2017. gada decembris

QlAsymphony®
SP protokola lapa

Tissue LC 200 V7 _DSP un Tissue_ HC 200 V7 _DSP

Sis dokuments ir Tissue_LC_200_V7_DSP un Tissue_HC_200_V7_DSP QIlAsymphony SP protokola lapa, R3,
QIAsymphony DSP DNA Mini Kit versijai 1.

— Sample to Insight QIAGEN —




Vispariga informacija
QlAsymphony DSP DNA Kit ir paredzéts lietoSanai in vitro diagnostika.
Sie protokoli ir paredzéti kopéjas DNS attiridanai no audiem un formalina fiksétiem un parafina

iegultiem (formalin-fixed, paraffin-embedded, FFPE) audiem, izmantojot sisttmu QIAsymphony
SP un QIAsymphony DSP DNA Mini Kit.

Atkartba no parauga veida ieteicams izmantot zema satura (low content, LC) vai augsta satura
(high content, HC) protokolu. Audi nodrosinas palielinatu DNS daudzumu, ja tiks apstradati ar
augsta satura protokolu, savukart zema satura protokolu var izmantot kopa ar mazu eluata
tilpumu (50 pl), ja ir nepiecieSama augsta DNS koncentracija. Darba ar FFPE audiem ieteicams

izmantot zema satura protokolu.

Zema satura protokols

Komplekts QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (kat. nr. 937236)

Parauga materials FFPE audi un audi*

Viena preparata var apvienot [1dz pat 4 FFPE audu dalam,
kur katras dalas biezums neparsniedz 10 pm, vai lidz

8 dalam, kur katras dalas biezums neparsniedz 5 pm un
virsmas laukums neparsniedz 250 mm?.

Protokola nosaukums Tissue_LC_200_V7_DSP
Nokluséjuma testu kontrolSkidumu komplekts ACS_Tissue_LC_200_V7_DSP
Eluata tilpums 50 pl, 100 pl, 200 pl vai 400 pl
NepiecieSama programmatiiras versija Versija 4.0 vai jaunaka

* Informaciju par audu paraugiem skatiet augstas koncentracijas protokola sadala.

Augsta satura protokols

Komplekts QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (kat. nr. 937236)

Parauga materials Audi

Ja informacija par paredzamo ieguves apjomu nav
pieejama, ieteicams sakt darbu ar 25 mg parauga
materiala. Atkariba no ieguves apjoma parauga lielumu
turpmakajos preparatos var palielinat.

Protokola nosaukums Tissue_HC_200_V7_DSP
Nokluséjuma testu kontrolSkidumu komplekts ACS_Tissue_HC_200_V7_DSP
Eluata tilpums 100 pl, 200 pl vai 400 pl
NepiecieSama programmatiras versija Versija 4.0 vai jaunaka
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NepiecieSamie materiali, kas netiek piegadati
Visiem paraugu veidiem

e Buffer ATL, 4 x 50 ml (BuferSkidums ATL, 4 x 50 ml) (kat. nr. 939016)

® Lailldz minimumam samazinatu RNS saturu: DNase-free RNase A (RNaze bez DNazes,

rezerves standartSkidums 100 mg/ml)
FFPE audiem (deparafinizacija bez ksilola)
® Deparaffinization Solution (Deparafinizacijas skidums) (kat. nr. 939018)
FFPE audiem (deparafinizacija ar ksilolu)

® Ksilols (99-100%)
e FEtanols (96—-100%)*

Nodalijums “Sample” (Paraugs)

Parauga veids FFPE audi un audi

Parauga ievades tilpums 220 pl (nepiecieSamais katra parauga tilpums katra
protokola)"

Apstradata parauga tilpums 200 pl

Primarie paraugu stobrini N/p

Sekundarie paraugu stobrini Papildinformaciju skatiet vietné

www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

leliktni Atkarigs no izmantota paraugu stobrina veida;
papildinformaciju skatiet vietné
www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

T Gan augsta, gan zema satura protokolu gadijuma sistéma neatpazis paraugu, kura tilpums ir mazaks par 220 yl, jo
paraugu parneSana tiek veikta bez $kidruma limena noteikSanas. Tadé| gadajiet, lai parauga ievades tilpums batu 220 pl.
N/p = nav piemérojams.

