaubten
Handlungen im obigen Sinne fihren oder solche erleichtern kénnten. QIAGEN kann die Verbote dieser eingeschrénkten Nutzungsvereinbarung an jedem Ort
gerichtlich geltend machen und wird sémtliche Ermittlungs- und Gerichtsk , inklusive Anwaltsgebihren, zuriickfordern, die ihr bei der Geltendmachung dieser
eingeschréinkten Nutzungsvereinbarung oder irgendeines ihrer geistigen Eigentt hte im Zu thang mit dem Panel und/oder seinen Komponenten entstehen.

Aktualisierte Nutzungs- und Lizenzbedingungen finden Sie im Internet unter www.qiagen.com.

Feb-17 HB-0414-004 © 2017 QIAGEN, alle Rechte vorbehalten.
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