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Ucel pouziti
Souprava QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit je systém, ktery vyuziva technologii silikatové
membrany (technologie QlAamp) k izolaci a purifikaci genomové DNA z biologickych vzorku

fixovanych formalinem, zalitych parafinem (Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded, FFPE).

Je ur€ena pro Ucely ruéni pfipravy alikvotd a neposkytuje zadné kvalitativni ani kvantitativni

vysledky testl.
UrCeny uzivatel

Tento produkt je uréen pro pouziti profesionalnimi uzivateli, napf. techniky a lékafi,
vyskolenymi v technikach molekularni biologie pro ucely diagnostiky in vitro (In Vitro
Diagnostic, IVD).
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Popis a principy
Shrnuti a vysvétleni

Souprava QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit se pouziva k purifikaci DNA z tkanovych fezl
FFPE. Vyuziva osvédCenou mikrotechnologii DNA QlAamp pro purifikaci genomové
a mitochondrialni DNA z malych objemd nebo velikosti alikvotd. Souprava kombinuje
selektivni vazebné vlastnosti membrany zalozené na oxidu kiemicitém s flexibilnimi elué¢nimi
objemy.

Podminky lyzy umoznuji u€innou purifikaci genomové DNA z tkanovych fezd FFPE bez
nutnosti inkubace pfes noc. Inkubace pfi zvySené teploté po Stépeni proteinazou K castecné
odstrani zesitovani uvolnéné DNA formalinem, coZz mulze zvysit vytéZnost a zlepSit
vykonnost DNA v naslednych analyzach. Vezméte prosim na védomi, Ze DNA izolovana
z alikvotl FFPE ma obvykle niz§i molekulovou hmotnost nez DNA z Eerstvych nebo
zmrazenych alikvot(. Stuper fragmentace zavisi na typu a stafi alikvotu a na podminkach
pouzitych pro fixaci.

Po lyze alikvotu je jednoduchy postup pro soupravu QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit
vhodny pro sou¢asné zpracovani vice alikvota.

Kazdy uzivatel je zodpovédny za validaci funkénich vlastnosti systému( u vSech postupu
pouzivanych v dané laboratofi, které nejsou zahrnuty ve studiich funk&nich vlastnosti
vyrobk(l QIAGEN®, které popisuje tato pfirucka.

Princip postupu

Postup pro soupravu QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit sestava ze 6 krok( (obrazek 1):

o QOdstranéni parafinu: Parafin se rozpusti v xylenu a odstrani.
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Lyza: Alikvot se lyzuje pfi teplot¢ 56 °C za denaturaCnich podminek pomoci

proteinazy K.

Ohfivani: Inkubace pfi teploté 90 °C zvrati zesitovani formalinem.
Vazani: DNA se navaze na membranu a kontaminant projde skrz.
Promyvani: Zbytky kontaminant se vymyji.

Eluce: Z membrany se eluuje Cista, koncentrovana DNA.

Postup pro soupravu QlAamp DSP DNA FFPE Tissue
Alikvot

Odstranéni
parafinu

Lyza

Ohfivani

Navazani DNA

Promyvani

Eluce

4&—-&&&%-&m~at~—st+~stp

DNA pripravena k pouziti

Obrazek 1. Postup pro soupravu QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit.
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Dodavané materialy

Obsah soupravy

Souprava QlIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (50)
Katalogové €. 60404
Pocet stanoveni 50

Oznaceni Symboly Mnozstvi
QlAamp QlAamp MinElute Columns with Wash Tubes COL 50
MinElute® (Kolonky QlAamp MinElute s promyvacimi

zkumavkami)
WT Wash Tubes (Promyvaci zkumavky) (2 ml) [WASH] TUBE | 3 x50
ET Elution Tubes (Eluéni zkumavky) (1,5 ml) 50
LT Lysis Tubes (Lyza¢ni zkumavky) (2 ml) TUBE 50
ATL Tissue Lysis Buffer (Pufr pro tkarfiovou lyzu) LYS | BUF | 10 ml
AL Lysis Buffer* (Lyza¢ni pufr) | LYS | BUF | 12ml
AWA1 Wash Buffer 1* (Promyvaci pufr 1) (koncentrat) | waAsSH | BUF | 1 JCONC] 19 ml
AW2 Wash Buffer 2T (Promyvaci pufr 1) (koncentrat) [WASH [ BUF | 2 JCONC] 13 ml
ATE Elution Buffer! (Eluéni pufr) BUF 12 ml
PK Proteinase K (Proteinaza K) 1,25 ml
- Navod k pouziti (pfirucka) EIH 1

* Obsahuje sul guanidinu. Neni kompatibilni s dezinfekénimi pFipravky obsahujicimi bélici prostfedky. Varovani
a bezpecnostni opatfeni jsou uvedeny na strané 10.
T Obsahuje azid sodny jako konzervaéni latku.
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Soucasti soupravy

Hlavni soucasti soupravy jsou vysvétleny nize.

Tabulka 1. Uéinné pfisady v dodavanych reagenciich

Reagencie
Uéinna prisada / U&inné prisady K°"°e""1f,’/e] (hm./hm.)
Symbol Nazev °
ATL Buffer ATL Dodecylsiran sodny >1az<10
AL Guanidinhydrochlorid >30az<50
Buffer AL . k
Kyselina maleinova >0,1az<1
AW1 Guanidinhydrochlorid >50az<70
Buffer AW1 .
Etanol >10az<90
AW2 Buffer AW2 Etanol >10az<90
ATE Buffer ATE Zadna -
PK Proteinase K Proteinaza K =21az<10

(Proteinaza K)

Pro minimalizaci rizika negativniho dopadu na diagnostické vysledky ziskané po izolaci DNA
je zapotfebi pouzivat pro nasledné aplikace odpovidajici kontroly.
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Potrebné materialy, které nejsou soucasti
dodavky

Pfi manipulaci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni pracovni odév,
jednorazové rukavice aochranné bryle. Dal$i informace si vyhledejte v pfislusnych
bezpecnostnich listech (BL) které obdrzite od dodavatele vyrobku.