Nodalijums “Reagents and Consumables” (Reagenti un izejmateriali)

Pozicija A1 un/vai A2 Reagentu kasetne

Pozicija B1 N/p

Uzgalu stativa turétajs 1-17 Vienreiz lietojami filtra uzgali, 200 pl vai 1500 pl

lerices bloka turétajs 1-4 lericu bloki ar paraugu sagatavo$anas kasetném vai
8 stienu parsegiem

N/p = nav piemérojams.

* Neizmantojiet denaturétu spirtu, kas satur papildvielas, pieméram, metanolu vai metiletilketonu.
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Nodalijums “Waste” (Atkritumi)

lerices bloka turétajs 1-4 Tuksi iericu bloki
Atkritumu maisa turétajs Atkritumu maiss
Skidro atkritumu pudeles turétajs Tuksa Skidro atkritumu pudele

Nodalijums “Eluate” (Eluats)

Eluésanas stativs (ieteicams izmantot 1. atveri Papildinformaciju skatiet vietné
dzesésanas pozicija) www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

NepiecieSamie plastmasas piederumi

Plastmasas Viena sérija, Divas sérijas, Tris sérijas, Cetras sérijas,
piederumi 24 paraugi* 48 paraugi* 72 paraugi* 96 paraugi*
Vienreiz lietojami 26 50 74 98

filtra uzgali, 200 pI™

Vienreiz lietojami 72 136 200 264

filtra uzgali, 1500 pI™*

Paraugu 21 42 63 84
sagatavoSanas

kasetnes®

8 stienu parsegi' 3 6 9 12

* Ja katra sérija izmantosit mazak neka 24 paraugus, tiks samazinats katra testa nepiecieSamo vienreizéjas lietoSanas filtra
uzgalu skaits.

T Katra filtra uzgalu stativa ir pieejami 32 filtra uzgali.

* NepiecieSamaja filtra uzgalu skaita ir ieklauti filtra uzgali 1 inventara skenésanai katra reagenta kasetné.

§ Katra ierices bloka ir 28 paraugu sagatavo3anas kasetnes.

TKatra ierices bloka ir divpadsmit 8 stienu parsegi.

Piezime. Filtra uzgalu skaits var atSkirties no skarienekrana paradita skaita atkariba no

iestatljumiem. leteicams ievietot maksimalo iesp&jamo uzgalu skaitu.

Eluata tilpums

Eluata tilpums jaizvélas skarienekrana. Atkariba no parauga veida un DNS satura galigais eluata
tilpums var bat par dz pat 15 yl mazaks neka atlasitais tilpums. Ta ka eluata tilpums var
atSkirties, ieteicams parbaudit faktisko eluata tilpumu, kad izmantojat automatizétu testu
komplekta sistému, kas neparbauda eluata tilpumu pirms parneses. EluéSana ar mazaku tilpumu
palielina galigo DNS koncentraciju, tomér nedaudz samazina ieguves apjomu. leteicams izmantot

tadu eluata tilpumu, kas ir piemérots paredzétajam lejupvérstajam lietojumam.
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Parauga materiala sagatavoSana

Stradajot ar kimiskam vielam, vienmér valkajiet piemérotu laboratorijas halatu, vienreizéjas
lietoSanas cimdus un aizsargbrilles. Lai sanemtu papildinformaciju, iepazistieties ar attiecigajam
dro8ibas datu lapam (Safety Data Sheets, SDS), kas ir pieejamas pie produkta piegadataja.

Svariga informacija pirms darba sakSanas

® QIAsymphony magnétiskas dalinas vienlaicigi attira RNS un DNS, ja tas atrodamas
parauga. Lai "dz minimumam samazinatu RNS saturu parauga, pievienojiet paraugam

RNazi A darbiba, kas noradita atbilstoSaja priekSapstrades protokola.
Pirms darba sakSanas javeic Sadas darbibas

