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Domeniul de utilizare

Kitul QlIAamp DSP DNA FFPE Tissue este un sistem care foloseste tehnologia membranei
de siliciu (tehnologia QIAamp) pentru izolarea si purificarea ADN-ului genomic din
specimenele biologice fixate in formol, incorporate in parafina (formalin-fixed, paraffin-
embedded, FFPE).

Produsul este destinat utilizatorilor profesionisti, precum tehnicienii si medicii, care au
pregatire in tehnicile biologiei moleculare pentru diagnosticare in vitro (in vitro diagnostic,
IVD); se foloseste pentru prepararea manuala a probelor si nu duce la rezultate cantitative

sau calitative.
Rezumat si explicatii

Kitul QlAamp DSP DNA FFPE Tissue este folosit pentru purificarea ADN-ului din sectiunile
de tesut FFPE. Se foloseste microtehnologia QlAamp de purificare a ADN-ului genomic si
mitocondrial din volume si dimensiuni mici de proba. Kitul combina proprietatile de a forma

selectiv legaturi ale membranei pe baza de siliciu cu varii volume de eluare.

Conditiile de liza permit ADN-ului genomic sa fie purificat eficient din sectiunile de tesut
FFPE fara a fi necesara incubarea peste noapte. Incubarea la o temperatura ridicata dupa
ce digestia proteinazei K Tnlatura partial legarea incrucisata cu formol a ADN-ului eliberat
are potentialul de a imbunatati randamentul si performanta ADN-ului Tn procedurile
ulterioare. Remarcati ca ADN-ul izolat din probe FFPE are o masa moleculara mai mica
decat ADN-ul din probe proaspete sau inghetate. Gradul de fragmentare depinde de tipul si
de vechimea probei, precum si de conditiile folosite pentru fixare.

Dupa liza probei, simpla procedura QlAamp DSP DNA FFPE Tissue este potrivita pentru

procesarea simultana a mai multor probe.
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Validarea performantei sistemului pentru orice proceduri utilizate in laborator care nu fac
obiectul studiilor de evaluare a performantei QIAGEN descrise in manual constituie
raspunderea utilizatorului.

Principiul procedurii

Procedura QlAamp DSP DNA FFPE Tissue cuprinde sase pasi (Figura 1):

e Eliminarea parafinei; Parafina se dizolva in xilen si este indepartata
® Liza: Proba se lizeaza la 56°C in conditii de denaturare cu proteinaza K
e TIncalzirea: Incubarea la 90°C actioneaza impotriva legarii incrucisate cu formol

® Formarea legaturii: ADN-ul se leaga de membrana, iar substantele contaminante sunt
spalate

® Spalarea: Reziduurile contaminante sunt spalate

® Eluare: ADN-ul pur, concentrat este indepartat de pe membrana prin eluare
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QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Procedure
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Figura 1. Procedura QlAamp DSP DNA FFPE Tissue.
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Materiale furnizate

Continutul kitului

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (50).
Nr. de catalog 60404
Numarul de reactii 50
QlAamp QIAamp MinElute Columns with COL 50
MinElute® Wash Tubes (Coloane QlAamp
MinElute cu tuburi de spalare)

WT Wash Tubes (Tuburi de spalare) WASH| TUBE 3 x50
(2 ml)

ET Elution Tubes (Tuburi de eluare) TUBE 50
(1,5 ml)

LT Lysis Tubes (Tuburi de liza) TUBE 50
(2 ml)

ATL Tissue Lysis Buffer (Solutie LYS [ BUF ] 10 ml
tampon pentru liza tesuturilor)

AL Lysis Buffer* (Solutie tampon | LYS | BUF | 12 ml
pentru liza*)

AW1 Wash Buffer 1* (concentrate) | WASH | BUF | 1 |co~c| 19 ml
(Solutie tampon pentru spalare 1*
(concentrata))

AW2 Wash Buffer 2t (concentrate) [wasH TBuF] 2 JcoNC] 13 ml
(Solutie tampon pentru spalare 21
(concentratd))

ATE Elution Buffer" (Solutie tampon [ ELU | BUF ] 12ml
pentru eluare’)

PK Proteinase K (Proteinaza K) 1,25 ml

- Instructiuni de utilizare (manual) 1

* Contine saruri de guanidina. Nu este compatibil cu dezinfectantele care contin substante de albire. Consultati

-+

pagina 10pentru atentionari si precautii.