DalSi reagencie

e Xylen
e Etanol (96-100%)*

Spotrebni materialy

® Pokud se rozhodnete nepouzit zkumavky dodané v souprave, doporu¢ujeme 1,5ml nebo 2ml
mikrocentrifugaéni zkumavky (pro kroky lyzy) a 1,5ml mikrocentrifugacni zkumavky (pro
eluéni kroky) (napf. dostupné od spolecnosti Sarstedt®, kat.&. 72.690). Doporucujeme
zkumavky koénického tvaru bez DNazy/RNazy s bezpec¢nostnim vickem. Kazdy uzivatel je
zodpovédny za validaci funkénosti systému u vSech postupl pouzivanych v dané laboratofi,
které nejsou zahrnuty ve studiich funkénosti vyrobkd QIAGEN.

® Pipety a pipetovaci $picky (pro zamezeni kfizové kontaminace ddrazné doporucujeme

pouzivat pipetovaci Spicky s aerosolovymi bariérami)

Vybavenit

e Termomixer?, vyhfivany orbitalni inkubator, topny blok nebo vodni lazen s moznosti
inkubace pfi teploté 56 °C, 70 °C a 90 °C
Mikrocentrifuga® (s rotorem pro 2ml zkumavky)

® Trepacka vortex

* Nepouzivejte denaturovany alkohol, ktery obsahuje dalsi latky, jako napfiklad metanol nebo metyletylketon.

T PFed pouzitim zajistéte, aby byly pFistroje zkontrolovany a nakalibrovany podle doporu&eni vyrobce.

* Pro zajisténi spravného zpracovani alikvotl pfi postupech QlAamp DSP DNA FFPE dlrazné doporu€ujeme pouZiti
pfistroju kalibrovanych podle doporuceni vyrobce.
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Varovani a bezpecnostni opatfeni

Na zakladé fizeni rizik ve spole€nosti QIAGEN byla do navrhu vyrobku implementovana
v§echna zamyslena opatteni pro kontrolu rizik. Celkové zbytkové riziko je hodnoceno jako
pfijatelné a pouzivani prostfedku je povazovano za bezpecné. Tato pfirucka obsahuje
pokyny, varovani a bezpecnostni opatieni k zajisténi bezpe€nosti a funk&nosti prostfedku.
Je tfeba je striktné dodrzovat.

Vezméte prosim na védomi, Ze podle mistnich pfedpisti od vas mliZe byt vyZzadovano nahlaseni
zavaznych udalosti, ke kterym doSlo v souvislosti s prostfedkem, ato vyrobci a/nebo jeho
autorizovanému zastupci a regulacnimu organu, pod néjz uzivatel a/nebo pacient spada.

Informace o bezpecnosti

Pfi manipulaci s chemikaliemi vzdy pouZivejte vhodny laboratorni pracovni odév,
bezpecénostnich listech (BL). Bezpecnostni listy jsou k dispozici online v praktickém
a kompaktnim formatu PDF na strankach www.giagen.com/safety, kde muazete nalézt,
zobrazit a vytisknout BL pro kazdou soupravu QIAGEN i pro kazdou soucast téchto souprav.

UPOZORNENI NEPRIDAVEJTE roztoky bélicich prostfedk(i nebo kyselin p¥imo do
odpadnich material(i z pfipravy alikvotu.

e Pufry Buffer AL a Buffer AW1 obsahuji guanidinhydrochlorid, ktery muze pfi smiseni
s bélicim prostfedkem vytvaret vysoce reaktivni slou¢eniny.

® Pokud dojde krozliti kapalin obsahujicich tyto pufry, vycistéte misto vhodnym
laboratornim detergentem a vodou. Pokud rozlita kapalina obsahuje pfipadna infekéni
agens, vycCistéte zasazené misto nejdfive laboratornim detergentem a vodou, a potom
1% (v/v) roztokem chlornanu sodného.

® Vzorky a alikvoty jsou potencialné infekéni. Vzorky a odpad z analyzy zlikvidujte
v souladu s mistnimi bezpe€nostnimi predpisy.
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Informace pro pfipad nouze

CHEMTREC

USA a Kanada 1-800-424-9300
Mimo USA a Kanadu +1 703-527-3887

Bezpec€nostni opatfeni

Buffer AL

&

Buffer ATL

&

Buffer AW1

&

Proteinase K

"%

Obsahuje: guanidinhydrochlorid a kyselinu maleinovou. Varovani! Mize byt $kodlivy pfi
poziti nebo pfi vdechnuti. ZpUsobuje podrazdéni kiize. Zplsobuje vazné podrazdéni oéi.
Muze vyvolat alergickou kozni reakci. Pokud podrazdéni o¢i pretrvava: Vyhledejte
IékaFskou pomoc/o$etfeni. PRI ZASAZENI OCI: Opatrné oplachuijte vodou po dobu
nékolika minut. Pokud zasazena osoba pouziva kontaktni ¢ocky, vyjméte je (pokud je to
mozné). Pokracujte v oplachovani. Sundejte kontaminovany odév a pfed opétovnym
pouzitim jej vyperte. PRI STYKU S KUZi: Omyjte velkym mnoZstvim mydla a vody.

V ptipadé, Ze dojde k podrazdéni pokozky: Vyhledejte Iékafskou pomoc/oSetieni.
Pouzivejte ochranné rukavice / ochranny odév / ochranné bryle / obliejovy stit.

Varovani! Zpusobuje mirné podrazdéni kize. V pfipadé, Ze dojde k podrazdéni pokozky:
Vyhledejte Iékafskou pomoc/oSetreni.

