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Uldine teave

Komplekt QIAsymphony DSP DNA Kit on efte néhtud kasutamiseks in vitro diagnostikas.

Need protokollid on méeldud DNA koguhulga madramiseks kudedest ja formaliinis fikseeritud, parafiini sukeldatud (Formalin-Fixed,

Paraffin-Embedded, FFPE) kudedest, kasutades QIAsymphony SP

seadet ja komplekti QlAsymphony DSP DNA Mini Kit.

Olenevalt proovititbist soovitame kasutada madala sisaldusega (LC) véi karge sisaldusega (HC) proovi. Koed annavad suurema DNA

saagise, kui neid t65deldakse korge sisaldusega protokolliga, kuid vaib kasutada madala sisaldusega protokolli koos véikese eluaadi

mahuga (50 pl), kui vajalik on kérge DNA kontsentratsioon. FFPE-koe jaoks soovitame kasutada madala sisaldusega protokolli.

Madala sisaldusega protokoll

Komplekt

Proovimaterial

Protokolli nimetus

Andliiiisi kontrolli vaikekomplekt
Elueerimismaht

Nautav tarkvaraversioon

N&utud tarkvara konfiguratsioon IVD kasutuseks

* Koeproovide teavet vt kérge sisaldusega protokoll.

Karge sisaldusega protokoll

Komplekt

Proovimaterial

Protokolli nimetus

Analiiiisi kontrolli vaikekomplekt
Elueerimismaht

Nautav tarkvaraversioon

N&utud tarkvara konfiguratsioon IVD kasutuseks

Komplekti QIAsymphony DSP DNA Mini Kit kasutusjuhised (protokollileht)

QlAsymphony DSP DNA Mini Kit (katalooginr 937236)

FFPE-kude ja kude*

Uhte preparaati saab kombineerida kuni 4 FFPE koeliku, mille iga paksus on kuni 10 pm,
voi kuni 8 Iiku, kui paksus on kuni 5 pm ja pindala kuni 250 mm2.

Tissue_LC_200_V7_DSP
ACS_Tissue_LC_200_V7_DSP
50 pl, 100 pl, 200 pl v&i 400 pl
Versioon 4.0 v&i uuem

Vaikeprofiil 1

QlAsymphony DSP DNA Mini Kit (katalooginr 937236)

Kude

Kui eeldatava saagise teave pole saadaval, soovitame alustada 25 mg proovimaterjaliga.
Olenevalt saadud saagisest vaib proovi suurust jérgnevates preparaatides suurendada.

Tissue_HC_200_V7_DSP
ACS_TissueHLC_200_V7_DSP
50, 100, 200 vai 400 pl
Versioon 4.0 v&i uuem

Vaikeprofiil 1
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Vaijalikud, kuid tarnekomplekti mittekuuluvad materjalid
Kaikide proovitiipide jaoks

e Buffer ATL, 4 x 50 ml (katalooginr 939016)
® RNA sisalduse minimeerimiseks: DNase-vaba RNase A (lghtelahus 100 mg/ml)

FFPE-koe jaoks (ksuleenivaba deparafineerimine)
e Deparaffinization Solution (katalooginr 939018)
FFPE-koe jaoks (deparafineerimine ksileeniga)

e Ksileen (99-100%)
e FEtanool (96-100%) *

Sahtel ,Sample” (,Proov”)

Proovitiiiip FFPE-kude ja kude

Proovi kogus 220 pl (vajalik proovi kohta, protokolli kohta)*

Tésdeldud proovi maht 200 pl

Primaarsed proovikatsutid

Sekundaarsed proovikatsutid Lisateavet leiate veebilehe www.giagen.com laboritarvete loendist tootelehe ressursside vahelehelt.

Fezensd) Lisateavet leiate veebilehe www.qiagen.com laboritarvete loendist tootelehe ressursside vahelehelt.