Contine azida de sodiu cu rol de conservant.
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Materiale necesare care nu sunt furnizate

Atunci cand lucrati cu substante chimice, purtati intotdeauna un halat de laborator adecvat,
manusi de unica folosinta si ochelari de protectie. Pentru informatii suplimentare, consultati
fisele cu date de sigurantd (FDS) corespunzatoare, disponibile de la furnizorul produsului.

Reactivi

e Xilen

e Etanol (96-100%)*

Consumabile

e Daca se ia decizia de a nu utiliza tuburile furnizate in kit, recomandam tuburile de
microcentrifugare de 1,5 ml sau 2 ml (pentru pasii de liza) si tuburile de
microcentrifugare de 1,5 ml (pentru pasii de eluare) (disponibile de la Eppendorf®
[Safe-Lock: nr. cat. 022363204, US; nr. cat. 0030 120.086, Europa] sau de la Sarstedt
[nr. cat. 72.690]). Recomandam tuburile in forma conica, cu capac sigur, care nu sunt
sensibile la ADN-aza sau ARN-aza.

® Pipete si varfuri de pipete (pentru a evita contaminarea incrucisata, recomandam in

special varfurile de pipete cu bariere pentru aerosoli)

Echipament

e Termomixer, incubator orbital incalzit, bloc de incalzire sau baie de apa care pot oferi
conditiile de incubare la 56°C, 70°C si 90°C
e Microcentrifuga® cu rotor pentru tuburi de 2 mi

® Vortex

* A nu se utiliza alcool denaturat care contine alte subtante precum metanol sau butanona.

T Pentru a asigura ca probele sunt procesate adecvat in procedurile QlAamp DSP DNA FFPE, recomandam in
special ca instrumentele sa fie calibrate respectand instructiunile producatorilor.
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Avertizari si precautii
A se utiliza pentru diagnosticarea in vitro

Atunci cand lucrati cu substante chimice, purtati intotdeauna un halat de laborator adecvat,
manusi de unica folosinta si ochelari de protectie. Pentru informatii suplimentare, va rugam
sa consultati fisele cu date de securitate (FDS) corespunzatoare. Acestea sunt disponibile
online in format PDF, compact si usor de folosit, la adresa www.giagen.com/safety, unde
puteti gasi, vizualiza si tipari FDS pentru fiecare kit QIAGEN® si pentru componentele kitului.

ATENTIE: NU adaugati solutii de albire sau solutii acide direct in

deseurile rezultate din prepararea probelor.

Solutiile tampon AL si AW1 contin clorhidrat de guanidina, care, in combinatie cu solutiile de

albire, poate forma compusi cu reactivitate ridicata.

Daca lichidul care contine solutia tampon se varsa, curatati cu un detergent adecvat pentru
laborator si cu apa. Daca lichidul varsat contine agenti potential infectiosi, curatati intéi zona
afectata cu detergent pentru laborator si cu apa, iar apoi cu hipoclorit de sodiu 1% vol.

Urmatoarele fraze de pericol si de precautie se aplica pentru componentele kitului QlAamp
DSP DNA FFPE Tissue.
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Solutie tampon AL

Contine: clorhidrat de guanidina, acid maleic. Atentie! Poate fi nociv in caz de inghitire
sau inhalare. Provoaca iritarea pielii. Provoaca o iritare grava a ochilor. Poate provoca
o reactie alergica a pielii. Daca iritarea ochilor persista: Consultati medicul. IN CAZ DE
CONTACT CU OCHlII: clatiti cu atentie cu apa timp de mai multe minute. Scoateti
lentilele de contact, daca este cazul si daca acest lucru se poate face cu usurinta.
Continuati sa clatiti. Scoateti imbracamintea contaminata si spalatj-o nainte de
reutilizare. IN CAZ DE CONTACT CU PIELEA: spélati cu multa apa si sdpun. in caz de
iritare a pielii: consultati medicul. Purtati m@nusi de protectie/imbracaminte de
protectie/echipament de protectie a ochilor/echipament de protectie a fetei.

&

Solutie tampon ATL
Atentie! Provoaci iritarea ugoara a pielii. in caz de iritare a pielii: consultati medicul.

&

Solutie tampon AW1

Contine: clorhidrat de guanidina. Atentie! Nociv in caz de inghitire sau inhalare.
Provoaca iritarea pielii. Provoaca o iritare grava a ochilor. Sunati la un CENTRU DE
INFORMARE TOXICOLOGICA sau un medic, daca nu v& simtiti bine. Aruncatj
continutul/recipientul la o unitate autorizata de eliminare a deseurilor. Scoateti
imbracamintea contaminata si spalati-o Tnainte de reutilizare. Purtati manusi de
protectie/imbracaminte de protectie/echipament de protectie a ochilor/echipament de
protectie a fetei.