Obsahuje: guanidinhydrochlorid. Varovani! Skodlivy pFi poZiti nebo pFi vdechnuti.
Zpusobuje podrazdéni kiize. Zplsobuje vazné podrazdéni oci. Kontaktujte
TOXIKOLOGICKE CENTRUM nebo Iékafe, pokud se necitite dobfe. Obsah/nadobu
likvidujte ve schvaleném zafizeni na likvidaci odpadu. Sundejte kontaminovany odév

a pred opétovnym pouzitim jej vyperte. PouzZivejte ochranné rukavice / ochranny odév /
ochranné bryle / oblicejovy Stit.

Obsahuje: proteinazu Proteinase K. Nebezpeci! Zplsobuje mirné podrazdéni kuze. Pfi
vdechnuti muZe vyvolat pfiznaky alergie nebo astmatu, pfipadné dechové obtize.
Vyvarujte se vdechovani prachu/dymu/plynu/mlhy/vypari/aerosoli. Obsah/nadobu
likvidujte ve schvaleném zafizeni na likvidaci odpadu. Pfi dychacich potizich: Kontaktujte
TOXIKOLOGICKE CENTRUM nebo lékafe. PRI VDECHNUTI: P¥i obtizném dychani
pfeneste postizeného na €erstvy vzduch a ponechte ho v klidu v poloze usnadfiujici
dychani. Pouzivejte ochranny respirator.
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Likvidace

Odpad obsahuje alikvoty a reagencie. Tento odpad muiZe obsahovat toxické nebo infekéni
materialy a musi byt fadné zlikvidovan. Postupujte pfi likvidaénich procedurach v souladu
s mistnimi bezpecnostnimi pfedpisy.

jsou k dispozici online ve formatu PDF na strankach www.qiagen.com/safety, kde si
uzivatelé mohou vyhledat, zobrazit a vytisknout bezpec€nostni listy pro kazdou soupravu

QIAGEN a pro soucasti pfislusné soupravy.
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Skladovani reagencii a manipulace s nimi

Kolonky QlAamp MinElute by se mély po doruceni uchovavat pfi teploté 2-8 °C a lze je

pouzivat az do doby exspirace uvedené na krabici soupravy.

VSechny pufry mohou byt uchovavany pfi teploté mistnosti (15-25 °C) a jsou stabilni az do

data exspirace soupravy, nejsou-li oteviené.

Stabilita pfi pouzivani

Rekonstituované pufry Buffer AW1 a Buffer AW2 Ize skladovat pfi teploté mistnosti (15-25 °C)

po dobu az 1 roku nebo do data exspirace soupravy podle toho, které obdobi je kratsi.
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Uchovavani vzorku a manipulace s nim

Souprava QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit byla vyvinuta pro pouZziti se vzorky FFPE.

Stabilita DNA zavisi na rznych faktorech, jako je odbér vzorkl, manipulace s nimi, jejich
pfiprava a podminky skladovani, které mohou ovlivnit jeji pouziti v nasledné aplikaci. Je
dllezité si prostudovat navod k pouziti konkrétni nasledné aplikace a/nebo ovéfit a validovat

cely pracovni postup za Uuc¢elem stanoveni vhodnych podminek.

Obecné informace o laboratornich postupech pro odbér, manipulaci, pfipravu a podminky
skladovani vzorkli FFPE jsou uvedeny vnormé ISO 20166-3:2018 ,Molekularni
diagnosticka vysSetreni in vitro — Specifikace pfedvysSetfovacich postupu pro formalinem
fixovanou a parafinem archivovanou (FFPE) tkaf — Cast 3: Izolovana DNA® a v dokumentu
institutu CLSI MM13-A ,Collection, Transport, Preparation, and Storage of Specimens for
Molecular Methods; Approved Guideline“ (Odbér, pfeprava, pfiprava a skladovani vzorku

pro molekularni metody; schvaleny pokyn).

DNA se eluuje v pufru Buffer ATE a je okamzité pfipravena k pouziti v amplifikacnich
reakcich nebo ke skladovani (podminky zaviseji na poZadavcich uZivatele). Doporu¢ené
podminky skladovani pro konkrétni nasledné aplikace QIAGEN naleznete v pfiru¢kach

k pfislusnym soupravam.

14 Navod k pouziti soupravy QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (pfirucka) 02/2023



Postup
Dulezité body pfed zahajenim pouzivani

® V/Sechny reagencie dodavané v soupravé QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit
jsou uréeny k pouziti vyhradné s ostatnimi reagenciemi ve stejné soupravé
QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit. Ma-li byt zachovana optimalni funkénost, nelze
se soupravou pouzivat zadné nahradni reagencie.

® Po obdrzeni soupravy zkontrolujte, zda nejsou jeji soucasti poSkozené. V pfipadé
poskozeni oball nebo lahvi s pufrem kontaktujte oddéleni technickych sluzeb
spole¢nosti QIAGEN nebo mistniho distributora. V pfipadé rozliti kapaliny postupujte
podle pokyn( uvedenych v ¢asti ,Varovani a bezpecnostni opatfeni® (str. 10).
Nepouzivejte poSkozené soucasti soupravy, protoze pouziti takovych souc€asti by
mohlo negativné ovlivnit funkénost soupravy.

® P¥i praci se soupravou nepouzivejte sou€asti jinych souprav, pokud nemaji stejné Cislo
Sarze.

® Zamezte mikrobialni kontaminaci reagencii soupravy.

® Tuto soupravu smi pouzivat pouze personal Skoleny v laboratornich metodach
diagnostiky in vitro.

® Pfi manipulaci s reagenciemi a alikvoty vzdy noste latexové nebo vinylové rukavice,
abyste zabranili kontaminaci z povrchu kiiZze nebo ze zapraseného laboratorniho
vybaveni. Ruce a prachové ¢astice mohou prenaset bakterie a plisné a jsou to Casté
zdroje kontaminace. Rukavice ¢asto vyménujte a zkumavky uchovavejte zaviené.

o Nepouzité pufry, pritoéné roztoky a zbytky alikvotl by mély byt zlikvidovany podle
mistnich postupu.

® Pokud pouzivate vlastni plastové vybaveni, doporucuje se béhem celého postupu
purifikace pouzivat jednorazové polypropylenové 1,5- az 2ml kénické zkumavky bez
DNazy/RNazy s nizkou vaznosti a s bezpecnostnimi vicky.