® Parbaudiet, vai buferSkiduma ATL ir baltas nogulsnes. Ja nepiecieSams, inkubgjiet

e lericé ThermoMixer® vai maisitaja—inkubatora iestatiet atbilsto$ajai priekSapstradei

nepiecieSamo temperatdru.*

Audi

DNS attiriSanai var izmantot gan svaigus, gan sasaldétus audus. legitais DNS apjoms un
kvalitate ir atkariga no audu veida, avota un glabaSanas apstakliem. Svaigus audus pirms
apstrades var sagriezt nelielos gabalinos un glabat —20 °C vai —80 °C temperatara. Visparigi ir
ieteicams izmantot augsta satura protokolu, kas nodroSinas palielinatu DNS ieguves apjomu.
Zema satura protokols kopa ar 50 pl eluata tilpumu ir ieteicams tikai gadijumos, kad lejupvérstai
analizei nepiecieSama augsta DNS koncentracija. Ja informacija par paredzamo ieguves apjomu
nav pieejama, ieteicams sakt darbu ar 25 mg parauga materiala, izmantojot augsta satura
protokolu, ka art eluata tilpumu 200 pl. Atkartba no ieguves apjoma parauga lielumu turpmakajos
preparatos var palielinat un eluata tilpumu — samazinat. Nemiet véra, ka parslogotas sagataves
kopa ar nelielu eluata tilpumu var izraisit magnétisku dalinu parnesi eluata, ka ari negativi

ietekmét DNS tirtbu un lejupvérsto analizi.

Audu priekSapstrades protokols

1.  Parnesiet audu paraugu 2 ml mikrocentrifigas stobrina (nav ieklauts komplektacija).

2. Pievienojiet 220 pl buferS8kiduma ATL.

* Parliecinieties, vai instrumenti ir parbaudtti, apkopti un kalibréti saskana ar razotaja ieteikumiem.
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3. Pievienojiet 20 pl proteinazes K un samaisiet, viegli piesitot pie stobrina.
Piezime. Izmantojiet proteniazi K no QIAsymphony DSP DNS Mini Kit enzimu stativa.

4. levietojiet stobrinu ierficé ThermoMixer vai maisitaja—inkubatora un inkubégjiet 56 °C

Piezime. LizéSanas laiks ir atkarigs no apstradajamo audu veida. Vairakuma gadijumu
lizéSana tiek pabeigta 3 stundu laika. Ja liz€Sana nav pabeigta péc 3 stundam, par ko
liecina nesSkistoSa materiala vai izteikti viskoza lizata klatbatne, lizéSanas laiku var
palielinat vai nekistoSu materialu var nonemt, izmantojot centrifugé8anu, ka aprakstits

6. darbiba. LizéSanu var veikt visu nakti — tas neietekmeé preparéSanu.

5. Lailidz minimumam samazinatu RNS saturu paraug3, pievienojiet 4 ul RNazes A (100 mg/ml)

un inkubé&jiet 2 mindtes istabas temperattra (15-25 °C); péc tam veiciet 6. darbibu.

6. Homogenizéjiet paraugu, vairakas reizes pipetéjot uz augSu un uz leju.
Piezime. Ja joprojam konstatéjat nesSkistoSa materiala klatbatni, centrifugéjiet rezima
3000 x g 1 mindti.

7. Uzmanigi parnesiet 220 pl supernatanta paraugu stobrinos, kas ir saderigi ar
QIAsymphony SP paraugu turétaju.
Pilnu sarakstu ar saderigiem paraugu stobriniem skatiet vietné
www.giagen.com/goto/dsphandbooks. leteicams izmantot 2 ml stobrinus (piem., Sarstedt®
kat. nr. 72.693 vai 72.608).

FFPE audi

Standarta procediaras fiksacijai formalina un iegulSanai parafina vienmér rada ievérojamu
nukletnskabju sadrumstalo$anos. Lai ierobezotu DNS sadrumstalo$anos, veiciet talak noraditas
darbibas.

® Péc iespéjas drizak péc kirurgiskas nonemsanas nofikséjiet paraugus 4—10% formalina $kiduma.
e Fiksacijas laikam jabut 14—24 stundas (ilgaks fiksacijas laiks izraisa izteiktaku DNS

sadrumstalo$anos, kas savukart samazina lejupvérstu testu efektivitati).

® Pirms iegulSanas rupigi dehidréjiet paraugus (lieks formalins var ierobezot proteindzes K
noardisanu).