&

Proteinaza K

Contine: Proteinaza K. Pericol! Provoaca iritarea usoara a pielii. Poate provoca
simptome de alergie sau astm sau dificultati de respiratie in caz de inhalare. Evitati sa

* inspirati praful/fumul/gazul/ceata/vaporii/spray-ul. Aruncati continutul/recipientul la o
unitate autorizatd de eliminare a deseurilor. in caz de simptome respiratorii: Sunatila
un CENTRU DE INFORMARE TOXICOLOGICA sau un medic. IN CAZ DE
INHALARE: Daca respiratia este dificild, transportati victima la aer liber si mentineti-o
n stare de repaus intr-o pozitie confortabild pentru respiratie. Purtati echipament de
protectie respiratorie.

Depozitarea si manipularea reactivilor

Coloanele QlAamp MinElute trebuie depozitate la 2—8°C la livrare si pot fi utilizate pana la
data expirarii indicata pe cutia kitului.

Toate solutiile tampon pot fi depozitate la temperatura camerei (15-25°C) si pot fi utilizate
pana la data expirarii kitului. Cu toate acestea, solutiile tampon reconstituite AW1 si AW2
pot fi depozitate la temperatura camerei (15-25°C) pentru maximum 1 an sau pana la data

de expirare a kitului, oricare dintre aceste perioade este mai scurta.
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Kitul QlAamp DSP DNA FFPE Tissue contine o solutie deja pregatitd de proteinaza K,
furnizata in solutia tampon speciald de depozitare. Proteinaza K este stabila pana la data

de expirare a kitului daca este depozitata la temperatura camerei (15-25°C).

Manipularea si depozitarea probelor

Procedurile standard de fixare in formol si incorporare in parafina trebuie folosite pentru a

limita extinderea fragmentarii ADN-ului. Asigurati-va ca:

® Fixati probele de tesut in formol conform protocolului de laborator (este acceptat in
general formol in solutie tampon neutra 10%) cat se poate de repede dupa recoltarea

lor chirurgicala.

® | asati 14—24 ore pentru fixare. Limitati timpul de fixare, deoarece un timp prelungit de
fixare (de exemplu, >24 ore) poate amplifica fragmentarea ADN-ului, determinand o
performanta redusa in procedurile ulterioare).

e Deshidratati complet probele inainte de incorporare (formolul rezidual poate impiedica

digestia proteinazei K).

ADN-ul este eluat in solutia tampon ATE si poate fi folosit imediat in reactiile de amplificare
sau pentru depozitare (conditiile variaza in functie de cerintele utlizatorului). Consultati
manualele de instructiuni relevante ale kitului pentru conditile de depozitare recomandate
pentru procedurile ulterioare QIAGEN specifice.
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Procedura

Elemente importante inainte de incepere

Toti reactivii furnizati in kitul QlIAamp DSP DNA FFPE Tissue sunt destinati pentru a fi
utilizati exclusiv cu ceilalfi reactivi din acelasi kit QI Aamp DSP DNA FFPE Tissue.
Tnlocuirea reactivilor din kit duce la diminuarea performantei.

La primirea kitului, asigurati-va ca nu exista deteriorari ale componentelor. Daca
ambalajele sau recipientele cu solutii tampon sunt deteriorate, contactati Serviciile
Tehnice QIAGEN sau distribuitorul local. Daca exista scurgeri de lichid, consultati
JAvertizari si precautii”, pagina 10). Nu utilizati componente deteriorate, intrucat acest
fapt poate duce la diminuarea performantei kitului.

Nu utilizati componente din alte kituri decat daca aceste kituri provin din acelasi lot.
Evitati contaminarea microbiana a reactivilor din kit.

Kitul trebuie folosit doar de personal calificat in practicile de laborator pentru
diagnosticare in vitro.

Utilizati intotdeauna manusi din latex sau vinil cand lucrati cu reactivii si probele pentru a
preveni contaminarea de la suprafata pielii sau de la echipamentul de laborator prafuit.
Mainile si particulele de praf sunt mediul propice bacteriilor si mucegaiurilor, fiind o sursa
de contaminare tipica. Schimbati frecvent manusile si tineti tuburile inchise.

Solutiile tampon nefolosite, efluentii (flow-throughs) si resturile probelor trebuie
aruncate conform procedurilor locale.

Daca folositi propriul echipament din plastic, este recomandata utilizarea tuburilor
conice din polipropilena, de 1,5-2 ml, cu capac sigur, de unica folosinta, care nu permit
legarea ARN-azelor si ADN-azelor.

