Folha de protocolo QlAsymphony SP

Tissue LC 200 V7 DSP e
Tissue_ HC 200 V7_DSP

Informacoes gerais

Para utilizagGo em diagnéstico in vitro

Este protocolo destina-se & purificagdo do ADN total de tecidos e de tecidos fixados em formalina e
embebidos em parafina (FFPE) utilizando o QIAsymphony® SP e o QlAsymphony DSP DNA Mini
Kit. Os protocolos para células obtidas a partir de culturas e culturas de bactérias estéo em fase de

desenvolvimento e estardo desponiveis em breve.

Dependendo do tipo de amostra, recomenda-se que se utilize o protocolo de baixo teor (LC) ou de
elevado teor (HC). Os tecidos resultardo em rendimentos de ADN maiores se forem processados
com o protocolo de elevado teor; o protocolo de baixo teor, quando combinado com um volume
de eluicdo baixo (50 ul), pode ser usado quando se pretender obter uma alta concentracdo de

ADN. Para tecidos FFPE, recomeda-se a utilizacdo do protocolo de baixo teor.

Protocolo de baixo teor

Kit QIAsymphony DSP DNA Mini Kit ( n° de cat. 937236)

Material para amostra Tecido FFPE e tecido*

Numa preparagdo, podem ser combinadas até 4 secgdes de
tecidos FFPE, cada uma com uma espessura de até 10 um,
ou 8 seccdes com uma espessura de até 5 um e com uma

superficie total até 250 mm?.
Nome do protocolo Tissue_LC_200_V7_DSP

Conjunto de controlo do  ACS Tissue LC 200 V7 _DSP
ensaio predefinido
Volume de eluigéo 50 ul, 100 ul, 200 ul ou 400 ul

Versdo de software Verséo 4.0

necessdria

* Ver o protocolo de elevado teor para mais informagéo sobre amostras de tecido.
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Protocolo de elevado teor

Kit QIlAsymphony DSP DNA Mini Kit ( n® de cat. 937236)

Material para amostra Tecido

Quando néo estd disponivel informagéo sobre o rendimento
esperado, recomenda-se que se inicie com 25 mg de
material para amostra. Dependendo do rendimento obtido,
a dimensdo da amostra pode ser aumentada nas

preparacdes seguintes.
Nome do protocolo Tissue HC 200 V7 _DSP

Conjunto de controlo do  ACS Tissue HC 200 V7 DSP

ensaio predefinido

Volume de eluigéo 100 ul, 200 ul ou 400 ul

Verséao de software Verséo 4.0

necessdria

Material necessario, mas nao fornecido

Para todos os tipos de amostras

[ | Tampé&o ATL, 4 x 50 ml (Buffer ATL, 4 x 50 ml, n° cat. 939016)
B Quando é exigido ADN sem ARN: DNase sem RNase A (solucdo-mée de 100 mg/ml)

Para tecido FFPE (desparafinizagéo sem xileno)

B Solucdo de desparafinizagdo (Deparaffinization Solution, n® cat. 939018)

Para tecido FFPE (desparafinizagcéio com xileno)

B Xileno (99-100%)
B Etanol (96-100%)*

* NGo utilize dlcool desnaturado que contenha substéncias adicionais tal como metanol ou

metiletilcetona.
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Bandeja “Sample” (amostra)

Tipo de amostra

Volume de entrada da

amostra

Volume de amostra
processado

Tubos de amostra
primdrios

Tubos de amostra

secunddrios

Encaixes

Tecido FFPE e tecido

220 ul (necessdrio por amostra, por protocolo)*

200 ul

n/a

Consulte www.giagen.com/goto/dsphandbooks para  obter

mais informagé&o.

Variam em fungéo do tipo de tubo de amostra utilizado; para
mais informacdo, consulte

www.qgiagen.com/goto/dsphandbooks.

*

sistema ndo reconhece quando o volume da amostra é inferior a 220 ul. Por essa razédo, é necessdrio assegurar-se de que o

volume de entrada da amostra é 220 ul.

n/a = ndo aplicavel.

