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Ugel pouziti

Sada QlAamp DSP DNA FFPE Tissue je systém, ktery vyuziva technologii silikatové
membrany (technologii QIAamp) kizolaci a purifikaci genomové DNA z biologickych
vzork( fixovanych formalinem a zalitych do parafinu (formalin-fixed paraffin-embedded,
FFPE).

Produkt je uréen pro pouziti jen kvalifikovanymi uzivateli, napfiklad techniky a Iékafi, ktefi
jsou vySkoleni v technikach molekularni biologie pro ucely diagnostiky in vitro (IVD); je
uren pro ruéni preparaci vzork( a neposkytuje zadné vysledky kvalitativnich ani
kvantitativnich testd.

Souhrn a vysvétleni

Sada QlAamp DSP DNA FFPE Tissue se pouziva k purifikaci DNA z tkanovych feza
FFPE. Vyuzivad zavedenou technologii QlAamp DNA Micro pro purifikaci genomové a
mitochondrialni DNA ze vzork( o malém objemu nebo velikosti. Sada kombinuje selektivni

vazebné vlastnosti silikatové membrany s flexibilnimi elu¢nimi objemy.

Lytické podminky umozriuji u¢innou purifikaci genomové DNA z tkanovych fezi FFPE bez
nutnosti inkubace pfes noc. Inkubace pfi zvySené teploté po digesci proteinazou K
CasteCné odstrafiuje formalinem vyvolané zesitovani uvolnéné DNA, coz muze zlepsit
vytéznost a funkéni vlastnosti DNA v navazujicich testech. Upozorfiujeme, Ze DNA
izolovana ze vzorkl FFPE ma obvykle niz§i molekulovou hmotnost nez DNA z &erstvych
nebo zmrazenych vzorkd. Stupen fragmentace zavisi na druhu a stafi vzorku a

podminkach pfi fixaci.

Po lyze vzorku je pro sou€asné zpracovani nékolika vzork(i vhodny postup pro systém
QIlAamp DSP DNA FFPE Tissue.
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Uzivatel nese odpovédnost za validaci funkénich vlastnosti systému u vSech postupl
pouzivanych v dané laboratofi, které nejsou zahrnuty ve studiich funkénich vlastnosti

provedenych spole¢nosti QIAGEN a popsanych v pfirucce.

Princip metody

Postup prace se systémem QlAamp DSP DNA FFPE Tissue se sklada ze Sesti kroku
(Obrazek 1):

e (Odstranéni parafinu: Parafin se rozpusti v xylenu a odstrani.

® Lyza: Vzorek se lyzuje pfi 56 °C za denatura¢nich podminek s proteindzou K.
® Zahfivani: Inkubace pfi 90 °C rusi formalinem vyvolané zesitovani.

® Navazani: DNA se navaze na membranu a prusak s kontaminujicimi latkami.
e Promyti: Dojde k vymyti zbytkovych kontaminujicich latek.

® Vyluhovani: Z membrany je vyluhovana ¢&ista, koncentrovana DNA.
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QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Procedure

Vzorek

Odstranéni parafinu

Lyza

Zahfivani

Navéazani DNA

Promyti

Vyluhovani

*{P'ﬂiﬂf*ﬂ-m*ﬂ-iﬁﬁ*—i.ﬁﬂ—ﬁ.ta—ﬁ.ta—

DNA pfipravena k pouZiti

Obréazek 1. Postup préace se systémem QlAamp DSP DNA FFPE Tissue.
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Dodavané materialy

Obsah sady

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (50)

Katalogové ¢. 60404

Pocet reakci 50

QlAamp QlAamp MinElute Columns with 50

MinElute® Wash Tubes (Kolonky QlAamp
MinElute s promyvacimi
zkumavkami)

WT Wash Tubes (Promyvaci zkumavky) [WASH] TUBE 3 x50
(2 ml)

ET Elution Tubes (Eluéni zkumavky) TUBE 50
(1,5 ml)

LT Lysis Tubes (Lyza&ni zkumavky) TUBE 50
(2 ml)

ATL Tissue Lysis Buffer (Pufr pro lyzu LYs | BUF 10 ml
tkanf)

AL Lysis Buffer (Lyzaéni pufr)* EUF 12 ml

AW1 Wash Buffer 1 (Promyvaci pufr 1)* I WASH [BUFT 1 JcONC] 19 ml
(koncentrat)

AW2 Wash Buffer 2 (Promyvaci pufr 2) [WASH [BUF [ 2 [CONC] 13 ml
(koncentrat)

ATE Elution Buffer (Eluéni pufr) BUF 12 ml

PK Proteinaza K 1,25 ml

- Navod k pouZiti (pFirugka) 1

* Obsahuje sul guanidinu. Neni kompatibilni s dezinfekénimi pfipravky obsahujicimi bélici prostfedky. Varovani a
bezpecénostni opatfeni viz strana 10.