Toti pasii de centrifugare se efectueaza la temperatura camerei (15-25°C).

Toate solutiile tampon trebuie depozitate la temperatura camerei (15-25°C) si trebuie
amestecate bine Thainte de utilizare.

13
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® Pentru a fi folosit in pasul 11, setati termomixerul sau incubatorul orbital incalzit la
56°C. Termomixerul sau incubatorul orbital Tncalzit pot fi inlocuite de un bloc de
incalzire sau de o baie de apa.

® Daca solutiile tampon AL sau ATL contin precipitate, acestea se dizolva incalzind la
70°C si agitand usor.

® Asigurati-va ca solutiile tampon AW1 si AW2 au fost pregatite urmand instructiunile de
mai jos.

® Procedurile de control al calitatii de la QIAGEN includ testarea functionalitatii pentru

fiecare lot de kituri. Nu amestecati reactivi din loturi de kituri diferite si nu combinati
reactivi individuali din loturi de reactivi diferite.

Prepararea solutjilor tampon

Prepararea solutiei tampon ATL

e Inainte de inceperea procedurii, verificati daca in solutia tampon ATL s-a format un
precipitat. Daca este necesar, dizolvati prin incalzire la 70°C, agitand usor.

Prepararea solutiei tampon AL

e Tnainte de inceperea procedurii, verificati dacé in solutia tampon AL s-a format un
precipitat. Daca este necesar, dizolvati prin incalzire la 70°C, agitand usor.
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Pregatirea solutiei tampon AW 1

® Se adauga 25 ml etanol (96-100%) in recipientul continand 19 ml solutie tampon AW1
concentrata. Bifati casuta de pe eticheta recipientului pentru a indica adaugarea
etanolului. Solutia tampon reconstituita AW1 poate fi depozitata la temperatura camerei
(15-25°C) pentru maximum 1 an sau pana la data de expirare a kitului, oricare dintre
aceste perioade este mai scurta. Recomandam notarea datei la care solutia a fost
reconstituita pe eticheta solutiei tampon.

Nota: Thainte de inceperea procedurii, amestecat solutia tampon reconstituitd AW1
prin agitare.

Pregatirea solutiei tampon AW2

® Se adauga 30 ml etanol (96-100%) in recipientul continand 13 ml solutie tampon AW2
concentrata. Bifati casuta de pe eticheta recipientului pentru a indica adaugarea
etanolului. Solutia tampon reconstituita AW2 poate fi depozitata la temperatura camerei
(15-25°C) pentru maximum 1 an sau pana la data de expirare a kitului, oricare dintre
aceste perioade este mai scurta. Recomandam notarea datei la care solutia a fost
reconstituita pe eticheta solutiei tampon.

Nota: Thainte de inceperea procedurii, amestecati solutia tampon AW2 reconstituita
prin agitare.

Materialul de inceput

Materialul de Tnceput Tn purificarea ADN-ului consta Tn sectiuni preparate de tesut FFPE
(ideal proaspat preparate). Sectiuni multiple pot fi combinate intr-o preparare. Daca nu aveti
informatii despre natura materialului de inceput, recomandam sa incepeti cu cel mult trei
sectiuni intr-o preparare.

Utilizatorul trebuie sa optimizeze numarul de sectiuni, grosimea si suprafata acestora pentru
fiecare procedurd din laborator. In cazul in care kitul este folosit complementar cu o

procedura ulterioara QIAGEN, consultati manualul de instructiuni aferent.

15 Manual de instructiuni pentru kitul QlAamp DSP DNA FFPE Tissue 02/2017



Procedura de manipulare pentru evitarea contaminarii incrucisate

Datorita sensibilitatii tehnologiilor de amplificare a acizilor nucleici, urmatoarele precautii
sunt necesare in timpul manipularii coloanelor QlAamp MinElute pentru a evita

contaminarea incrucisata a probelor:

® Nu umpleti pana la refuz tuburile cu tesut.
® Schimbati bisturiul intre probe cand manipulati tesutul.

e |Introduceti cu atentie proba sau solutia in coloana QlAamp MinElute. Pipetati proba in
coloana QlAamp MinElute fara a umezi gura coloanei.

® Schimbati intotdeauna varfurile pipetelor intre transferurile de lichide. Recomandam
utilizarea varfurilor de pipete cu bariere pentru aerosoli.

e Utilizati intotdeauna tuburi de spalare noi cand efectuati pasi de spalare a probei.

® Asigurati-va ca tuburile sunt perfect inchise inainte de procedurile care implica vortexul
si centrifuga.