Bandeja “Reagents and Consumables” (reagentes

e consumiveis)

Visto que a transferéncia de amostra dos protocolos de elevado e baixo teor é efectuada sem deteccéo do nivel de liquido, o

Posicéio A1 e/ou A2
Posicdo B1
Suporte de pontas 1-17

Suporte de caixa de
unidades 1-4

Cartucho de reagentes
n/a
Pontas com filtro descartéveis, 200 ul ou 1500 ul

Caixas de unidades com cartuchos de preparacdo de

amostras ou mangas de 8 barras

n/a = ndo aplicével.
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Bandeja “Waste” (residuos)

Suporte de <caixa de  Esvozie as caixas de unidades
unidades 1-4

Suporte de saco de  Saco de residuos

residuos

Suporte do frasco de  Esvazie o frasco de residuos liquidos

residuos liquidos

Bandeja “Eluate” (eluato)

Suporte de elui¢do Consulte www.giagen.com/goto/dsphandbooks para obter mais

(recomenda-se o uso da informagdo.
ranhura 1, posi¢do de

arrefecimento)

Material de pldastico necessdrio

Um lote, Dois lotes, Trés lotes, Quatro lotes,
24 48 72 96
amostras*  amostras* amostras* amostras*
Pontas com filtro 26 50 74 98
descartaveis,
200 ult*
Pontas com filtro 72 136 200 264
descartdveis, 1500 plt*
Cartuchos de preparacéo de 21 42 63 84
amostrass
Mangas de 8 barras’ 3 6 9 12

*

O uso de menos de 24 amostras por lote ajuda a reduzir o nimero de pontas com filiro descartdveis necessdrias por

execugdo.

Estdo disponiveis suportes de 32 pontas/pontas com filtro.

O ndmero de pontas com filtro necessdrias inclui pontas com filtro para 1 inventariagéo por cartucho de reagente.
§ Estdo disponiveis 28 cartuchos de preparacdo de amostras/caixa de unidades.

' Estéo disponiveis doze mangas de 8 barras/caixa de unidades.
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Nota: O nimero de pontas com filtro fornecido pode diferir dos nUmeros visualizados no ecra

tactil, dependendo das defini¢des. Recomenda-se carregar o nimero maximo de pontas.

Volume de eluicdo

O volume de eluicdo é seleccionado no ecrd tactil. Dependendo do tipo de amostra e do teor de
ADN, o volume de eluato final pode ser até 15 ul inferior ao volume seleccionado. Devido ao facto
de o volume de eluato puder variar, recomenda-se verificar o actual volume de eluato quando se
utiliza um sistema de configuracdo automdtica de amostras que néo verifica o volume de eluato
antes da transferéncia. Uma eluigdo em volumes mais baixos aumenta a concentragéo de ADN
final, mas reduz ligeiramente o rendimento. Recomenda-se utilizar um volume de eluicdo

adequado & aplicagdo a jusante prevista.

Preparacdo do material de amostra

Quando trabalha com substéncias quimicas, use sempre um avental de laboratério adequado,
luvas descartéveis e éculos de protecgéo. Para mais informagdes, consulte as fichas de dados de

seguranga do material (MSDS) adequadas, disponiveis junto do fornecedor do produto.

Aspecto importante antes do inicio do procedimento

B As particulas magnéticas de QIAsymphony copurificam o ARN e ADN quando estes estdo
juntamente presentes na amostra. Sendo exigido ADN sem ARN, adicione RNase A &

amostra no passo indicado no respectivo protocolo de pré-tratamento.

Outros aspectos importantes antes de iniciar o procedimento

B Verifique se o tampéo ATL contém precipitado branco. Se necessério, incube durante
30 minutos a 37°C com agitacdo ocasional para dissolver o precipitado.
B Aqueca um Thermomixer ou agitador-incubador até & temperatura necesséria ao respectivo

pré-tfratamento.