T Obsahuje azid sodny jako konzervagni latku.
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Potrebny material, ktery neni soucasti dodavky

Pfi praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni pracovni odév, jednorazové

bezpecnostnich listech (safety data sheets, SDS), které obdrzite od dodavatele vyrobku.

Reagencie

e Xylen
e Etanol (96100 %)*

Spotfebni material

® Bude-li rozhodnuto, Ze se nepouziji zkumavky ze sady, doporu¢ujeme mikrocentrifugacni
zkumavky 1,5 ml nebo 2 ml (pro lyzu) a mikrocentrifugaéni zkumavky 1,5 ml
(pro vyluhovani) (dodava firma Eppendorf® [Safe-Lock: kat. &. 022363204, US;
kat. €. 0030 120.086, Evropa] nebo Sarstedt [kat. €. 72.690]). Doporu€ujeme zkumavky
kénického tvaru bez DNazy/RNazy s pevnymi uzavery.

® Pipety a pipetovaci $picky (pro zamezeni zkfizené kontaminace dlrazné doporucujeme
pipetovaci $pi¢ky s aerosolovymi bariérami).

Vybaveni

e Thermomixer, vyhfivany orbitalni inkubator, termoblok nebo vodni lazer s moznosti
inkubace pfi teploté 56 °C, 70 °C a 90 °C

e Mikrocentrifuga® s rotorem pro zkumavky 2 ml

® Trepacka vortex

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

T K zajisténi spravného zpracovani vzorkd pfi metodach QlAamp DSP DNA FFPE dirazné doporucujeme pouZiti
pfistroju kalibrovanych podle doporuceni vyrobce.
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Varovani a bezpecnostni opatreni

Pro diagnostiku in vitro

PFi praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni pracovni odév, jednorazové
bezpec€nostnich listech (SDS). Bezpecnostni listy jsou k dispozici také online v PDF
formatu na strankach www.giagen.com/safety, kde muzete najit, pfecist a vytisknout

bezpeénosti listy vdech sad a soucasti sad QIAGEN®,

UPOZORNENI: NEPRIDAVEJTE roztoky bélicich prostfredkii nebo

kyselin pfimo do odpadnich materialii z pfipravy vzorki.

Pufr AL a pufr AW1 obsahuje guanidin hydrochlorid, ktery mize vytvaret vysoce reaktivni

slouceniny pfi smiSeni s bélicim &inidlem.

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

Pro jednotlivé komponenty sady QlAamp DSP DNA FFPE Tissue plati nasledujici pokyny

tykajici se rizika a bezpe€nostnich opatfeni.
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Pufr AL

Obsahuje: guanidinhydrochlorid; kyselinu maleinovou. Varovani! Mize byt zdravi $kodlivy
pfi poziti nebo pfi vdechovani. Drazdi kizi.. Zpusobuje vazné podrazdéni o¢i. Mdze vyvolat
alergickou kozni reakci. Pretrvava-li podrazdéni o¢i: Vyhledejte I1ékafskou pomoc/osetieni.
PRI ZASAZENI OCi: N&kolik minut opatrné vyplachujte vodou. Vyjméte kontaktni &ogky,
jsou-li nasazeny a pokud je Ize vyjmout snadno. Pokracujte ve vyplachovani.
Kontaminovany odév sviéknéte a pred op&tovnym pouzitim ho vyperte. PRI STYKU S KUZi:
Jemné omyjte velkym mnozZstvim vody a mydla. Pfi podrazdéni kize: Vyhledejte Iékafskou
pomoc/oSetreni. PouZivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné bryle/obli¢ejovy $tit.

&

Pufr ATL

Varovani! Zpusobuje mirné podrazdéni pokozky. Pfi podrazdéni kize: Vyhledejte Iékarskou
pomoc/oSetteni.

&

Pufr AW1

Obsahuje: guanidinhydrochlorid. Varovani! Zdravi $kodlivy pfi poZiti nebo pfi vdechovani.
Drazdi kazi. Zplisobuje vazné podrazdéni odi. Necitite-li se dobie, volejte TOXIKOLOGICKE
INFORMACNI STREDISKO nebo lékare. Odstrarite obsah/obal ve schvaleném zafizeni pro
likvidaci odpadu. Kontaminovany odév svléknéte a pred opétovnym pouZzitim ho vyperte.
Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné bryle/obli¢ejovy Stit.