* Nii kérge kui ka madala sisaldusega protokollide korral ei tuvasta siisteem véiksemaid proovi mahte kui 220 pl, kuna proovi ilekandmine teostatakse ilma vedelikutaseme
tuvastamiseta. Seetdttu veenduge, et proovi sisestusmaht on 220 pl.
n/a = pole kohaldatav

Sahtel ,Reagents and Consumables” (,Reaktiivid ja proovimaterjalid”)

Positsioon Al ja/véi A2 Reaktiivikassett (Reagent Cartridge, RC)

Positsioon B1

Otsikustatiivide hoidik 1-17 Uhekordsed filterotsikud, 200 vai 1500 pl

Uhikukarpide hoidik 1-4 Uhikukarbid, mis sisaldavad proovi ettevalmistamise kassette vai kaasi 8-Rod Covers

n/a = pole kohaldatav

* Arge kasutage denatureeritud alkoholi, mis sisaldab lisaihendeid nagu metanool vai metijiletiilketoon.
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Sahtel ,Waste” (,Jaatmed”)

Uhikukarpide hoidik 1-4 Tihjad hikukarbid
Jadtmekoti hoidik Jaatmekott
Vedeljédmete pudeli hoidik Tohi vedeljaatmete pudel

Sahtel ,Eluate” (,Eluaat”)

Elueerimisstatiiv (soovitame kasutada pesa 1, jahutusasend) Lisateavet leiate veebilehe www.qgiagen.com laboritarvete loendist tootelehe
ressursside vahelehelt.

Vaijalik plastvara

Uks partii Kaks partiid Kolm partiid Neli partiid
Plastvara 24 proovi* 48 proovi* 72 proovi* 96 proovi*
Disposable filter-tips, 200 pl'* 26 50 74 98
Disposable filter-tips, 1500 pl** 72 136 200 264
Sample prep cartridges® 21 42 63 84
8-Rod Covers! 3 6 9 12

* Partii kohta véhem kui 24 proovi kasutamine véhendab vajaminevate Ghekordsete filterotsikute arvu téétsiikli kohta.

! Filterotsikute statiivis on 32 filterotsikut.

* Vaijalike filterotsikute arvu hulka on arvatud filterotsikud, mis on vajalikud 1 inventuuriskanniks RC kohta.

§ Uhikukarbis on 28 proovi ettevalmistamise kassetti.

1 Uhikukarbis on kaksfeist kaant 8-Rod Covers.

Mérkus. Eeltoodud filterotsikute arv vdib sdltuvalt seadistustest erineda puuteekraanil kuvatavast arvust. Soovitame seadmesse laadida

maksimaalse vdimaliku hulga otsikuid.
Elueerimismaht

Elueerimismaht valitakse puuteekraanilt. Olenevalt proovitiibist ja DNA sisaldusest vaib [5plik maht varieeruda ja olla kuni 15 pl véiksem
kui valitud maht. Tulenevalt asjaolust, et eluaadi maht véib varieeruda, soovitame kontrollida eluaadi tegelikku mahtu, kui kasutate
automatiseeritud analiisi seadistamise sisteemi, mis enne Glekandmist eluaadi mahtu ei kontrolli. Elueerimine vaiksemates kogustes t3stab
I5pliku DNA kontsentratsiooni, kuid véhendab vahesel maaral saagist. Soovitame kasutada elueerimismahtu, mis sobiks soovitud allasuunas

rakenduse jaoks.
Proovimaterjali ettevalmistamine

Kemikaalidega tédtamisel kandke alati sobivat laborikitlit, Ghekordselt kasutatavaid kindaid ja kaitseprille. Lisateabe saamiseks tutvuge

toote tarnija poolt pakutava vastava ohutuskaardiga (Safety Data Sheet, SDS).
Proovide ildise votmise transportimise ja hoiustamise soovituste jaoks vaadake heakskiidetud CLSI juhist MM13-A ,Collection, Transport,

Preparation, and Storage of Specimens for Molecular Methods” (Proovide vatmine, transportimine, ettevalmistamine ja hoiustamine

molekulaarmeetodite jaoks).
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Tahtsad punktid enne alustamist

e Kontrollige puhvrit Buffer ATL valge sademe osas. Vajadusel inkubeerige 30 minutit temperatuuril 37 °C aeg-ajalt loksutades, et sade
lahustada.

e Seadke termomikser voi raputi-inkubaator vajalikule temperatuurile eeltéctiuse jaoks.