® Asigurati-va ca inainte de centrifugare coloana QlAamp MinElute este perfect inchisa.

® Dupa agitarea pulsata cu ajutorul vortexului si pasii de incubare la 90°C, centrifugati
scurt tuburile de microcentrifugare pentru a indeparta picaturile de pe interiorul
capacelor.

® Deschideti o singura coloana QlAamp MinElute o data si asigurati-va ca evitati
formarea de aerosoli.

® Schimbati intotdeauna bisturiul intre probe.

® Schimbati intotdeauna varfurile pipetelor intre transferurile de lichide. Pentru a reduce
la minimum contaminarea incrucisata, recomandam utilizarea varfurilor de pipete cu
bariere pentru aerosoli si evitarea utilizarii pipetelor pentru mai mulfi pasi.

e Utilizati intotdeauna manusi de unica folosinta si verificati periodic daca au fost
contaminate cu proba. Aruncati manusile daca aveti suspiciunea ca sunt contaminate.

® Deschideti un singur tub o data.
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Centrifugare

Coloanele QlAamp MinElute Tncap Tnh majoritatea tuburilor de microcentrifugare de 1,5-2 ml.
Tuburi de spalare de 2 ml sunt de asemenea disponibile separat. (QIAGEN, nr. cat. 19201).
Centrifugarea coloanelor QlAamp MinElute este efectuata la aproximativ 6000 x g pentru a
reduce zgomotul centrifugei. Centrifugarea la viteza maxima nu va imbunatati randamentele
ADN-ului. Cu toate acestea, centrifugarea coloanelor QlAamp MinElute la viteza maxima
este necesara in doi pasi ai procedurii: atdt in pasul de centrifugare uscata dupa ce
membranele sunt spalate, cat si in pasul de eluare. Centrifugarea la viteza maxima este de
asemenea necesara pentru a sedimenta proba dupa tratamentul cu xilen si dupa pasul de

spalare cu etanol.

Toti pasii de centrifugare trebuie efectuati la temperatura camerei (15-25°C). Temperatura

scazuta de centrifugare poate duce la o extractie suboptima.
Procesarea coloanelor QlAamp MinElute in microcentrifuga

e inchidetj intotdeauna coloanele QlAamp MinElute inainte de a le introduce in

microcentrifuga.

e Evitafi sa atingeti membrana coloanei QIAamp MinElute cu varful pipetei.

e Fractiile de efluenti (flow-through) pot contine deseuri periculoase si trebuie eliminate
corespunzator.

® Pentru procesarea eficienta in paralel a mai multor probe, recomandam pregatirea unui
suport cu tuburi de spalare goale, in care ulterior coloanele QlAamp MinElute pot fi
transferate dupa centrifugare. Tuburile de spalare folosite continand efluent
(flow-through) pot fi aruncate si noile tuburi de spalare continand coloanele QlAamp

MinElute pot fi introduse direct in microcentrifuga.

® Asigurati-va ca puteti urmari probele in decursul intregului proces.
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Eluarea ADN-ului purificat

Pentru proceduri ulterioare care necesita volume de inceput reduse (precum unele evaluari
PCR), un eluat mai concentrat poate creste senzitivitatea evaluarii, dar poate determina si o

crestere in concentratie a potentialilor inhibitori.
O crestere in volumul de eluat va reduce concentratia de ADN din eluat.

Volumul de eluat recuperat poate fi cu aproximativ 5 yl mai redus decat volumul de solutie
tampon ATE aplicata in coloana QlAamp MinElute. De exemplu, un volum de eluare de 20 pl
rezulta in 215 pl eluat. Volumul de eluat recuperat depinde de natura probei.

Este responsabilitatea utilizatorului sa optimizeze volumul de eluare pentru fiecare
procedura utilizata in laborator. Consultati manualele de instructiuni ale kitului pentru
volumele de eluare recomandate pentru procedurile ulterioare QIAGEN specifice.

Randamentele pot fi crescute daca fnainte de centrifugare, pentru 5 minute, coloana se
incubeaza cu solutie tampon ATE la temperatura camerei. ADN-ul eluat poate fi colectat in
tuburi de 1,5 ml (furnizate). Conditiile de depozitare pentru ADN-ul eluat depind de conditiile
stabilite de utilizator. Consultati manualele de instructiuni ale kitului pentru conditiile de
depozitare recomandate pentru procedurile ulterioare QIAGEN specifice.
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Protocol: Izolarea ADN-ului genomic din
sectiunile de tesut FFPE

Procedura

1.
2.

Folosind un bisturiu, indepartati excesul de parafina de pe blocul de proba.