&

Proteinaza K

Obsahuje: proteindzu K. Varovanil ZplGsobuje miré podrazdéni pokozky. Pfi vdechovani
mUiZe vyvolat pfiznaky alergie nebo astmatu nebo dychaci potize. Zamezte vdechovani
prachu/dymu/plynu/mihy/par/aerosold. P¥i dychacich potizich: Volejte TOXIKOLOGICKE
INFORMACNI STREDISKO nebo Iékafe. PRI VDECHNUTI: PFi obtizném dychani pteneste
postizeného na Cerstvy vzduch a ponechte jej v klidu v poloze usnadriujici dychani.
Pouzivejte vybaveni pro ochranu dychacich cest.

Uchovavani reagencii a nakladani s nimi

Kolonky QlAamp MinElute by mély byt po dodani uloZeny pfi teploté 2—8 °C a Ize je pouzit
do data exspirace uvedeného na obalu sady.

V8echny pufry se mohou uchovavat pfi pokojové teploté (15-25 °C) a jsou stabilni do data
exspirace sady. Rozpustény pufr AW1 a AW2 je v8ak mozné skladovat pfi pokojové
teploté (15-25 °C) az 1 rok nebo do data exspirace vyznaceného na sadé podle toho,
ktera Ihata vyprsi dfive.

Sada QlAamp DSP DNA FFPE Tissue obsahuje roztok proteinazy K pfipraveny k pouziti,
ktery se dodava ve formé zasobniho pufru se specialnim slozenim. Proteinaza K je stabilni
az do data exspirace sady, je-li uchovavana pfi pokojové teploté (15-25 °C).
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Nakladani se vzorky a jejich uchovavani

Pro omezeni rozsahu fragmentace DNA je tfeba pouzivat standardni postupy fixovani

formalinem a zalévani do parafinu. Zabezpedcte nasledujici:

® Vzorky tkani fixujte ve formalinu podle laboratorniho protokolu (obvykle se pouZziva
10% neutralni pufrovany formalin) co nejdfive po chirurgickém vyjmuti.

® PouZijte dobu fixace 14-24 hodin. Omezte dobu fixace, nebot’ dlouhodoba fixace
(napfiklad > 24 hodin) mGzZe vést k silnéjSi fragmentaci DNA a sniZené funk&nosti
naslednych testl).

® Vzorky pred zalitim dukladné dehydratujte (zbytkovy formalin mdze inhibovat digesci
proteinazy K).

DNA se vyluhuje v pufru ATE a je ihned pfipravena k pouziti v amplifikaénich reakcich
nebo k uskladnéni (podminky zavisi na pozadavcich uZivatele). Doporu¢ené podminky
skladovani pro konkrétni navazujici aplikace QIAGEN naleznete v pfiru¢kach k pfisluSnym
sadam.
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Postup

Dulezité body pred zahajenim

VSechny reagencie dodané v sadé QlAamp DSP DNA FFPE Tissue jsou uréeny k
pouziti vyhradné s ostatnimi reagenciemi ze stejné sady QlAamp DSP DNA FFPE
Tissue. Ma-li byt zachovan optimalni vykon testu, nelze se sadou pouZivat zadné

nahradni reagencie.

Po obdrzeni sady zkontrolujte, zda nejsou jeji komponenty poSkozeny. V pfipadé
poskozeni oball nebo lahvi s pufrem kontaktujte oddéleni technickych sluzeb QIAGEN
nebo mistniho distributora. V pfipadé rozliti tekutiny si prectéte ¢ast ,Varovani a
bezpec&nostni opatfeni®, strana 10). NepouZivejte poSkozené komponenty sady,
protoze pouziti poSkozenych komponent by mohlo negativné ovlivnit t¢innost sady.

PFi praci se sadou nepouzivejte komponenty jinych sad, pokud nemaji stejné Cislo
Sarze.

Zamezte mikrobialni kontaminaci reagencii sady.

Tuto sadu smi pouzivat pouze personal Skoleny v laboratornich metodach in vitro.

PFi zachazeni s reagenciemi a vzorky vzdy pouZivejte latexové nebo vinylové rukavice,
aby nedoslo ke kontaminaci z povrchu klGize nebo ze zapraseného laboratorniho
vybaveni. Ruce a prachové ¢astice mohou pfenaset bakterie a plisné a jsou to ¢asté
zdroje kontaminace. Rukavice ¢asto vyménujte a zkumavky uchovavejte zaviené.

Nepouzité pufry, prisaky a zbytky vzorkl je nutné zlikvidovat podle mistnich postupu.

Pouzivate-li svij vlastni plastovy spotfebni materidl, v celém postupu purifikace se
doporuduje pouzivat jednorazové polypropylenové kénické zkumavky 1,5-2 ml

S nizkou smacivosti, neobsahujici DNazu/RNazu, s pevnhymi uzavéry.

V8echny postupy centrifugace provadeéijte pfi pokojové teploté (15-25 °C).