Koed

Vérskeid ja kilmutatud kudesid vaib kasutada DNA puhastamise jaoks. DNA saagis ja kvaliteet sdltuvad proovititbist, allikas ja
sailitustingimustest. Varsket kude saab enne tootlemist vaikestest tikkideks Idigata ja temperatuuril ~20 °C v&i —80 °C sdilitada. Uldiselt
soovitame kasutada kérgema sisaldusega protokolli, mis tagab suuremad DNA saagised. Madala sisaldusega protokolli koos
elueerimismahuga 50 pl on soovitatav kasutada ainult siis, kui allasuunas analiisimiseks on vaja kdrgeid DNA kontsentratsioone. Kui teave
eeldatava saagise kohta pole saadaval, on soovitatav alustada 25 mg proovimaterialist, kasutades kérgema sisaldusega protokolli ja
elueerimismahtu 200 pl. Olenevalt saadud saagisest vdib proovi suurust jdrgnevates preparaatides suurendada vai elueerimismahtu
vihendada. Vétke teadmiseks, et preparaatide Glelaadimine koos vaikeste elueerimismahtudega vaib pdhjustada magnetiliste osakeste

jaakmadju eluaadile ja véib ohtu seada DNA puhtuse ja allasuunas analiisi.

Markus. Kui tétate killmatud koeproovidega, tuleb kaaluda standardit ISO 20184-3:2021 (E) automaatse NA eraldamise jaoks kiilmutatud

koeproovist.

Mérkus. Proovi stabiilsus oleneb suuresti erinevatest teguritest ja seostub spetsiifiliste jarelrakendustega. Kasutaja kohustus on tutvuda

kohaliku labori jgrelrakenduse kasutusjuhistega ja/vai valideerida kogu t68voogu, et kindlaks teha vajalikud hoiustamistingimused.

Koe eeltsdtluse protokoll

1. Viige koeproov 2 ml mikrotsentrifuugi katsutisse (ei sisaldu komplektis).
2. Lisage 220 pl puhvrit Buffer ATL.
3. Lisage 20 pl proteinaasi K ja segage katsutile koputades.
Markus. Kasutage QIAsymphony DSP DNA Mini Kiti ensiiimide statiivi proteinaas K-d.

4. Asetage katsuti termomikserisse voi raputi-inkubaatorisse ning inkubeerige temperatuuril 56 °C, loksutades kiirusega 900 p/min, kuni

kude on taielikult liisitud.

Mérkus. Liisimise aeg erineb sdltuvalt téddeldavast koetiiiibist. Enamiku kudete puhul I5petatakse liisimine 3 tunni jooksul. Kui
[Gsimine pole 3 tunni parast valmis, mida néitab lahustamatu materjali vai vaga viskoossete lisaatide olemasolu, vaib lGUsimisaega
pikendada v&i lahustamatu materjali eemaldada tsentrifuugimise teel, mida on kirjeldatud etapis 6. Ules liisimine on vaimalik ega

mojuta preparaati.

5. RNA sisalduse minimeerimiseks proovis lisage 4 pl RNase A (100 mg/ml) ja inkubeerige 2 minutit toatemperatuuril (15-25 °C) enne
etapiga 6 jatkamist.

6. Homogeniseerige proov seda korduvalt iles-alla pipeteerides.
Mérkus. Kui lahustumatu materjali tikid on ikkagi olemas, tsentrifuugige 1 minut vdimsusel 3000 x g.

7. Kandke ettevaatlikult 220 pl supernatanti proovikatsutitesse, mis Uhilduvad QlAsymphony SP seadme proovikanduriga.

8. Taielikku Ghilduvate proovikatsutite loendit vaadake laborivara loendist veebilehel www.qiagen.com. Soovitame kasutada 2 ml
katsuteid (nt Sarstedt, katalooginr 72.693 vai 72.608).0.
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FFPE-kude

Standardsed FFPE-protseduurid annavad alati tulemuseks nukleiinhapete markimisvédrse fragmentaarsuse. DNA fragmentatsiooni ulatuse

piiramiseks veenduge, et

o fikseerite koeproovid pérast kirurgilist eemaldamist nii kiiresti kui véimalik 4-10% formaliinis;
rakendate fikseerimisaega 14-24 tundi (pikemad fikseerimisaja pohjustavad ulatuslikumat DNA fragmentatsiooni pdhjustades
ebakvaliteetset allasuunas analisimist);

e Dehidreerige proove pohijalikult enne sisestamist (jackformaliin vaib pérssida proteinase K I8hustumist)