Tecidos

Para a purificagdo do ADN pode ser utilizado tecido fresco ou congelado. O rendimento e a
qualidade do ADN depende do tipo de tecido, da fonte e condi¢des de armazenamento. O tecido
fresco pode ser cortado em pedagos pequenos e conservado a —20°C ou —-80°C antes de ser
processado. Em geral, recomenda-se que se utilize o protocolo de elevado teor, o qual resultard
em rendimentos de ADN mais elevados. Sé se recomenda utilizar o protocolo de baixo teor em
combinag@o com o volume de eluicdo de 50 ul volume quando é necessério obter elevadas
concentragdes de ADN para a andlise a jusante. Quando ndo estd disponivel informagdo sobre o
rendimento esperado, recomenda-se que se inicie com 25 mg de material para amostra utilizando
o protocolo de elevado teor e o volume de eluicdo de 200 ul. Dependendo do rendimento obtido,
a dimensdo da amostra pode ser aumentada ou o volume de eluicdo pode ser reduzido nas

preparacdes seguintes. Tome nota que sobrecargas de preparacdes em combinagdo com baixos
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volumes de elui¢do pode causar um arrastamento de particulas magnéticas para o eluato e, deste

modo, afectar a pureza de ADN e a andlise a jusante.

Protocolo de pré-tratamento para o tecido

1.

Transfira a amostra de tecido para um tubo de microcentrifugagéio de 2 ml (néo
incluido).

Adicione 220 pl de tampéo ATL.

Adicione 20 pl de proteinase K e misture batendo ligeiramente no tubo.

Nota: Utilize proteinase K do suporte de enzimas do QlAsymphony DSP DNA Mini Kit.

Coloque o tubo no Thermomixer ou agitador-incubador e incube a 56°C com

agitacéo de 900 rpm (ou até o tecido ficar completamente lisado).

Nota: O tempo de lise varia em fungdo do tipo de tecido processado. Na maior parte dos
tecidos, a lise estd completada dentro de 3 horas. Se a lise estiver incompleta ao fim de
3 horas conforme indicado na presenga de material insoldvel ou lisatos altamente viscosos, o
tempo de lise pode ser prolongado ou o material insoldvel pode ser removido por meio de
centrifugacdo conforme descrito no passo 6. E possivel efectuar a lise durante a noite. Isto

ndo afectard a preparacgéo.

Sendo exigido ADN genémico sem RNA, adicione 4 ul de RNase A (100 mg/ml) e
incube durante 2 minutos a uma temperatura ambiente (15-25°C) antes de continuar
com o passo 6.

Homogenize a amostra pipetando para dentro e para fora vdrias vezes.

Nota: Se a amostra continar a conter material insoldvel, centrifuge a 3000 x g por 1 minuto.

Transifira cuidadosamente 220 pl do sobrenadante para o tubo da amostra

compativel com o porta-amostras do QlAsymphony SP.

Para o lista competa de tubos de amostras  compativeis,  consulte
www.giagen.com/goto/dsphandbooks. Recomenda-se o uso de tubos de 2 ml (por ex.,
Sarstedt, n° de cat. 72.693 ou 72.608).

Tecido FFPE

Os métodos padréo para tecidos fixados em formalina e embebidos em parafina resultam sempre

numa fragmentac@o significante dos dcidos nucleicos. Para reduzir o grau da fragmentacdo de

ADN, é necessdrio assegurar que:

as amostras de tecido s@o fixadas em 4-10% de formalina o mais rapido possivel apés a
remogdo cirdrgica.

um tempo de fixacdo de 14-24 horas é cumprido (uma fixacdo mais prolongada pode
causar forte fragmentacdo do ADN, resultando num fraco desempenho dos ensaios a
jusante)

Desidrate as amostras meticulosamente antes de as embeber (a formalina residual pode

inibir a digestdo da proteinase K)
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Para o inicio da purificagdo de ADN devem ser utilizadas secgdes de tecido FFPE recentemente

cortadas. Numa preparacdo, podem ser processadas até 4 secgdes de tecidos FFPE, cada uma

com uma espessura até 10 um, ou 8 seccbes com uma espessura de até 5 um e com uma

superficie total até 250 mm?. Quando néo estd disponivel informagdo sobre o rendimento

esperado, recomenda-se que se inicie com 3 seccdes numa Unica preparagdo. Dependendo do

rendimento e da pureza do DNA, é possivel utilizar até 8 seccdes em preparagdes subsequentes.