DNS attiri8anai paredzétajam sakuma materialam jabat svaigi sagrieztam FFPE audu dalam.
Viena preparata var apstradat ldz pat 4 dalam, kur katras dalas biezums neparsniedz 10 pm, vai
[[dz 8 dalam, kur katras dalas biezums neparsniedz 5 ym un virsmas laukums neparsniedz
250 mm?. Ja informacija par sakotnéjo materialu nav pieejama, ieteicams sakt darbu ar ne vairak
ka 3 dalam viena preparata. Atkartba no DNS ieguves apjoma un tiribas turpmakos preparatos

var izmantot [idz pat 8 dalam.
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Piezime. FFPE audu protokoli ir 1pasi izstradati, lai kopigi attiritu tikai mazu RNS daudzumu.
Tadéjadi fotometrijas mérijuma vértiba bls mazaka, salidzinot ar vértibdm, ko nodroSina
manualais QlAamp® DSP DNS FFPE audu komplekts.

FFPE audu priekSapstrades protokols
1. metode: deparafinizacija, izmantojot deparafinizacijas Skidumu

1.  Arskalpeli nonemiet lieko parafinu no paraugu bloka.
2.  Sagrieziet I1dz 4 dalam 10 pm biezuma vai lidz 8 dalam 5 pm biezuma.
Piezime. Ja parauga virsma ir nonakusi saskaré ar gaisu, utilizéjiet pirmas 2—-3 dalas.

3. Nekavejoties ievietojiet dalas 2 ml Sarstedt stobrina (nav ieklauts komplektacija; kat. nr.

72.693 vai 72.608), kas ir saderigs ar QIAsymphony SP stobrinu turétaju.
4.  Dalam pievienojiet 200 pl bufer8kiduma ATL.
5.  Pievienojiet 20 pl proteniazes K.
Piezime. Izmantojiet proteniazi K no QIAsymphony DSP DNA Mini Kit enzimu stativa.

6.  Pievienojiet 160 pl vai 320 pl deparafinizacijas Skiduma (skatiet talak sniegto tabulu) un
sajauciet saskalinot.

Dalu biezums Dalu skaits Deparafinizacijas Skiduma tilpums
5 pm 1-4 160 pl
5-8 320 pl
10 ym 1-2 160 pl
34 320 pl
7. levietojiet stobrinu iericé ThermoMixer vai maisitaja—inkubatora un inkubgjiet 56 °C

Piezime. LizéSanas laiks ir atkarigs no apstradajamo audu veida. Vairakuma gadijumu
lizéSana tiek pabeigta 1 stundas laika. Ja lizéSana nav pabeigta péc 1 stundas, par ko
liecina neskistoSa materiala klatbatne, lizéSanas laiku var palielinat vai neSkistosu
materialu var ekstrudét, izmantojot centrifugéSanu, ka aprakstits 10. darbiba. LizéSanu var

veikt visu nakti — tas neietekmé preparésanu.
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10.
11.

Inkubégjiet 90 °C temperatara 1 stundu.

Piezime. Inkubacija 90 °C temperatira buferSkiduma ATL dalgji atce| nukleinskabju
formaldehida parveidoSanu. ligaks inkubacijas laiks vai augstaka inkubacijas temperatdra
var izraistt izteiktaku DNS sadrumstalo$anos. Ja izmantojat tikai vienu sildisanas bloku,
péc inkubacijas 56 °C temperatlra atstajiet paraugu istabas temperatdra, I1dz siltuma
bloka tiek sasniegta 90 °C temperatara.

Lai "dz minimumam samazinatu RNS saturu parauga, zemakaja fazé pievienojiet 2 pl
RNazes A (100 mg/ml) un inkubgjiet 2 mindtes istabas temperatira; péc tam veiciet 10.
darbtbu. Pirms RNazes A pievieno8anas laujiet paraugam atdzist [1dz istabas
temperatirai.

Centrifugéjiet maksimalaja atruma 1 mindti istabas temperatara.

Uzmanigi parvietojiet stobrinus (ar abam fazeém) uz QIAsymphony SP paraugu turétaju.

2. metode: deparafinizacija, izmantojot ksilolu

10.
11.

Ar skalpeli nonemiet lieko parafinu no paraugu bloka.
Sagrieziet I1dz 4 dalam 10 pm biezuma vai lidz 8 dalam 5 pm biezuma.
Piezime. Ja parauga virsma ir nonakusi saskaré ar gaisu, utilizéjiet pirmas 2—-3 dalas.

Nekavéjoties ievietojiet dalas 1,5 vai 2 ml mikrocentrifligas stobrina (nav ieklauts
komplektacija) un pievienojiet paraugam 1 ml ksilola. Aizveriet vaku un energiski
saskaliniet 10 sekundes.

Centrifugéjiet maksimalaja atruma 2 mindtes istabas temperatira.