DNA puhastamise Iahtematerjaliks peavad olema FFPE-koest varskelt Idigatud 18igud. Uhes preparaadis saab téédelda kuni 4 16iku, mille
iga paksus on kuni 10 pm, v&i kuni 8 Iiku, kui paksus on kuni 5 pm ja pindala kuni 250 mm?2. Kui teave teie ldhtematerjali loomuse kohta
pole saadaval, soovitame alustada mitte rohkem kui 3 16iguga Ghes preparaadis. Olenevalt DNA saagisest ja puhtusest vaib olla vaimalik

jargmises preparaadis kasutada kuni 8 13iku.

Markus. Kui téstate FFPE -koega, tuleb kaaluda standardit ISO 20166-3:2018 (E) automaatse NA eraldamise jaoks FFPE koeproovist,

et saada proovi kasitlemisel lisateavet.

Mérkus. FFPE-koe protokollid on loodud spetsiaalselt ainult vaikeste RNA hulkade samaaegseks puhastamiseks. See annab tulemuseks
vaiksema fotomeetrilise mdatmise vadrtuse vorreldes vadrtusetega, mis on saadud manuaalse komplektiga QlAamp® DSP DNA FFPE Tissue
Kit.

FFPE-koe eeltdotluse protokoll

Meetod 1: deparafineerimine, kasutades lahust Deparaffinization Solution

j—

. Eemaldage prooviplokilt skalpelliga liigne parafiin.
2. Laigake 4 Idiguks paksusega 10 pm vai kuni 8 I8iguks paksusega 5 pm.
Markus. Kui proovi pind on dhuga kokku puutunud, visake esimesed 2-3 koeldiku Gra.

3. Asetage koeldigud kohe 2 ml Sarstedti katsutisse (ei kuulu komplekti, kataloogi nr 72.693 v&i 72.608), mis Ghildub QIAsymphony SP

seadme proovikanduriga.
4. lisage koeldikudele 200 pl puhvrit Buffer ATL.
5. Lisage 20 pl proteinaas K-d.
Mérkus. Kasutage QIAsymphony DSP DNA Mini Kiti ensiiimide statiivi proteinaas K-d.

6. Lisage 160 pl véi 320 pl lahust Deparaffinization Solution (vt jargnevat tabelit) ja segage keeristades.

Koelsigu paksus Koeldikude arv Lahuse Deparaffinization Solution maht
5 ym 1-4 160 yl
58 320 4l
10 pm 1-2 160 pl
3-4 320
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10.

. Asetage katsuti ThermoMixerisse v&i raputi-inkubaatorisse ning inkubeerige 1 tund temperatuuril 56 °C, loksutades kiirusega

1000 p/min, kuni kude on taielikult [Gisitud.

Mérkus. Litsimise aeg erineb sdltuvalt téddeldavast koetiiiibist. Enamiku kudete puhul I5petatakse liisimine 1 tunni jooksul. Kui
liGsimine pole 1 tunni parast valmis, mida naitab lahustamatu materjali olemasolu, vaib liisimisaega pikendada vai lahustamatu
materjali eemaldada pelletitena tsentrifuugimise teel, mida on kirjeldatud etapis 10. Ulesé liisimine on véimalik ega majuta

preparaati.

. Inkubeerige temperatuuril 90 °C 1 tund.

Mérkus. Inkubeerimine temperatuuril 90 °C puhvris Buffer ATL pérab osaliselt imber formaldehiiidiga nukleiinhapete
modifikatsiooni. Pikemad inkubeerimisajad véi kérgemad inkubeerimistemperatuuri véivad pdhjustada rohkem fragmenteerunud
DNAJ. Kui kasutate ainult Ghte kuumutusplokki, jatke proov toatemperatuurile parast 56 °C inkubatsiooni, kuni kuumutusplokk

saavutab temperatuuri 90 °C.