VSechny pufry je nutné skladovat pfi pokojové teploté (15-25 °C) a pfed pouZitim je

dikladné promichat.
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® Nastavte Thermomixer nebo vyhfivany orbitalni inkubator na teplotu 56 °C pro pouZziti
v kroku 11. Pokud Thermomixer ani vyhfivany orbitalni inkubator nejsou k dispozici,

Ize pouzit termoblok nebo vodni lazen.

e Pokud pufr AL nebo pufr ATL obsahuje precipitét, rozpustte jej ohfevem na 70 °C
s Setrnym michanim.

® Zajistéte, aby pufr AW1 a pufr AW2 byl pfipraven podle nize uvedenych pokyn.

® Postupy kontroly jakosti ve spole¢nosti QIAGEN popisuji funkéni testovani sady pred
vydanim pro kazdou jednotlivou Sarzi sady. Nemichejte proto reagencie z riznych

Sarzi, ani nekombinujte jednotlivé reagencie z riznych $arzi reagencii.
Pfiprava pufra

Pfiprava pufru ATL

® Pred zahajenim prace zkontrolujte, zda se v pufru ATL nevytvofil precipitat. Podle

potfeby jej rozpustte ohfevem na 70 °C s Setrnym michanim.

Pfiprava pufru AL

® Pred zahajenim prace zkontrolujte, zda se v pufru AL nevytvofil precipitat. Podle

potfeby jej rozpustte ohfevem na 70 °C s Setrnym michanim.

Priprava pufru AW1

® Do lahvi¢ky s 19 ml koncentrovaného pufru AW1 pfidejte 25 ml etanolu (96—-100%).
Zaskrtnutim poli¢ka na stitku na lahvicce oznadte, ze byl pfidan etanol. Rozpustény
pufr AW1 je mozné skladovat pfi pokojové teploté (15-25 °C) az 1 rok nebo do data
exspirace vyznaceného na sadé podle toho, ktera Ihata vyprsi dfive. Doporucujeme
napsat datum rekonstituce na Stitek na pufru.

Poznamka: Pfed zahajenim postupu rozpustény pufr AW1 promichejte protfepanim.
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Pfiprava pufru AW2

® Do lahvi¢ky s 13 ml koncentrovaného pufru AW?2 pfidejte 30 ml etanolu (96—100%).
Zaskrtnutim poli¢ka na Stitku na lahvi¢ce oznacte, Ze byl pfidan etanol. Rozpustény
pufr AW2 je mozné skladovat pfi pokojové teploté (1525 °C) az 1 rok nebo do data
exspirace vyzna¢eného na sadé podle toho, ktera Ihuta vyprsi dfive. Doporuujeme
napsat datum rekonstituce na Stitek na pufru.

Poznamka: Pfed zahajenim postupu rozpustény pufr AW2 promichejte protfepanim.
Vychozi material

Vychozim materialem pro purifikaci DNA jsou fezy tkané FFPE (idealné Cerstvé). V jednom
preparatu lze zkombinovat nékolik fezi. Nemate-li o povaze vychoziho materialu zadné
informace, doporu€ujeme zacit s maximalné tfemi fezy na jeden preparat.

UZivatel by mél optimalizovat pocet fezl, tloustku fezli a plochu fezli podle postupl
pouzivanych v dané laboratofi. Jestlize se sada pouziva ve spojeni s navazujici aplikaci
QIAGEN, pfectéte si navod v pfislusné pfirucce.

Postup manipulace, ktery zabranuje zkfizené kontaminaci

Vzhledem k citlivosti technologii amplifikace kyseliny nukleové je pfi manipulaci s
kolonkami QlAamp MinElute nutné dodrzovat nize uvedena bezpecnostni opatfeni, aby
nedoslo ke zkfizené kontaminaci vzork(:

® Zkumavky s tkani nenaplfiujte pfilis.

® P¥i seSkrabovani tkané vyménujte mezi jednotlivymi vzorky skalpely.

® Opatrné vlozte vzorek nebo roztok do kolonky QlAamp MinElute. Vzorek do kolonky
QlAamp MinElute napipetujte tak, aby nedoSlo k navlh&eni okraje kolonky.

® Pred kazdym pfenosem kapalnych material( vzdy vymérite pipetovaci $picky.
Doporucujeme pouzit pipetovaci $pi¢ky s aerosolovou bariérou.
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® P promyvani vzork( vzdy pouzijte nové promyvaci zkumavky.

® Pfed michanim ve vortexu a pfed odstfedovanim zkontrolujte, Ze jsou pevné uzaviena
vicka.

® Pred odstfedovanim zkontrolujte, Ze je kolonka QlAamp MinElute pevné uzaviena.

® Po provedeni vSech krokd protfepavani na pulzni tfepacce a inkubace pfi 90 °C
mikrocentrifugaéni zkumavky kratce odstfedte, aby se odstranily kapky z vnitfni strany
uzaver(.