® V3echny kroky centrifugace provadéjte pfi teploté mistnosti (15-25 °C).
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V8echny pufry by se mély skladovat pfi teploté mistnosti (15-25 °C) a pfed pouzitim by
se mély dobfe promichat.

Nastavte termomixér nebo vyhfivany orbitalni inkubator na teplotu 56 °C pro pouziti

v 9. kroku. Pokud neni termomixér nebo vyhfivany orbitalni inkubator k dispozici, Ize
misto n&j pouzit topny blok nebo vodni lazen.

Pokud pufr Buffer AL nebo Buffer ATL obsahuje precipitaty, rozpusti se zahfatim na
teplotu 70 °C za mirného michani.

Zajistéte, aby byly pfipraveny pufry Buffer AW1 a Buffer AW2 podle pokyn( uvedenych
nize.

Postupy kontroly kvality ve spole¢nosti QIAGEN pouzivaji funkéni testovani soupravy
pred vydanim pro kazdou jednotlivou Sarzi soupravy. Nemichejte proto reagencie

z rliznych Sarzi souprav ani nekombinujte jednotlivé reagencie z riznych Sarzi
reagencii.

Pfiprava pufrd

Priprava pufru Buffer ATL

® Pred zahajenim postupu, zkontrolujte, zda se v pufru Buffer ATL nevytvofil precipitat.

V pfipadé potreby jej rozpustte zahratim na teplotu 70 °C s jemnym michanim.

Pfiprava pufru Buffer AL

® Pred zahajenim postupu, zkontrolujte, zda se v pufru Buffer AL nevytvofil precipitat.

V pfipadé potreby jej rozpustte zahfatim na teplotu 70 °C s jemnym michanim.
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Priprava pufru Buffer AW1

® Do lahve obsahujici 19 ml koncentrovaného pufru Buffer AW1 pfidejte 25 ml etanolu
(96-100 %)*. Zaskrtnéte zaSkrtavaci poli¢ko na stitku lahve jako oznaceni, zZe byl pfidan
etanol. Rekonstituovany pufr Buffer AW1 Ize skladovat pfi teploté mistnosti (15-25 °C)
po dobu az 1 roku nebo do data exspirace soupravy podle toho, které obdobi je kratsi.
Doporuc€ujeme napsat datum rekonstituce na stitek pufru.

Poznamka: Pred zahajenim postupu promichejte rekonstituovany pufr Buffer AW1
protfepanim.

Priprava pufru Buffer AW2

® Do lahve obsahujici 13 ml koncentrovaného pufru Buffer AW2 pfidejte 30 ml etanolu
(96-100 %)*. ZasSkrtnéte zaskrtavaci policko na Stitku Idhve jako oznaceni, Ze byl pfidan
etanol. Rekonstituovany pufr Buffer AW2 Ize skladovat pfi teploté mistnosti (15-25 °C)
po dobu az 1 roku nebo do data exspirace uvedeného na soupravé podle toho, které
obdobi je kratsi. Doporu¢ujeme napsat datum rekonstituce na stitek pufru.

Poznamka: Pred zahajenim postupu promichejte rekonstituovany pufr Buffer AW2
protfepanim.

Vychozi material
Vychozim materidlem pro purifikaci DNA jsou pfipravené fezy tkané FFPE (idealné Cerstve

nafezané). V 1 preparatu lze kombinovat vice fezll. Pokud nebudete mit Zadné informace

0 povaze svého vychoziho materialu, doporucuje zacit s nejvySe 3 fezy v jediném preparatu.

* Nepouzivejte denaturovany alkohol, ktery obsahuje dal$i latky, jako napfiklad metanol nebo metyletylketon.
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Uzivatel by mél pocet fezu, tloustku Fezl a plochu Fezl optimalizovat pro vSechny postupy

pouzivané v laboratofi. Pokud se tato souprava pouziva spolu s naslednou aplikaci

QIAGEN, pokyny najdete v pfislusné prirucce.

Postup manipulace pro zamezeni kfizové kontaminace

Vzhledem k senzitivité technik amplifikace nukleovych kyselin je tfeba pfi manipulaci

s kolonkami QlAamp MinElute dodrzovat nasledujici preventivni opatfeni, aby nedoslo ke

kfizové kontaminaci mezi alikvoty:

18

Nepfepliujte zkumavky tkdnémi.

Pfi seSkrabavani tkané mezi jednotlivymi alikvoty vyménujte skalpely.

Alikvot nebo roztok vkladejte do kolonky QlAamp MinElute opatrné. Napipetujte alikvot
do kolonky QlAamp MinElute, aniz byste navlhcili okraj kolonky.

Pfed kazdym prenosem kapalnych materiald vzdy vyménte pipetovaci Spicky.
Doporucujeme pouzivat pipetovaci Spi¢ky s aerosolovou bariérou.

PFi promyvani alikvott vzdy pouzivejte nové promyvaci zkumavky.

Pfed michanim na vortexu a centrifugaci se ujistéte, ze jsou vicka zkumavek zcela
uzaviena.

Pred centrifugaci se ujistéte, Ze je kolonka QlAamp MinElute zcela uzavfena.

Po vSech krocich protfepavani na pulzni tfrepacce a krocich inkubace pfi teploté 90 °C
mikrocentrifuga¢ni zkumavky kratce centrifugujte, aby se odstranily kapky z vnitfni
strany vicek.

Kolonky QlAamp MinElute otevirejte postupné po jedné a dbejte na to, aby nevznikaly
aerosoly.

Mezi jednotlivymi alikvoty vzdy vyménte skalpely.

Pfed kazdym prenosem kapalnych materiald vzdy vymérite pipetovaci Spicky. Pro
minimalizaci  kfizové kontaminace doporuCujeme pouzivat pipetovaci 3picky
s aerosolovou bariérou a nepouzivat vicekrokové pipety.