Taiati sectiunile respectand standardele practicilor de laborator (consultati ,Materialul
de Tnceput”, pagina 15). Utilizatorul trebuie sa optimizeze numarul de sectiuni,
grosimea si suprafata acestora pentru fiecare procedura din laborator. Asigurati-va ca
probele pot fi urmarite pe parcursul intregii proceduri.

Detasati imediat tesutul de sectiuni utilizand un bisturiu steril introducandu-I intr-un tub de
liza (furnizat). Asigurati-va ca toate tesuturile disponibile sunt introduse n tub. Adaugati
1 ml xilen in proba, inchideti capacul si agitati puternic cu vortexul pana cand parafina se
dizolva (de exemplu, 10 s). Asigurati-va ca tubul este perfect inchis pentru a evita
scurgerea xilenului, contaminarea incrucisata a probelor si posibilul contact cu xilenul.
Nota: Utilizati xilen Tn nisa sau n alt aparat adecvat.

Centrifugati la viteza maxima pentru aproximativ 2 minute la temperatura camerei

pentru a colecta peletul de tesut. Daca nu se formeaza pelet de {esut, repetati pasul.

Nota: Temperatura scazuta de centrifugare poate duce la o extractie suboptima.

. Indepartati lichidul supernatant pipetandu-I si eliminandu-l. P&strati peletul.

Lichidul supernatant contine xilen, un deseul periculos care trebuie eliminat conform cu
reglementarile locale.

Adaugati 1 ml etanol (96-100%) la peletul de tesut si amestecati cu ajutorul vortexului.

Etanolul extrage xilenul rezidual din proba si trebuie eliminat corespunzator.
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7. Centrifugati la viteza maxima pentru aproximativ 2 minute la temperatura camerei.
Eliminati lichidul supernatant prin pipetare. Nu indepartati peletul.

Indepartati cu griji etanolul rezidual folosind un varf fin de pipeta. Deschideti tubul si
incubati-l la 15-40°C pana cand etanolul rezidual este evaporat. indepértarea
etanolului rezidual este cruciala pentru succesul extractiei.

Nota: O temperatura de incubare mai scazuta incetineste timpul de evaporare, in timp
ce o temperatura mai ridicata poate usca peletul prea mult, facand dificila obtinerea
suspensiei.

8. Resuspendati peletul in 180 pl solutie tampon ATL. Adaugati 20 pl Proteinaza K si
amestecati cu ajutorul vortexului.

Nota: Peletul trebuie sa fie bine resuspendat in solutia tampon ATL pentru a asigura
reconstituirea sa cu randament maxim.

9. Incubati la 56°C * 3°C pentru aproximativ 1 ora (pana cand proba este perfect lizata).
10.Incubati la 90°C * 5°C pentru 1 ora + 5 minute.

Incubarea la 90°C in solutie tampon ATL inverseaza partial modificarea indusa de
formaldehida asupra acizilor nucleici. Timpii de incubare mai redusi sau temperaturile
de incubare mai scazute pot influenta calitatea si cantitatea ADN-ului. Daca folositi un
singur bloc de incalzire, lasati proba la temperatura camerei dupa incubarea la 56°C
pana cand blocul atinge temperatura de 90°C.

11.Centrifugati scurt tubul pentru a indeparta picaturile de pe interiorul capacului.

12.Adaugati 200 pl solutie tampon AL in proba si amestecati cu ajutorul vortexului. Apoi
adaugati 200 pl etanol (96-100%) si amestecati cu ajutorul vortexului.

Este esential ca proba, solutia tampon AL si etanolul sa fie amestecate imediat si
complet cu ajutorul vortexului sau pipetand pana la obfinerea unei solutii omogene.
Solutia tampon AL si etanolul pot fi amestecate inainte si addaugate deodata intr-un
singur pas pentru a scuti timp cand sunt procesate mai multe probe. Un precipitat alb
se poate forma la adaugarea solutiei tampon AL si a etanolului. Acest precipitat nu
interfereaza cu procedura QlAamp. Utilizati intotdeauna amestecuri proaspete si
aruncati-le imediat dupa folosire.
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13.Centrifugati scurt tubul pentru a indeparta picaturile de pe interiorul capacului.

14.Transferati cu atentie intregul lizat in coloana QlAamp MinElute (intr-un tub de spalare
de 2 ml) fara a umezi gura coloanei, inchideti capacul si centrifugati la aproximativ
6000 x g pentru 21 minut. Puneti coloana QlAamp MinElute intr-un tub de spalare de
2 ml curat (furnizat) si aruncati tubul de spalare continand efluent (flow-through).