. RNA sisalduse minimeerimiseks proovis lisage 2 pl RNase A (100 mg/ml) alumisse faasi ja inkubeerige 2 minutit toatemperatuuril

enne etapiga 10 jatkamist. Enne RNase A lisamist laske proovil toatemperatuurile jahtuda.

Tsentrifuugige toatemperatuuril taiskiirusel 1 minut.

. Kandke katsutid ile ettevaatlikult (sisaldavad malemat faasi) QIAsymphony SP seadme proovikanduriga.

Meetod 2: ksiileeniga deparafineerimine

. Eemaldage prooviplokilt skalpelliga liigne parafiin.

. Laigake 4 Idiguks paksusega 10 pm vai kuni 8 Idiguks paksusega 5 pm.

Mérkus. Kui proovi pind on 8huga kokku puutunud, visake esimesed 2-3 koeldiku éra.

. Asetage koeldigud kohe 1,5 v6i 2 ml mikrotsentrifuugi katsutisse (ei kuulu komplekti) ja lisage proovile 1 ml ksileeni. Sulgege kaas ja

pooristage jduliselt 10 sek.

. Tsentrifuugige toatemperatuuril taiskiirusel 2 minutit.
. Eemaldage pipeteerides supernatant. Arge eemaldage pelletit.

. Lisage pelletile T ml etanooli (26-100%) ja segage vibratsioonisegistiga.

Mérkus. Etanool ekstraheerib proovist ksiileeni jadgid.

. Tsentrifuugige toatemperatuuril tdiskiirusel 2 minutit.

8. Eemaldage pipeteerides supernatant. Arge eemaldage pelletit.

Mérkus. Eemaldage etanooli jGdgid ettevaatlikult peenikese pipetiotsikuga.

. Avage katsuti ja inkubeerige toatemperatuuril (15-25°C) 10 min vai kuni jadketanool on aurustunud.

Mérkus. Inkubeerida v&ib temperatuuril kuni 37 °C.

. Suspendeerige pellet uuesti 220 pl puhvrisse Buffer ATL.

. Lisage 20 pl proteinaasi K ja segage vibratsioonisegistiga.

Mérkus. Kasutage QlAsymphony DSP DNA Mini Kiti ensiiimide statiivi proteinaas K-d.

. Inkubeerige temperatuuril 56 °C 1 tund (vai kuni proov on taielikult [GGsitud).

Komplekti QlAsymphony DSP DNA Mini Kit kasutusjuhised (protokollileht) 06/2022 7



Mérkus. Liisimise aeg erineb soltuvalt téddeldavast koetiiiibist. Enamiku kudete puhul Iopetatakse liisimine 1 tunni jooksul. Kui
liisimine pole 1 tunni pérast valmis, mida nditab lahustamatu materjali olemasolu, vaib liisimisaega pikendada vai lahustamatu

materjali eemaldada tsentrifuugimise teel, mida on kirjeldatud etapis 16. Ules6 liisimine on vdimalik ega méjuta preparaati.
13. Inkubeerige temperatuuril 20 °C 1 tund.

Mérkus. Inkubeerimine temperatuuril 90 °C puhvris Buffer ATL po6rab osaliselt imber formaldehiidiga nukleiinhapete
modifikatsiooni. Pikemad inkubeerimisajad v&i kérgemad inkubeerimistemperatuuri véivad péhjustada rohkem fragmenteerunud
DNAJ. Kui kasutate ainult Ghte kuumutusplokki, jdtke proov toatemperatuurile pérast 56 °C inkubatsiooni, kuni kuumutusplokk
saavutab temperatuuri 90 °C.

14. Tsentrifuugige proovi lihidalt, et eemaldada tilgad kaane sisepinnalt.

15. RNA sisalduse minimeerimiseks proovis lisage 2 pl RNase A (100 mg/ml) ja inkubeerige 2 minutit toatemperatuuril enne etapiga
16 jatkamist. Enne RNase A lisamist laske proovil toatemperatuurile jahtuda.

16. Kandke ettevaatlikult Gle 220 pl lisaati proovikatsutitesse, mis Ghilduvad QlAsymphony SP seadme proovikanduriga.
Méarkus. Kui lisaat sisaldab Idhustumata materjali, tsentrifuugige toatemperatuuril tdiskiirusel 2 minutit enne supernatanti lisamist

proovikatustitesse. Taielikku Ghilduvate proovikatsutite loendit vaadake laborivara loendist veebilehel www.giagen.com. Soovitame
kasutada 2 ml katsuteid (nt Sarstedt, katalooginr 72.693 vai 72.608).