Pouzivejte vzdy rukavice na jedno pouziti a pravidelné kontrolujte, zda nejsou
kontaminované materialem alikvotu. Pokud mate podezfeni, Ze jsou rukavice
kontaminované, zlikvidujte je.

Zkumavky otevirejte postupné po jedné.
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Centrifugace

Kolonky QlAamp MinElute se vejdou do vétSiny standardnich mikrocentrifuganich
zkumavek o objemu 1,5-2 ml. Centrifugace kolonek QIAamp MinElute se provadi pfiblizné
pfi 6 000 x g, aby se snizil hluk centrifugy. Centrifugace pfi plnych otackach vytéznost DNA
nezvysi. Kolony QlAamp MinElute je vS8ak nutné centrifugovat pfi plnych otackach ve
2 krocich postupu: v kroku centrifugace, pfi niz dochazi k vysu$eni po promyti membran,
a v kroku eluce. Centrifugace pfi plnych otackach je nutna také k tomu, aby se alikvot po
oSetfeni xylenem a promyti etanolem dostal do spodni ¢asti.

Veskeré centrifugacni kroky je nutno provadét pfi teploté mistnosti (15-25 °C). Nizka teplota

centrifugace mize vést k neoptimalni extrakci.

Zpracovani kolonek QIAamp MinElute v mikrocentrifuze

Kolonky QlAamp MinElute pfed jejim vloZzenim do mikrocentrifugy uzaviete.

® Nedotykejte se membrany kolonky QlAamp MinElute pipetovaci Spic¢kou.

® Frakce pritoku mohou obsahovat nebezpeény odpad a je tfeba je odpovidajicim zplisobem
zlikvidovat.

® Pro efektivni paralelni zpracovani vice alikvotd doporuujeme naplnit stojanek na
zkumavky promyvacimi zkumavkami, do nichz bude mozné kolonky QlAamp MinElute
po centrifugaci pfenést. Pouzité promyvaci zkumavky obsahujici pritocny roztok Ize
zlikvidovat a nové promyvaci zkumavky obsahujici kolonky QlIAamp MinElute Ize umistit
pfimo do mikrocentrifugy.

® Zajistéte uplnou sledovatelnost alikvotd béhem celého zpracovani.
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Eluce purifikované DNA

U navazujicich aplikaci, které vyzaduji malé pocate¢ni objemy (napf. nékteré PCR analyzy),
muze koncentrovanéjsi eluat zvysit citlivost analyzy, ale muze také vést ke zvySeni
koncentrace potencialnich inhibitor(.

ZvySeni eluéniho objemu snizi koncentraci DNA v eluatu.

Objem ziskaného eluatu maze byt pfiblizné o 5 ul mensi nez objem pufru Buffer ATE
naneseného na kolonku QlAamp MinElute. Napfiklad pfi eluénim objemu 20 pl vznikne

> 15 pl eluatu. Objem ziskaného eluatu zavisi na povaze alikvotu.

Za optimalizaci eluéniho objemu pro vSechny postupy pouzivané v dané laboratofi
zodpovida uzivatel. Doporu¢ené elu¢ni objemy potfebné pro konkrétni nasledné aplikace

QIAGEN naleznete v pfiru¢kach k soupravam.

Vytéznost se muze zvysit, pokud se kolonka pfed centrifugaci inkubuje s pufrem Buffer ATE
pfi pokojové teploté napfiklad 5 minut. Eluovana DNA se shromazduje v 1,5ml elu¢nich
zkumavkach (souCast soupravy). Podminky skladovani eluované DNA zaviseji na
pozadavcich definovanych uzivatelem. Doporu¢ené podminky skladovani pro konkrétni

nasledné aplikace QIAGEN naleznete v pfiru¢kach k soupravam.
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Protokol: 1zolace genomové DNA z tkanovych
rezu FFPE

Postup

1. Skalpelem odFiznéte pfebytecny parafin z bloku alikvotu.

2. Rezy pripravujte podle standardnich laboratornich postuptl (viz &ast ,Vychozi material®,
strana 17). Uzivatel by mél pocet fezU, tloustku fez( a plochu fezli optimalizovat pro
vSechny postupy pouzivané v laboratofi. Zajistéte, aby byla béhem celého postupu
zachovana sledovatelnost alikvotd.

3. Tkan z fezll ihned seSkrabnéte sterilnim skalpelem do lyzaéni zkumavky (soucast
soupravy). Ujistéte se, Ze je do zkumavky vloZzena veSkera dostupna tkan. K alikvotu
pfidejte 1 ml xylenu, zavfete vicko a prudce promichejte na vortexu, dokud se parafin
nerozpusti (napf. 10 sekund). Ujistéte se, Ze je zkumavka zcela uzaviena, aby se
zabranilo rozliti xylenu, kiizové kontaminaci mezi alikvoty a moznému kontaktu
s xylenem.

Poznamka: Xylen pouzivejte v digestofich nebo jinych vhodnych ochrannych
zafizenich.

4. Tkanovou peletku centrifugujte pfi pInych otackach po dobu pfiblizné 2 minut pfi teploté
mistnosti. Pokud se zadna tkanova peletka nevytvofila, tento krok opakuijte.
Poznamka: Nizka teplota centrifugace muze vést k neoptimalni extrakci.

5. Supernatant odstrante pipetovanim a poté zlikvidujte. Peletky si ponechte.

Supernatant obsahuje xylen, ktery je nebezpe¢nym odpadem a mél by byt fadné
zlikvidovan podle mistnich predpist.
6. Ke tkanové peletce pridejte 1 ml etanolu (96—100 %) a dukladné promichejte ve

vortexu.

Etanol extrahuje z alikvotu zbytkovy xylen a mél by byt vhodnym zptsobem
zlikvidovan.
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Centrifugujte plnou rychlosti pfiblizné 2 minuty pfi teploté mistnosti.
Supernatant opatrné odstrante pipetovanim. Neodebirejte Zzadnou peletku.