Protocolo de pré-tratamento para tecido FFPE

Despardafinizagéo com solucéo de desparafinizagéo

1.
2.

Com um bisturi, corte a parafina excessiva do bloco da amostra.

Corte até 4 secgdes com uma esspessura de 10 ym ou até 8 seccoes de 5 ym.

Nota: Se a superficie da amostra tiver sido exposta ao ar, elimine as primeiras 2-3 secgdes.
Coloque as seccoes imediatamente num tubo Sarstedt de 2 ml (néo incluido, n? cat.
72.693 ou 72.608) compativel com o porta-amostras do QlAsymphony SP.

Adicione 200 ul de tampéo ATL as secgbes.

Adicione 20 ul de proteinase K.

Nota: Utilize proteinase K do suporte de enzimas do QlAsymphony DSP DNA Mini Kit.

Adicione 160 ul ou 320 ul de solugdo de desparafinizacdo (ver a tabela abaixo) e

misture tudo no vértex.

Volume da
Espessura das secgoes NuUmero de secgdes solucdo de

desparafinizagéo

5um 1-4 160 ul
5-8 320 ul
10 um 1-2 160 ul
3-4 320 ul

Coloque o tubo no Thermomixer ou agitador-incubador e incube a 56°C durante 1

hora com agitagéo de 1000 rpm até o tecido ficar completamente lisado.

Nota: O tempo de lise varia em fungéo do tipo de tecido processado. Na maior parte dos
tecidos, a lise estd completada dentro de 1 horas. Se a lise ficar incompleta ao fim de 1 hora
conforme indicado na presenca de material insolUvel, o tempo de lise pode ser prolongado
ou o material insolUvel pode ser removido por meio de centrifugacdo conforme descrito no
passo 10. E possivel efectuar a lise durante a noite, uma vez que isso ndo afectard a

preparagdo.
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10.
11.

Incube a 90°C durante 1 hora.

Nota: A incubagdo a 90°C em tampdo ATL converte parcialmente a modificagdo do
formaldeido nos d&cidos nucleicos. Um periodo mais prolongado de incubacdo ou
temperaturas de incubag@o mais altas podem resultar num ADN mais fragmentado. Sendo
utilizado um sé bloco de aquecimento, deixe a mostra & temperatura ambiente apés a

incubacdo a 56°C até o bloco de aquecimento ter alcancado 90°C.

Sendo exigido ADN genémico sem RNA, adicione 2 yl de RNase A (100 mg/ml) a
fase mais baixa e incube durante 2 minutos a temperatura ambiente antes de
continuar com o passo 10. Deixe a amostra arrefecer até a temperatura ambiente

antes de adicionar RNase A.
Centrifugue a maxima velocidade e a temperatura ambiente durante 1 minuto.

Transifira cuidadosamento os tubos (com as duas fases) para o porta-amostras do
QIAsymphony SP.

Desparafinizagdo com xileno

1.
2.

10.
11.

12.

Com um bisturi, corte a parafina excessiva do bloco da amostra.

Corte até 4 secgoes com uma esspessura de 10 ym ou até 8 seccoes de 5 ym.

Nota: Se a superficie da amostra tiver sido exposta ao ar, elimine as primeiras 2-3 secgdes.
Coloque as sec¢oes imediatamente num tubo de microcentrifugacdo de 1,5 or 2 ml

(néio incluido) e adicione 1 ml de xileno & amostra. Feche a tampa e agite fortemente

no vértex por 10 segundos.

Centrifugue a maxima velocidade e & temperatura ambiente durante 2 minutos.
Retire o sobrenadante por meio de pipetagem. Néo remova qualquer pellet.
Adicione 1 ml de etanol (96-100%) ao pellet e misture com o vértex.

Nota: O etanol extrai o xileneo residual da amostra.