® Vzdy otevrete jen jednu kolonku QIAamp MinElute a dbejte na to, aby nedoslo ke

vzniku aerosoll.
® Mezi jednotlivymi vzorky vzdy vymérite skalpely.
® Pred kazdym pfenosem kapalnych material(i vzdy vymeérite pipetovaci Spicky.
K minimalizaci zkfiZzené kontaminace doporu€ujeme pouZzivat pipetovaci Spicky
s aerosolovou bariérou a nepouzivat vicekrokové pipety.
® VzZdy pouzivejte jednorazové rukavice a pravidelné kontrolujte, zda nedoslo k jejich

kontaminaci testovanym vzorkem. Mate-li podezreni, Ze doslo k jejich kontaminaci,

rukavice vyhodte.

® Vzdy méjte otevienou jen jednu zkumavku.
Centrifugace

Kolonky QIAamp MinElute jsou vhodné pro vétSinu standardnich mikrocentrifugacnich
zkumavek 1,5-2ml. Samostatné jsou k dispozici dalSi promyvaci zkumavky 2 ml
(QIAGEN, kat. €. 19201). Centrifugace kolonek QlAamp MinElute se provadi pfi rychlosti
cca 6000 x g ke sniZeni hluénosti odstfedivky. Centrifugace pfi pIné rychlosti nezvysi
vytéznost DNA. Centrifugace kolonek QlAamp MinElute pfi maximalni rychlosti je vSak
nutna ve dvou krocich postupu: pfi odstfedovani do sucha po promyti membran a pfi
vyluhovani. Centrifugace pfi pIné rychlosti je také nutna ke stazeni vzorku po oSetfeni

xylenem a promyti etanolem.
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VeSkeré centrifugaéni kroky je nutno provadét pfi pokojové teploté (15-25 °C). Nizka
teplota pfi centrifugaci mize vést k suboptimalni extrakci.

Zpracovani kolonek QlAamp MinElute v mikroodstfedivce

e Kolonky QlAamp MinElute pfed vlozenim do mikroodstredivky vzdy uzavrete.
® Nedotykejte se membrany kolonky QlAamp MinElute pipetovaci Spi¢kou.
® Frakce v prlisaku mohou obsahovat nebezpeény odpad a je nutné je fadné zlikvidovat.

® Pro Uc¢inné soubézné zpracovani nékolika vzorkd doporu¢ujeme naplnit stojan
promyvacimi zkumavkami, do nichz Ize po odstfedéni pfenést kolonky QlAamp MinElute.
Pouzité promyvaci zkumavky obsahujici prisak je mozné vyhodit a do mikroodstredivky
pfimo vlozit nové promyvaci zkumavky s kolonkami QIAamp MinElute.

® Zajistéte uplnou dohledatelnost vzork(i b&€hem celého postupu.
Eluce purifikované DNA

U navazujici aplikaci, u kterych jsou potfeba malé vychozi objemy (napf. u nékterych
analyz PCR), muze citlivost testu zvysit koncentrovangj$i eluat, coz vSak muaze také vést k
vysSi koncentraci potencialnich inhibitord.

Zvyseni eluéniho objemu sniZi koncentraci DNA v eluétu.

Objem ziskaného eluatu maze byt o cca 5 yl mensi nez objem pufru ATE aplikovaného do
kolonky QlAamp MinElute. Napfiklad elu¢ni objem 20 pl vede k ziskani 215 pl eluatu.
Objem ziskaného eluatu zavisi na povaze vzorku.

Uzivatel nese odpovédnost za optimalizaci eluéniho objemu pro postupy pouzivané v jeho
laboratofi. Doporu¢ené eluéni podminky pozadované pro konkrétni navazujici aplikace
QIAGEN naleznete v pfiruc¢kach k sadam.
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Vytézky se mohou zvysit, pokud bude kolonka inkubovana pufrem ATE pfi pokojové
teploté po dobu napt. 5 minut pfed centrifugaci. Eluovana DNA se shromazduje v eluénich
zkumavkach 1,5 ml (souéast sady). Podminky skladovani vyluhované DNA zavisi na
podminkach ur€enych uZivatelem. Doporu¢ené podminky skladovani pro konkrétni
navazujici aplikace QIAGEN naleznete v pfiru¢kach k sadam.
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Protokol: 1zolovani genomové DNA z tkanovych
rezu FFPE

Postup

1.
2.

Skalpelem odstrarite pfebytecny parafin z bloku vzorku.

Provedte fezy podle standardni laboratorni praxe (viz ¢ast ,Vychozi material®,

strana 15). Uzivatel by mél optimalizovat pocet fezU, tloustku fezu a plochu fezu
podle postupl pouzivanych v dané laboratofi. Zajistéte dohledatelnost vzorki béhem
celého postupu.