Pomoci jemné pipetovaci Spicky opatrné odeberte veskery zbytkovy etanol. Oteviete
zkumavku a inkubujte pfi teploté 15-40 °C, dokud se veskery zbytkovy etanol
neodpari. Aby extrakce byla Uspésna, je odstranéni zbytkového etanolu rozhodujici.

muze peletky vysusit pfili§ a ztiZit jejich suspendovani.

. Peletku znovu suspendujte ve 180 pl pufru Buffer ATL. Pfidejte 20 pl proteinazy K

a promichejte na vortexu.

Poznamka: Peletky museji byt v pufru Buffer ATL dobfe resuspendovany, aby se

zajistila maximalni vytéznost.

. Inkubuijte pfiblizné 1 hodinu pfi teploté 56 °C (nebo dokud nedojde k UpIné lyze

alikvotu).
Inkubujte pfi teploté 90 °C po dobu 1 hodiny.

Inkubace pfi teploté 90 °C v pufru Buffer ATL Castecné zvrati formaldehydovou
mohou mit dopad na kvalitu a mnozstvi DNA. Pokud pouzijete pouze 1 topny blok,
nechte alikvot po 56°C inkubaci pfi teploté mistnosti, dokud topny blok nedosahne
teploty 90 °C.

Zkumavku kratce centrifugujte, aby se odstranily kapky z vnitfni strany vicka.

K alikvotu pfidejte 200 pl pufru Buffer AL a dikladné promichejte na vortexu. Poté

pridejte 200 pl etanolu (96—100%) a znovu dukladné promichejte na vortexu.

Je dllezité, aby se alikvot, pufr Buffer AL a etanol okamzité a dukladné promichaly na
vortexu nebo pipetovanim, aby vznikl homogenni roztok. Pufr Buffer AL a etanol Ize
predem smichat a pfidat spole¢né v 1 kroku, aby se pfi zpracovani vice alikvot usetfil
¢as. Po pridani pufru Buffer AL a etanolu se mlze vytvofrit bily precipitat. Tento
precipitat s postupem QlAamp neinterferuje. Vzdy pouzivejte Cerstvou smés a po
pouziti ji ihned zlikvidujte.

Navod k pouziti soupravy QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (pfirucka) 02/2023



13. Zkumavku kratce centrifugujte, aby se odstranily kapky z vnitfni strany vicka.

14. Opatrné pfeneste cely lyzat do kolonky QlAamp MinElute (ve 2ml promyvaci
zkumavce), aniz byste navlhcili okraj, zaviete vicko a centrifugujte pfi otackach 6 000 x
g po dobu = 1 minuty. Umistéte kolonku QlAamp MinElute do Cisté 2ml promyvaci
zkumavky (soucast soupravy) a promyvaci zkumavku obsahujici pratoény roztok
zlikvidujte.

Pokud lyzat po centrifugaci membranou zcela neprosel, centrifugujte znovu pfi vy$Sich

otackach, dokud se kolonka QlAamp MinElute nevyprazdni.

15. Opatrné otevrete kolonku QlAamp MinElute a pfidejte 500 pl rekonstituovaného pufru
Buffer AW1, aniz by doSlo k navlhéeni okraje. Uzavfete vicko a centrifugujte pfi
otackach 6 000 x g po dobu = 1 minuty. Umistéte kolonu QlAamp MinElute do Cisté 2ml

promyvaci zkumavky a promyvaci zkumavku obsahujici priitoény roztok zlikvidujte.

16. Opatrné otevrete kolonku QlAamp MinElute a pfidejte 500 pl rekonstituovaného pufru
Buffer AW2, aniz by doS$lo k navlhéeni okraje. Uzavfete vicko a centrifugujte pfi
otackach 6 000 x g po dobu = 1 min. Umistéte kolonu QlAamp MinElute do &isté 2ml

promyvaci zkumavky a promyvaci zkumavku obsahujici priitoény roztok zlikvidujte.

Je tfeba zabranit kontaktu mezi kolonkou QlAamp MinElute a prito¢nym roztokem.
Ujistéte se, Ze je rotor centrifugy vyvazen. Rotory nékterych centrifug mohou pfi
zpomaleni vibrovat, coZz ma za nasledek pritocny roztok s obsahem etanolu, ktery
pfijde do styku s kolonkou QlAamp MinElute. Pfi vyjimani kolonky QIAamp MinElute
a promyvaci zkumavky z rotoru dbejte na to, aby se prato¢ny roztok nedostal do
kontaktu s kolonkou QlAamp MinElute.

17. Centrifugujte pfi plnych otackach (pfiblizné 20 000 x g) po dobu pfiblizné 3 minut, aby
se membrana vysusila.
PFenos etanolu do eluatu maze zplsobovat problémy v nékterych naslednych
aplikacich.
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Vlozte kolonku QlAamp MinElute do &isté 1,5ml eluéni zkumavky (soucast soupravy)
a promyvaci zkumavku obsahujici prato¢ny roztok zlikvidujte. Opatrné otevrete vicko
kolonky QIAamp MinElute a pridejte 20—200 ul pufru Buffer ATE do stfedu membrany.

Dulezité: Pokud pouzivate malé eluéni objemy (< 50 pl), davkuijte pufr Buffer ATE na
stfed membrany, abyste zajistili Uplnou eluci navazané DNA. Kolonky QlAamp
MinElute poskytuji flexibilitu pfi vybéru elu¢niho objemu. Vyberte objem podle
pozadavku nasledné aplikace. Objem eluatu maze byt pfiblizné o 5 pyl mensi nez objem
pufru eluéniho roztoku naneseného na kolonku.

Uzavrete vi¢ko a inkubuijte pfi teploté mistnosti (15-25 °C) po dobu nejméné 1 minuty.
Centrifugujte pfi plnych otackach (pfiblizné 20 000 x g) po dobu = 1 minuta.