Eluaatide hoiustamine

Soovitatav on eemaldada eluaadi plaat sahtlist ,Eluate” (,Eluaat”’) kohe parast t65seeria 16ppemist. Eluaadi plaadid vaib jatta seadmesse
QIAsymphony SP parast kaituse 16petamist ile 66 (kuni 12 tundi, sh kaituse aeg, soovituslikud keskkonnatingimused: 18-26 °C ja suhteline

niiskus 20-75%). Olenevalt temperatuurist ja niiskusest, vaib eluaadil toimuda kondenseerumine véi aurumine.

Lohiajaliseks hoiustamiseks méeldud eluaate véib hoiustada toatemperatuuril kuni 2 nddalat. Pikaajaliseks hoiustamiseks on soovitatav
hoiustada temperatuuril 2-8 °C, -20 °C vai -80 °C.

Mérkus. Eluaadi stabiilsus oleneb suuresti erinevatest teguritest ja seostub spetsiifiliste jarelrakendustega. See on kindlaks tehtud komplekti
QIAsymphony DSP DNA Mini Kit jaoks koos naitlike jarelrakendustega. Kasutaja kohustus on tutvuda kohaliku labori jarelrakenduse

kasutusjuhistega ja/vai valideerida kogu t6dvoogu, et kindlaks teha vajalikud hoiustamistingimused.
Enne alustamist pidage silmas jargmist

e QIAsymphony magnetilised osakesed puhastavad RNA-d ja DNA-d, kui neid malemaid leidub proovis. Kui vajalik on RNA-vaba

DNA, lisage vastava eeltddtlusprotokolli asjakohases etapis proovile RNase Ad.

Piirangud ja segavad ained

Komplekti QIAsymphony DSP DNA Mini Kit arenduse ajal ei tuvastatud segavaid aineid, millel oleks negatiivne maju proovi ettevalmistusele.
Mérkus. Katsetamiseks kasutati jérelrakenduste ndidiseid, et hinnata eraldatud nukleiinhapete kvaliteeti. Kuid erinevatel jcrelrakendustel
vdivad olla erinevad ndudmised puhtuse (s.t vdimalike segavate ainete puudumine) suhtes, seepdrast on asjakohased ained ja vastavad

kontsentratsioonid tuvastamiseks ja katsetamiseks vaja kindlaks maarata osana jarelrakendusest, mida arendatakse mis tahes tdvoo jaoks,

mis hdlmab komplekte QIAsymphony DSP DNA Mini Kit.
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Simbolid

Selles dokumendis kasutatakse jérgmisi simboleid. Vaadake kasutusjuhistes, pakendil vai siltidel kasutatavate simbolite tgielikku loendit

k&siraamatust.

Stimbol Tahise selgitus
c € See toode tdidab Euroopa Liidu maaruse 2017/746 in vitro diagnostikaks kasutatud meditsiiniseadmete
kohta néudeid.
IVD In vitro diagnostiline meditsiiniseade
Katalooginumber
Rn R on kasutusjuhendi ldbivaatamine ja n on versiooninumber

u Tootja
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Muudatuste ajalugu

Redaktsioon Kirjeldus

R1, juuni 2022 Versioon 2, redaktsioon 1
e Uuendatud versioonile 2 vastamaks IVD-le
e Uuendatud segavate ainete ja piirangute jaotis
e Uuendatud eluaadide hoiustamise jaotis
e Uuendatud simbolite jaotis

e Uuendatud proovimaterjali eftevalmistamise jaotis

Ajakohase litsentsiteabe ja tootespetsiifilised digustest loobumised leiate asjakohasest QIAGEN®.i komplekti kdsiraamatust vai
kasutusjuhendist. QIAGEN-i komplekti kasiraamatud ja kasutusjuhendid on saadaval veebilehel www.qgiagen.com vai tellimisel QIAGEN-i
tehniliselt toelt vai kohalikult mitgiesindajalt.
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