. lhned seSkrabejte tkan z fezl sterilnim skalpelem v lyzaéni zkumavce (soucast sady).

Oveéfte, ze do zkumavky byla vloZzena vSechna dostupna tkarn. Ke vzorku pfidejte 1 mi
xylenu, zavfete uzavér a intenzivné michejte, dokud se parafin nerozpusti (napf. 10 s).
Oveéfte, Ze je zkumavka zcela uzavrena, aby nedoslo k uniku xylenu, zkfizené
kontaminaci vzork(l a moznému kontaktu s xylenem.

Poznamka: Xylen pouzivejte v digestofi nebo jiném vhodném ochranném zafizeni.

Centrifugaci pfi maximalni rychlosti cca 2 minuty pfi pokojové teploté ziskate hrudku
tkané. Pokud se zadna hrudka tkané nevytvofi, tento krok zopakujte.

Poznamka: Nizka teplota pfi centrifugaci maze vést k suboptimalni extrakci.

. Odstrarite supernatant pipetovanim a zlikvidujte jej. Hrudku si ponecheijte.

Supernatant obsahuje xylen, ktery je nebezpe¢nym odpadem a je nutné jej fadné
zlikvidovat podle mistnich pfedpisu.

K hrudce tkané pfidejte 1 ml etanolu (96—100%) a dukladné promichejte ve vortexu.

Etanol ze vzorku extrahuje zbytkovy xylen, ktery je nutné fadné zlikvidovat.
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7. Centrifugujte plnou rychlosti cca 2 minuty pfi pokojové teploté.
Supernatant odstrarite pipetovanim. Neodebirejte zadnou hrudku.
Opatrné odeberte jakykoliv zbytkovy etanol $pickou jemné pipety. Oteviete zkumavku a

inkubuijte pfi teploté 15-40 °C, dokud se neodpafi vSechen zbytkovy etanol. Odstranéni
zbytkového etanolu ma pro Uspésnost extrakce zasadni vyznam.

muze hrudku pfili§ vysusit, takze bude obtizné ji suspendovat.
8. Hrudku znovu suspendujte ve 180 pl pufru ATL. Pridejte 20 pl proteinazy K a
promichejte ve vortexu.
Poznamka: K zajisténi maximalni vytéznosti musi byt hrudka dobfe resuspendovana
v pufru ATL.
9. Inkubuijte priblizné 1 h pfi 56 °C 3 °C (dokud nedojde k Gplné lyze vzorku).
10.Inkubuijte po dobu 1 hodiny +5 min. pfi teploté 90 °C 5 °C.

Inkubace pfi 90 °C v pufru ATL &astecné revertuje formaldehydovou modifikaci
na kvalitu a mnozstvi DNA. Pokud pouzijete pouze jeden topny blok, nechte vzorek pfi
pokojové teploté po inkubaci pfi 56 °C, dokud topny blok nedosahne 90 °C.

11.Kratce odstredujte zkumavku pro odstranéni kapek z vnitini strany vika.

12.Ke vzorku pfidejte 200 pl pufru AL a dikladné promichejte ve vortexu. Pak pfidejte
200 pl etanolu (96—100%) a opét dikladné promichejte ve vortexu.

Je dllezité, aby vzorek, pufr AL a etanol byly ihned a ddkladné promichany ve vortexu
nebo pipetovanim, aby byl ziskan homogenni roztok. Pufr AL a etanol je mozné
predmichat a pfidat spole¢né v jednom kroku, aby se pfi zpracovani nékolika vzorku
usSetfil ¢as. Po pfidani pufru AL a etanolu se mulze vytvofit bily precipitat. Tento
precipitat s postupem QlAamp neinterferuje. VZdy pouzijte Cerstvé namichanou smés
a ihned po pouziti ji vyhodte.

13.Kratce odstredujte zkumavku pro odstranéni kapek z vnitini strany vika.
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14.Opatrné preneste cely lyzat do kolonky QIAamp MinElute (ve 2ml promyvaci zkumavce),
aniz by doslo k naviheni okraje, zavfete viko a centrifugujte pfi rychlosti cca 6000 x g po
dobu = 1 min. Vlozte kolonku QlAamp MinElute do &isté promyvaci zkumavky 2 ml
(soucast sady) a vyhodte promyvaci zkumavku obsahujici prisak do odpadu.

Pokud lyzat zcela neprosel membranou po centrifugaci, odstfedujte znovu pfi vyssi
rychlosti, dokud se kolonka QIAamp MinElute nevyprazdni.