Centrifugue a méaxima velocidade e a temperatura ambiente durante 2 minutos.
Retire o sobrenadante por meio de pipetagem. Néo remova qualquer pellet.

Nota: Remova meticulosamente quaisquer residuos de etanol utilizando uma ponta de
pipeta fina.

Abra o tubo e incube a temperatura ambiente (15-25°C) por 10 minutos ou até todo
o etanol residual tiver sido evaporado.

Nota: A incubacdo pode ser efectuada a temperaturas até 37°C.

Ressuspenda o pellet em 220 ul de tampdo ATL.
Adicione 20 ul de proteinase K e misture com o vértex.

Nota: Utilize proteinase K do suporte de enzimas do QlAsymphony DSP DNA Mini Kit.

Incube a 56°C por 1 hora (ou até a amostra ficar completamente lisada).

Nota: O tempo de lise varia em fun¢éo do tipo de tecido processado. Na maior parte dos

tecidos, a lise estd completada dentro de 1 horas. Se a lise estiver incompleta ao fim de 1
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13.

14.
15.

16.

hora conforme indicado na presenca de material insoldvel, o tempo de lise pode ser
prolongado ou o material insolével pode ser removido por meio de centrifugacdo conforme
descrito no passo 16. E possivel efectuar a lise durante a noite, uma vez que isso ndo

afectard a preparacéo.

Incube a 90°C durante 1 hora.

Nota: A incubagéo a 90°C em tampdo ATL converte parcialmente a modificagdo do
formaldeido nos d&cidos nucleicos. Um periodo mais prolongado de incubacdo ou
temperaturas de incubag@o mais altas podem resultar num ADN mais fragmentado. Sendo
utilizado um sé bloco de aquecimento, deixe a mostra & temperatura ambiente apés a

incubacdo a 56°C até o bloco de aquecimento ter alcancado 90°C.

Centrifugue brevemente a amostra para removr as gotas no in interior da tampa.

Sendo exigido ADN genémico sem RNA, adicione 2 yl de RNase A (100 mg/ml) e
incube durante 2 minutos & temperatura ambiente antes de continuar com o passo
16. Deixe a amostra arrefecer até a temperatura ambiente antes de adicionar RNase
A.

Transifira cuidadosamente 220 ul do lisato para o tubo da amostra compativel com o

porta-amostras do QIAsymphony SP.

Nota: Se o lisato contém material ndo digerido, centrifugue a velocidade méxima e &
temperatura ambiente por 2 minutos antes de transferir o sobrenadante para os tubos da
amostra. Para a lista competa de tubos de amostras compativeis, consulte
www.giagen.com/goto/dsphandbooks. Recomenda-se o uso de tubos de 2 ml (por ex.,
Sarstedt, n® de cat. 72.693 ou 72.608).

Nota: Os protocolos de tecido FFPE foram especialmente concebidos para copurificar apenas

pequenas quantidades de ARN. Isto conduz a um valor de medicdo fotométrica mais reduzido do

que os valores obtidos com o kit de tecido manual QIAamp DSP DNA FFPE.

Células obtidas a partir de culturas e bactérias

Protocolos de pré-tratamento para células obtidas a partir de culturas, bactérias Gram-negativas e

Gram-positiva estaréo disponiveis em breve.
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Para informacdes actualizadas sobre licengas e limitagdes de responsabilidade especificas do
produto, consulte o respectivo manual do kit QIAGEN ou do utilizador. Os manuais QIAGEN
podem ser encomendados junto da Assisténcia Técnica ou do distribuidor local da QIAGEN.

Manuais seleccionados podem ser decarregados no website www.giagen.com/literature. As fichas

de dados de seguranca (MSDS) para qualquer produto da QIAGEN podem ser descarregadas em

www.giagen.com/Support/MSDS.aspx.

Marcas registadas: QIAGEN®, QlAsymphony® (grupo QIAGEN). Os nomes registados, marcas comerciais, etc.,
utilizados neste documento, mesmo quando néo identificados de forma especifica como tal, ndo podem ser
considerados como néo protegidos por lei.
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