Daca lizatul nu a trecut in totalitate prin membrana dupa centrifugare, centrifugati inca
o data la o viteza mai mare pana cand coloana QlAamp MinElute este goala.

15.Deschideti cu grija coloana QlAamp MinElute si adaugati 500 pl solutie tampon AW1
reconstituita fard a umezi gura coloanei. inchideti capacul si centrifugati la aproximativ
6000 x g pentru =21 minut. Puneti coloana QlAamp MinElute intr-un tub de spalare de
2 ml si aruncati tubul de spalare continand efluent (flow-through).

16.Deschideti cu grija coloana QlAamp MinElute si adaugati 500 pl solutie tampon AW?2
reconstituita fard a umezi gura coloanei. inchideti capacul si centrifugati la aproximativ
6000 x g pentru =21 minut. Puneti coloana QlAamp MinElute intr-un tub de spalare de
2 ml si aruncati tubul de spalare continand efluent (flow-through).

Contactul intre coloana QlAamp MinElute si efluent (flow-through) trebuie evitat.
Asigurati-va ca echilibrati rotorul centrifugei. Unele rotoare de centrifuga vibreaza la
decelerare, fapt ce poate face ca efluentul (flow-through) care contine etanol sa intre in
contact cu coloana QlAamp MinElute. La indepartarea coloanei QlAamp MinElute si a
tubului de spalare din rotor, aveti grija ca efluentul (flow-through) sa nu intre in contact
cu coloana QlAamp MinElute.

17 .Centrifugati la viteza maxima (aproximativ 20.000 x g) pentru aproximativ 3 minute
pentru a usca membrana.

Etanolul ramas in eluat poate interfera cu unele dintre procedurile ulterioare.
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18.Puneti coloana QlAamp MinElute intr-un tub de eluare de 1,5 ml (furnizat) si aruncati
tubul de spalare continand efluentul (flow-through). Deschideti cu atentie capacul
coloanei QlAamp MinElute si aplicati 20—-200 pl solutie tampon ATE la centrul
membranei.

IMPORTANT: Daca utilizati volume de eluare mici (<50 ul), adaugati solutia tampon
ATE direct in centrul membranei pentru a asigura eluarea completd a ADN-ului legat.
Coloanele QlAamp MinElute permit alegerea flexibila a volumului de eluare. Alegeti
volumul conform cerintelor procedurilor ulterioare. Volumul de eluat va fi cu aproximativ
5 pl mai redus decéat volumul de solutie de eluare introdus initial in coloana.

19.Tnchideti capacul si incubati la temperatura camerei (15-25°C) pentru cel putin 1 minut.
Centrifugati la viteza maxima (aproximativ 20.000 x g) pentru =21 minut.

Incubarea coloanei QlAamp MinElute incarcate cu solutie tampon ATE pentru
aproximativ 5 minute la temperatura camerei, inainte de centrifugare, poate creste
randamentul ADN-ului.
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Controlul calitatji

In conformitate cu sistemul de management al calitatii certificat ISO al QIAGEN, fiecare lot
de kituri QlAamp DSP DNA FFPE Tissue este testat in privinta specificatiilor prestabilite,

pentru a asigura calitatea consecventa a produsului.
Limitari

Performanta kitului a fost stabilita utilizand tesuturi fixate in formol, incorporate in parafina
(FFPE) pentru izolarea ADN-ului genomic.

Validarea performantei sistemului pentru orice proceduri utilizate in laborator care nu fac
obiectul studiilor de evaluare a performantei QIAGEN descrise in manual constituie

raspunderea utilizatorului.

Pentru a reduce la minimum riscul de impact negativ asupra rezultatelor de diagnostic,
trebuie utilizate controale adecvate pentru procedurile ulterioare. Pentru validarea ulterioara,
consultati recomandarile Conferintei Internationale pentru Armonizarea Reglementarilor
Tehnice (International Conference on Harmonization of Technical Requirements, ICH) din
ICH Q2 (R1) Validation Of Analytical Procedures: Text And Methodology (Validarea
procedurilor analitice: text si metodologie ICH Q2 (R1)).

Orice rezultate de diagnostic care sunt generate trebuie interpretate ih coroborare cu alte

rezultate clinice sau de laborator.

La utilizarea kitului QlAamp DSP DNA FFPE Tissue, ARN-ul poate fi copurificat cu ADN-ul
daca este prezent in proba.
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Caracteristici de performanta

Vizitati www.giagen.com/p/QlAamp-DSP-DNA-FFPE-Tissue-CE pentru caracteristicile de
performanta ale kitului QlIAamp DSP DNA FFPE Tissue.