15.0patrné oteviete kolonku QlAamp MinElute a pfidejte 500 pl rozpusténého pufru AW1
bez zvlh€eni okraje. Zavrete viko a centrifugujte pfi rychlosti cca 6000 x g po dobu
2 1 min. VloZte kolonku QIAamp MinElute do &isté 2ml promyvaci zkumavky a vyhodte
promyvaci zkumavku obsahujici prisak do odpadu.

16.0patrné oteviete kolonku QlAamp MinElute a pfidejte 500 pl rozpusténého pufru AW2
bez zvihéeni okraje. Zavrete viko a centrifugujte pfi rychlosti cca 6000 x g po dobu
=1 min. Vlozte kolonku QlAamp MinElute do &isté 2ml promyvaci zkumavky a vyhodte
promyvaci zkumavku obsahujici prisak do odpadu.

Je tfeba zamezit kontaktu kolonky QlAamp MinElute s prasakem. Zajistéte vyvazeni
rotoru odstfedivky. Rotory nékterych odstfedivek mohou pfi zpomaleni vibrovat, coz ma
za nasledek prusak obsahujici ethanol, ktery pfijde do styku s kolonkou QlAamp
MinElute. Pfi vyjimani kolonky QlAamp MinElute a promyvaci zkumavky z rotoru dbejte
opatrnosti, aby nedoslo ke kontaktu priisaku s kolonkou QIAamp MinElute.

17.0Odstreduijte pfi pIné rychlosti (pfiblizné 20 000 x g) po dobu cca 3 minut, aby se
membrana vysusila.

Pfenos ethanolu do eluatu maze interferovat s nékterymi aplikacemi provadénymi
v dalSich stupnich.
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18.VloZte kolonku QlAamp MinElute do cisté 1,5ml elu¢ni zkumavky (soucast sady)
a promyvaci zkumavku obsahujici priusak zlikvidujte. Opatrné otevrete viko kolonky
QlAamp MinElute a pfidejte 20—-200 pl pufru ATE do stfedu membrany.
DULEZITE: Pri pouziti malych eluénich objemu (< 50 pl) odmétte pufr ATE do stfedu
membrany, aby bylo zajiSténo Uplné vyluhovani navazané DNA. Kolonky QlAamp
MinElute umoznuji flexibilitu pfi vybéru eluéniho objemu. Zvolte objem podle
pozadavkl navazujici aplikace. Objem eluatu bude o cca 5 pl mensSi nez objem
eluéniho roztoku aplikovaného do kolonky.

19.Zaviete viko a inkubujte alespori 1 min. pfi pokojové teploté (15-25 °C). Odstfedujte
pfi pIné rychlosti (pfiblizné 20 000 x g) po dobu = 1 min.

Inkubace kolonky QIAamp MinElute s pufrem ATE po dobu pfiblizn& 5 min. pfi
pokojové teploté pfed odstfedénim mize zvysit vytézek DNA.
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Kontrola kvality

V souladu s ISO certifikovanym systémem Fizeni jakosti spole¢nosti QIAGEN (Quality
Management System) je kazda Sarze sady QlAamp DSP DNA FFPE Tissue podrobena
testdm pfedem definovanych parametrd, které zajiStuji odpovidajici jakost produktd.

Omezeni

Uginnost sady byla stanovena pomoci tkani fixovanych formalinem a zalitych do parafinu

(tkani FFPE) za uc¢elem izolovani genomové DNA.

Uzivatel nese odpovédnost za validaci funkénich vlastnosti systému u vSech postupl
pouzivanych v dané laboratofi, které nejsou zahrnuty ve studiich funkénich vlastnosti

provedenych spole¢nosti QIAGEN a popsanych v pfirucce.

Pro minimalizaci rizika negativniho dopadu na diagnostické vysledky je zapotfebi pouzivat
pro aplikace v dalSich stupnich analyzy odpovidajici kontroly. Pro dalSi validaci se
doporucuji pokyny ,International Conference on Harmonization of Technical Requirements,
ICH* (Mezinarodni konference o harmonizaci technickych pozadavkd (ICH)) uvedené
v dokumentu ,Validation Of Analytical Procedures: Text And Methodology* (Validace
analytickych postupd ICH Q2(R1): text a metodologie).

V8echny ziskané diagnostické vysledky je nutno interpretovat spole¢né s dalSimi klinickymi
nebo laboratornimi nalezy.

Pomoci sady QlAamp DSP DNA FFPE Tissue je mozné spole¢né s DNA purifikovat i RNA,

je-li ve vzorku pfitomna.
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Charakteristiky funkCnich viastnosti

Charakteristiky funkénich vlastnosti sady QlAamp DSP DNA FFPE Tissue naleznete na
strankach www.giagen.com/p/QIAamp-DSP-DNA-FFPE-Tissue-CE.

Symboly

Na obalu a znaceni se mohou objevit nasledujici symboly:

Definice symbolu

Obsahuje dostatek ¢inidel pro <N> reakci.