Inkubace kolonky QlAamp MinElute naplnéné pufrem Buffer ATE po dobu pfiblizné

5 minut pfi teploté mistnosti pfed centrifugaci mize zvysit vytéZzek DNA.
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Kontrola kvality

V souladu se systémem fizeni kvality spole¢nosti QIAGEN, certifikovanym podle norem ISO,
je kazda Sarze souprav QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit podrobena testim predem

definovanych parametrt, které zajistuji odpovidajici kvalitu vyrobku.
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Omezeni

Funkénost soustavy byla stanovena pouzitim tkani FFPE pro izolaci genomoveé DNA.

Nedostate¢na nebo nadmérna fixace muze ovlivnit kvalitu DNA, coz ma za nasledek Spatné

vysledky v naslednych analyzach.

Zbytkovy formalin mdze inhibovat krok $tépeni proteinazou K; pred zalitim alikvoty dukladné

zbavte vody.

Za validaci funkénich vlastnosti systémud u vSech postupl pouzivanych v dané laboratofi,

které nejsou zahrnuty ve studiich funkénich viastnosti vyrobkt QIAGEN, zodpovida uzivatel.

Pro minimalizaci rizika negativniho dopadu na diagnostické vysledky je zapotiebi pouzivat
pro nasledné aplikace odpovidajici kontroly. Pro dalSi validaci se doporuluji pokyny
Mezinarodni konference o harmonizaci technickych pozadavk( (ICH) uvedené v dokumentu
ICH Q2(R1) Validace analytickych postupud: Text a metodologie.

Jakékoliv ziskané diagnostické vysledky se musi interpretovat v kontextu ostatnich

klinickych nebo laboratornich nalezu.

PFi pouziti soupravy QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit Ize RNA kopurifikovat s DNA,
pokud je v alikvotu pfitomna.
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Charakteristika funkcnich vlastnosti

Platné charakteristiky funkénich vlastnosti jsou k dispozici pod kartou zdroju na produktové

strance na webovych strankach www.giagen.com.

Navod k pouziti soupravy QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (pfirucka) 02/2023 27


https://www.qiagen.com/

Navod na reSeni potizi

Uvedené navody mohou pomoci pfi feSeni potizi, které mohou nastat pfi praci se systémem.
Dal$i informace muZzete najit také mezi Castymi dotazy (Frequently Asked Questions, FAQ)
na strankach nasSeho centra technické podpory: www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx.
Védci z technické podpory spolecnosti QIAGEN vzdy radi zodpovi vasSe otédzky ohledné
Udaju a/nebo protokoll v této pfiruéce i obecné k technologiim pro pfipravu alikvotl a jejich
analyz (kontaktni udaje naleznete na webovych strankach www.giagen.com).

Komentare a navrhy

Zanesené kolonky QlAamp MinElute

a)  P¥ilis mnoho vychoziho materialu

b)  P¥ili§ nizka teplota pfi centrifugaci

Nizky vytézek DNA

a)  P¥ili§ mnoho vychoziho materialu

b)  DNA stale navazana na
membranu kolonky MinElute Spin
Column RNeasy

c)  Nespravné skladovani
pufru/reagencii

Nizka hodnota Azeo/ A2s0

Pfi méfeni Azs0/A2s0 byla nukleova
kyselina nafedéna vodou

Snizte mnozstvi vychoziho materialu. Je nezbytné pouzit spravné
mnozstvi vychoziho materidlu (viz strana 17).

Teplota pfi centrifugaci by méla byt 15-25 °C. Nékteré centrifugy se
mohou ochladit na teplotu niz§i nez 15 °C, i kdyZ jsou nastaveny na
20 °C. To mUze zpusobit tvorbu precipitatl, které mohou ucpat
kolonky QlAamp MinElute. Pokud k tomu dojde, nastavte teplotu
centrifugace na 15-25 °C.

PretiZzeni kolonky QlAamp MinElute Spin Column vyrazné snizuje
vytézky nukleovych kyselin. Snizte mnozstvi vychoziho materialu
(viz strana 17).

Zopakujte eluci DNA, ale pfed centrifugaci inkubujte kolonku QlAamp
MinElute Spin Column na pracovnim stole po dobu 10 minut s pufrem
Buffer ATE (eluéni pufr).

Kolonky QlAamp MinElute Spin Columns je tfeba po dodani soupravy
skladovat pfi teploté 2—8 °C. Zkontrolujte spravnou teplotu skladovani,
protoze vystaveni vy$$im teplotdm po del$i dobu miize vést ke ztraté

funkénich vlastnosti.

K fedéni alikvotu pred méfenim Cistoty pouzijte 10mM Tris CI, pH 7,5,
nikoli vodu.

DNA nema dobré funkéni vlastnosti v naslednych analyzach/aplikacich

Pfenos etanolu

Ve 2 krocich postupu je nutna centrifugace kolonek QlAamp MinElute
pfi plnych otackach: Béhem druhého promyvani pufrem Buffer AW2
nezapometite centrifugovat pfi otackach = 8 000 x g po dobu 2 minut
pfi teploté 15-25 °C, aby se membrana kolonky QlAamp MinElute
Spin Column vysusila. Po centrifugaci kolonku ze sbérné zkumavky
opatrné vyjméte tak, aby se kolonka nedotkla prito¢ného roztoku.
Poté vlozte kolonku do nové odbérové zkumavky a centrifuguijte pfi
plnych otac¢kach po dobu 5 minut. Centrifugace pfi pinych otackach je
nutna také pro pfesun alikvotu do spodni ¢asti po oSetreni xylenem

a promyti etanolem.
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Symboly

V navodu k pouziti anebo na obalu a znaceni se objevuji nasledujici symboly:

(2}
<
3
<3
=2

Definice symbolu

A
Z
\%

Obsahuje dostatek reagencii pro <N> reakci

Pouzijte do

Tento vyrobek splfiuje pozadavky evropského nafizeni
2017/746 pro diagnostické zdravotnické prostfedky in

vitro.