Nonemiet supernatantu, to pipetéjot. Nenonemiet granulas.

Granulai pievienojiet 1 ml etanola (96—100%) un sajauciet saskalinot.
Piezime. Etanols izvilks lieko ksilolu no parauga.

Centrifugé&jiet maksimalaja atruma 2 mindtes istabas temperatara.

Nonemiet supernatantu, to pipetéjot. Nenonemiet granulas.

Piezime. Uzmanigi nonemiet lieko etanolu, izmantojot smalku pipetes uzgali.

Atveriet stobrinu un inkubéjiet istabas temperattra (15-25 °C) 10 mindtes vai [1dz viss
liekais etanols ir iztvaikojis.

Piezime. Inkubaciju var veikt temperatara Iidz 37 °C.
Atkartoti iemérciet granulu 220 pl buferSkiduma ATL.
Pievienojiet 20 pl proteinazes K un sajauciet saskalinot.

Piezime. Izmantojiet proteniazi K no QIAsymphony DSP DNA Mini Kit enzimu stativa.
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12.

13.

14.
15.

16.

Piezime. LizéSanas laiks ir atkarigs no apstradajamo audu veida. Vairakuma gadijumu
lizéSana tiek pabeigta 1 stundas laika. Ja lizéSana nav pabeigta péc 1 stundas, par ko
liecina nesSkistoSa materiala klatbdtne, lizéSanas laiku var palielinat vai neskistoSu
materialu var nonemt, izmantojot centrifugéSanu, ka aprakstits 16. darbiba. LizéSanu var

veikt visu nakti — tas neietekmé preparésanu.
Inkubégjiet 90 °C temperattara 1 stundu.

Piezime. Inkubacija 90 °C temperatara bufer8kiduma ATL dalgji atce| nukleinskabju
formaldehida parveidoSanu. ligaks inkubacijas laiks vai augstaka inkubacijas temperatdra
var izraistt izteiktaku DNS sadrumstalo$anos. Ja izmantojat tikai vienu sildiSanas bloku,
péc inkubacijas 56 °C temperatira atstajiet paraugu istabas temperatara, lldz siltuma
bloka tiek sasniegta 90 °C temperatira.

Neilgi centrifugéjiet paraugu, lai nonemtu vaka iekSpusé esosos pilienus.
Lai "dz minimumam samazinatu RNS saturu paraug3, pievienojiet 2 ul RNazes A

(200 mg/ml) un inkubéjiet 2 mindtes istabas temperatira; péc tam veiciet 16. darbibu.
Pirms RNazes A pievienoSanas laujiet paraugam atdzist [idz istabas temperatarai.

Uzmanigi parnesiet 220 pl lizata paraugu stobrinos, kas ir saderigi ar QIAsymphony SP

paraugu turétaju.

Piezime. Ja lizats satur nenoarditu materialu, centrifugéjiet maksimalaja atruma 2 mindtes
istabas temperattra un tikai péc tam parnesiet supernatantu paraugu stobrinos. Pilnu
sarakstu ar saderigiem paraugu stobriniem skatiet vietné
www.giagen.com/goto/dsphandbooks. leteicams izmantot 2 ml stobrinus (piem., Sarstedt,
kat. nr. 72.693 vai 72.608).

Parskatijumu vésture

Dokumenta parskatijumu vésture

R3 12/2017 QIAsymphony programmataras versijas 5.0 atjauningjums

Jaunako informaciju par licencésanu, ka art uz konkrétiem izstradajumiem attiecinamas atrunas

skatiet attieciga QIAGEN® komplekta rokasgramata vai lietotaja instrukcijas. QIAGEN komplektu

lietotaja rokasgramatas un lietotaja instrukcijas ir pieejamas www.giagen.com, ka art tas var

pieprasit QIAGEN tehniska atbalsta centros vai pie vietéjiem precu izplatitajiem.

Precu zimes: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp®, QIAsymphony® (QIAGEN Group); Sarstedt® (Sarstedt AG and Co); ThermoMixer® (Eppendorf AG). Nedrikst uzskatit,
ka $aja dokumenta minétos registrétos nosaukumus, precu zimes u.c. neaizsarga likums, pat ja pret&jais nav fpasi noradits.
12/2017 HB-0977-S01-003 © 2017 QIAGEN, visas tiesibas aizsargatas.
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