Datum pouZitelnosti

2]
<
IX]@B
o
=]
A
P4
\

IVD Prostfedek zdravotnické techniky pro diagnostiku in vitro

Po dodani

Katalogové ¢islo

LO Cislo 3arze

Cislo materialu

Soucasti

Obsahuje

ol ln
EEIEEEIER:
e ]

Cislo
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Definice symbolu

Zapiste aktualni datum pfidani etanolu do lahvi¢ky

Etanol

Pridani

Guanidin hydrochlorid

AC|D | Kyselina maleinova

Globalni ¢islo obchodni polozky

Teplotni omezeni

Vyrobce

Viz navod k pouziti

Pozor

Kontaktni udaje

Technickou pomoc a dalsi informace si vyhledejte v naSem centru technické podpory na
strankadch www.giagen.com/Support, nebo se obratte telefonicky na telefonni &islo
00800-22-44-6000, nebo kontaktujte nékteré z technickych servisnich oddéleni spole¢nosti
QIAGEN nebo mistniho distributora (viz zadni strana obalky nebo navstivte stranky

www.giagen.com).
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Informace o zpusobu objednavani

Vyrobek Obsah Kat. €.

Sada QlAamp DSP DNA FFPE Tissue — pro ¢iSténi genomové DNA
z tkani zalitych v parafinu

QlAamp DSP DNA FFPE Na 50 preparatt s DNA: 50 kolonek 60404
Tissue Kit (50) QlAamp MinElute®, proteinaza K,

pufry, promyvaci zkumavky (2 ml),

eluéni zkumavky (1,5 ml), lyzaéni

zkumavky (2 ml)

Aktualni licenéni informace a pravni dolozky specifické pro produkty viz pfislusna pfirucka
sady QIAGEN nebo uzivatelska pfirucka. Pfirucky k sadam QIAGEN a uzivatelské pfiru¢ky
jsou k dispozici na strankach www.qgiagen.com nebo si je lze vyzadat od technickych
sluzeb spole¢nosti QIAGEN nebo mistniho distributora.
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Ochranné znamky: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp®, MinElute® (skupina QIAGEN); Eppendorf® (Eppendorf AG).
Omezené licenéni ujednani pro pfirucku k sadé QlAamp DSP DNA FFPE Tissue
Pouzitim produktu vyjadfuje kupujici nebo uZivatel tohoto produktu souhlas s nasledujicimi podminkami:

1. Tento produkt miZe byt pouZivan pouze v souladu s protokoly, které jsou soucasti produktu a této pfirucky a pouze pro pouZiti s komponenty obsazenymi

v panelu. Spole¢nost QIAGEN neposkytuje Zadnou licenci svych dusevnich prav k pouzivani nebo zaclenéni soucasti, které jsou obsaZzeny v tomto panelu,
spole¢né s kterymikoliv sou¢astmi, které nejsou v tomto panelu obsazeny, s vyjimkou pfipadl popsanych v této pfiru¢ce a dal$ich protokolech dostupnych na
strankach www.giagen.com. Nékteré z téchto doplfiujicich protokoll byly poskytnuty uZivateli vyrobkd QIAGEN pro jiné uZivatele vyrobkd QIAGEN. Tyto protokoly
nebyly spole¢nosti QIAGEN podrobné testovany ani optimalizovany. Spole¢nost QIAGEN nezarucuje ani neposkytuje zaruku na to, Ze neporusuiji prava tretich
stran.

2. Spole¢nost QIAGEN neposkytuje jiné nez vyslovné uvedené licence a neposkytuje Zadné zaruky, Ze dany panel ¢&i jeho uzivani neporusuje prava tfetich stran.
3. Tento panel a jeho soucasti jsou licencovany jen k jednorazovému pouZiti a je zakdzano je znovu pouZivat, renovovat nebo znovu prodavat.
4. Spole¢nost QIAGEN vyslovné odmita jakékoliv jiné licence, vyslovné nebo predpokladané, nez ty, které jsou zde vyslovné uvedeny.

5. Kupujici a uZivatel tohoto panelu souhlasi s tim, Ze neposkytne a nepovoli nikomu jinému provadét zadné kroky, které by mohly vést nebo by usnadnily jakékoliv
shora zakazané &innosti. Spole¢nost QIAGEN miize prosazovat zakazy tohoto ujednani o omezené licenci u kteréhokoliv soudu, a bude vyzadovat kompenzaci za
veskeré naklady vynaloZené na vySetfovani a soudni vylohy v&etné poplatkd 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 nebo jeho sou¢astmi.

Aktualizované licenéni podminky viz www.giagen.com.

Unor-17 HB-0414-004 © 2017 QIAGEN, viechna prava vyhrazena.
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