Simboluri

Simbolurile urmatoare pot aparea pe ambalaj si etichete:

Definitia simbolului

Contine reactiv suficient pentru <N> reactii

%]
3
o
<

A

z

v

Data de expirare

Dispozitiv medical pentru diagnostic in vitro

La llivrare

Numar catalog
LO Numar de lot

Numarul materialului

Componente

Contine

Numar

SEIEEEIERS I
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Definitia simbolului

Contine reactiv suficient pentru <N> reactii

Scrieti data curenta la adaugarea etanolului in recipient

Etanol

Adaugare

Clorhidrat de guanidina

Acid maleic

Numar de comercializare global articol

Limitari de temperatura

Producator

Consultati instructiunile de utilizare

Atentie
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Date de contact

Pentru asistenta tehnica si informatii suplimentare, consultati Centrul nostru pentru Asistenta
Tehnica la adresa www.giagen.com/Support, sunati la 00800-22-44-6000 sau adresati-va
Departamentelor de Servicii Tehnice ale QIAGEN sau distribuitorilor locali (consultati

coperta a patra sau vizitati www.giagen.com).
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Informatii pentru comanda

Produs Continut Nr. cat.

Kit QlAamp DSP DNA FFPE Tissue — pentru purificarea ADN-ului

genomic din fesuturile incorporate in parafina

QIlAamp DSP DNA FFPE Pentru 50 de preparate ADN: 50 60404
Tissue Kit (50) coloane QlAamp MinElute®,

Proteinaza K, Solutii tampon, Tuburi

de spalare (2 ml), Tuburi de eluare

(1,5 ml), Tuburi de liza (2 ml)

Pentru informatii actualizate privind licentele si clauzele de declinare a raspunderii specifice
produselor, consultati manualul kitului QIAGEN respectiv sau manualul de utilizare.
Manualele kiturilor QIAGEN si manualele de utilizare sunt disponibile la adresa
www.giagen.com sau pot fi solicitate de la Servicile Tehnice QIAGEN sau distribuitorul

dvs. local.
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Marci comerciale: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, MinElute® (QIAGEN Group); Eppendorf® (Eppendorf AG).
Acord de licenta limitat pentru Manualul de instructiuni al kitului QlAamp DSP DNA FFPE Tissue
Utilizarea acestui produs inseamna acceptarea urmatorilor termeni de catre orice cumparator sau utilizator al produsului:

1. Produsul poate fi utilizat doar in conformitate cu protocoalele furnizate impreuna cu produsul si prezentul manual si doar impreuna cu componentele incluse in
trusd. QIAGEN nu acorda nicio licenta pentru niciuna dintre proprietatile sale intelectuale in vederea utilizarii sau incorporérii componentelor incluse in aceasta
trusa cu orice componenta care nu este inclusa in aceasta trusa, daca nu este precizat astfel in protocoalele furnizate impreuna cu produsul, in prezentul manual si
n protocoalele suplimentare disponibile la adresa www.giagen.com. Unele dintre aceste protocoale suplimentare au fost furnizate de utilizatorii QIAGEN pentru
utilizatorii QLAGEN. Aceste protocoale nu au fost testate riguros sau optimizate de QIAGEN. QIAGEN nu le garanteaza si nici nu asigura faptul c& acestea nu
ncalca drepturile tertjlor.

2. in afara de licentele acordate fn mod explicit, QIAGEN nu garanteaza sub nicio forma ca aceasté trusa si/sau utilizarea (utilizarile) acesteia nu incalca drepturile
tertilor.

3. Aceasta trusa si componentele sale sunt licentiate pentru o singuré utilizare si nu pot fi reutilizate, reconditionate sau revandute.
4. QIAGEN declina in mod specific orice licente, explicite sau implicite, altele decat cele declarate in mod explicit.

5. Cumparatorul si utilizatorul trusei accepta sa nu ia masuri si sé@ nu permita niciunei persoane sa ia masuri care ar putea conduce la sau facilita oricare dintre
actiunile interzise prezentate mai sus. QIAGEN poate pune in aplicare interdictiile din acest Acord de licenta limitat& in orice instanta si va recupera toate costurile
anchetelor si cheltuielile de judecata, inclusiv onorariile avocatilor, n orice actiune pentru aplicarea acestui Acord de licenta limitatd sau a oricaruia dintre drepturile
sale de proprietate intelectuala legate de trusa si/sau componentele acesteia.

Pentru termenii actualizati ai licentei, consultati www.giagen.com.

Feb-17 HB-0414-004 © 2017 QIAGEN, toate drepturile rezervate.
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