<

Zdravotnicky prostfedek pro diagnostiku in vitro

Katalogové Cislo

o

al [ N K
Ol |0
JEEEEE ] ™

Cislo 8arze

Cislo materialu (tj. ozna&eni dilu)
Komponenty

Obsahuje

Cislo

GTIN Globalni &islo obchodni polozky
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Symbol Definice symbolu
Rn R oznacuje revizi navodu k pouziti a n je Cislo revize
J Teplotni rozmezi
u Vyrobce
EIH Viz navod k pouziti
[
YT — . . L .
/| Chrante pfed slune€nim svétlem
a

Varovani/upozornéni

Proteinaza K

Azid sodny

Pfi dodani

Zapiste aktualni datum pfidani etanolu do lahve

Etanol
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Symbol Definice symbolu
Pridani

GuHCI Guanidinhydrochlorid
| MALEIC ACID | Kyselina maleinova

UDI

JedineCny identifikator prostfedku
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Priloha: Manipulace

Obecné pokyny k manipulaci

PFi manipulaci s reagenciemi a alikvoty vzdy noste latexové nebo vinylové rukavice, abyste
zabranili kontaminaci z povrchu kize nebo ze zapraseného laboratorniho vybaveni. Ruce
a prachové Castice mohou prenaset bakterie a plisné a jsou to €asté zdroje kontaminace.
Rukavice ¢asto vymeérujte azkumavky uchovavejte zaviené. Zamezte mikrobialni

kontaminaci reagencii soupravy.
Jednorazové plastové vybaveni

Béhem tohoto postupu se doporuCuje pouzivat jednorazové sterilni polypropylenové

zkumavky.
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Informace pro objednani

Vyrobek Obsah Kat. €.

Souprava QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit — pro purifikaci genomové
DNA z tkani zalitych v parafinu

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Pro pfipravu 50 alikvotd DNA: 60404
Kit (50) 50 kolonek QIAamp MinElute,

proteinaza K, pufry, promyvaci

zkumavky (2 ml), eluéni zkumavky

(1,5 ml), lyza¢ni zkumavky (2 ml)

Aktualni licenéni informace a odmitnuti odpovédnosti specifické pro vyrobek jsou uvedeny
v navodu k pouziti pfislusné soupravy QIAGEN. Navody k pouziti souprav QIAGEN jsou
k dispozici na webovych strankach www.qiagen.com nebo si je Ize vyzadat od oddéleni

technickych sluzeb spolecnosti QIAGEN c¢i mistniho distributora.
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Historie revizi dokumentu

Revize

Popis

R1, ¢erven 2022

R2, unor 2023
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Aktualizace soupravy na verzi2 kvili souladu
s nafizenim IVDR

Aktualizace ¢asti Popis a principy

Aktualizace Casti Potfebné materialy, které nejsou
soucasti dodavky

Aktualizace ¢asti Varovani a bezpe¢nostni opatfeni
Aktualizace ¢asti Skladovani reagencii a manipulace
S nimi

Aktualizace ¢asti Navod na feSeni potizi
Aktualizace pfilohy Pfiloha

Aktualizace oddilu Skladovani vzork(i a manipulace

S nimi

02/2023



Oi é li éni uj ani pro p! QlAamp DSP DNA Kit
Pouzivanim tohoto vyrobku vyjadfuje kazdy kupujici nebo uzivatel vyrobku svuj souhlas s nasledujicimi podminkami:

1. Tento vyrobek se muZe pouzivat vyhradné v souladu s protokoly poskytnutymi s timto vyrobkem a touto pfiruckou a pro pouZiti pouze s komponenty dodanymi
v panelu. Spole¢nost QIAGEN neposkytuje zadnou licenci svych duSevnich prav k pouzivani nebo zaclenéni soucasti, které jsou obsazeny v tomto panelu, spole¢né
s kterymikoliv sou¢astmi, které nejsou v tomto panelu obsaZeny, s vyjimkou pfipadl popsanych v této priruéce a dalich protokolech dostupnych na strankach
www.giagen.com. Nékteré z téchto doplfiujicich protokolii byly poskytnuty uZivateli vyrobkd spole¢nosti QIAGEN pro jiné uzivatele vyrobki QIAGEN. Tyto protokoly
nebyly spolecnosti QIAGEN diikladné testovany ani optimalizovany. Spole¢nost QIAGEN nezarucuje ani neposkytuje zaruku na to, Zze neporusuji prava tfetich stran.

2. Spole¢nost QIAGEN neposkytuje Zadnou jinou zaruku nez vyslovné stanovené licence v tom smyslu, Ze tento panel a/nebo jeho pouZiti nenarusuje prava tretich
stran.

3. Tento panel a jeho komponenty jsou licencovany k jednorazovému pouZiti a nesmi se pouzivat opakované, pfepracovavat ani opakované prodévat.

4. Spole¢nost QIAGEN specificky odmita jakékoliv dalsi vyslovné nebo nepiimé licence s vyjimkou téch, které jsou uvedeny vyslovné.

5. Kupuijici a uzivatel tohoto panelu souhlasi s tim, Ze nepodnikne ani nikomu jinému neumozni podniknout Zadné kroky, které by mohly vést k jakékoliv shora

zakazané cinnosti nebo ji usnadnily. Spolecnost QIAGEN mizZe prosazovat zakazy tohoto ujednani o omezené licenci u kteréhokoliv soudu, a bude vyZzadovat
kompenzaci za veskeré naklady vynaloZené na vysetfovani a soudni vylohy véetné poplatk(i za pravni zastupce v pfipadé jakéhokoliv soudniho sporu s cilem prosadit
toto ujednani o omezené licenci nebo kteréhokoliv ze svych prav k dusevnimu vlastnictvi v souvislosti s panelem a/nebo jeho soucastmi.

Aktualizované licenéni podminky jsou uvedeny na webovych strankach www.giagen.com.

Ochranné znamky: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp®, MinElute® (QIAGEN Group); Sarstedt® (Sarstedt AG and Co.).
Unor 2023 HB-3033-002 1130780CS © 2023 QIAGEN, vSechna prava vyhrazena.
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