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List protokolu
QlAsymphony®
SP

Tissue LC 200 V7 _DSP a Tissue_ HC 200 V7_DSP

Tento dokument predstavuje list protokolu QIAsymphony SP pre Tissue_LC_200_V7_DSP a Tissue_HC_200_V7_DSP,
R3, pre supravu QIAsymphony DSP DNA Mini Kit, verziu 1.

— Sample to Insight QIAGEN —




VSeobecné informacie

Suprava QlAsymphony DSP DNA Kit je ur€end na diagnostické pouZitie in vitro.

Tieto protokoly sliZia na purifikaciu celkovej DNA z tkaniv a tkaniv fixovanych formaldehydom a
zaliatych do parafinu (formalin-fixed paraffin-embedded, FFPE) pomocou pristroja QIAsymphony
SP a supravy QIAsymphony DSP DNA Mini Kit.

V zavislosti od typu vzorky odporu€ame pouzit bud' protokol pre nizky obsah (low content, LC)
alebo vysoky obsah (high content, HC). Tkaniva poskytni zvySeny vytazok DNA, ked su
spracovavané protokolom pre vysoky obsah, ale ak je potrebna vysoka koncentracia DNA, mozno
pouzit protokol pre nizky obsah v kombinacii s malym elu¢nym objemom (50 pul). Pre tkanivo

FFPE odporu€ame pouzivat protokol pre nizky obsah.

Protokol pre nizky obsah

Saprava Suprava QlAsymphony DSP DNA Mini Kit (kat. €. 937236)

Material vzorky Tkanivo FFPE a tkanivo*

V jednej preparacii mozno kombinovat az 4 tkanivové
rezy FFPE, kazdy s hribkou aZ 10 pm, alebo 8 rezov, s
hriibkou az 5 um a s povrchom az 250 mm?.

Nazov protokolu Tissue_LC_200_V7_DSP
Predvolena kontrolna sada analyzy ACS_Tissue_LC_200_V7_DSP
Eluény objem 50 pl, 100 pl, 200 pl, alebo 400 pl
PoZadovana verzia softvéru Verzia 4.0 alebo vyssia

* Informécie o tkanivovych vzorkach najdete v protokole pre vysoky obsah.

Protokol pre vysoky obsah

Suprava Suprava QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (kat. ¢. 937236)

Material vzorky Tkanivo
Ak nie su k dispozicii udaje o o¢akavanom vytazku,
odporiéame zacat' s 25 mg materidlu vzorky. V zavislosti
od ziskaného vytazku mozno zvacsit velkost vzorky v
nasledujtcich preparéaciach.

Nazov protokolu Tissue_HC_200_V7_DSP
Predvolena kontrolna sada analyzy ACS_Tissue_HC_200_V7_DSP
Eluény objem 100 pl, 200 pl, alebo 400 pl
PoZadovana verzia softvéru Verzia 4.0 alebo vyssia
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PoZadované materialy, ktoré sa nedodavaju
Pre vSetky typy vzoriek

e Pufer ATL, 4 x 50 ml (kat. €. 939016)

e Na minimalizaciu obsahu RNA: RNaza A bez obsahu DNazy (zasobny roztok 100 mg/ml)
Pre tkanivo FFPE (deparafinizacia bez pouzitia xylénu)

® Deparafinizacny roztok (kat. €. 939018)

Pre tkanivo FFPE (deparafinizacia s pouzitim xylénu)

® Xylén (99-100 %)
e Etanol (96100 %)*

Zasuvka ,Sample” (Vzorka)

Typ vzorky Tkanivo FFPE a tkanivo

Vstupny objem vzorky 220 ul (vyzaduje sa na vzorku, na protokol)
Objem spracovanej vzorky 200 pl

Priméarne skimavky na vzorky n/a

Sekundarne skimavky na vzorky Viac informécii njdete na stranke

www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

Vlozky Zavisi od typu pouzitych skimaviek na vzorky. Viac
informéacii njdete na stranke
www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

T Ani pri protokole pre vysoky obsah, ani pri protokole pre nizky obsah systém nerozozna, Ze je objem vzorky niz&i ako
220 pl, pretoze prenos vzoriek sa vykonava bez detekcie hladiny kvapalin. Preto sa ubezpecte, Ze obsah vstupnej vzorky
je 220 pl.

n/a = neaplikovatelné.

Zasuvka ,Reagents and Consumables” (Reagencie a spotrebny
material)

Pozicia Al a/alebo A2 Kazeta reagencie

Pozicia B1 n/a

Drziak stojana na $pic¢ky 1-17 Jednorazové filtrovacie $picky, 200 pl alebo 1500 pl
Drziak jednotkovej krabice 1-4 Jednotkové krabice obsahujuce kazety s preparatmi

vzoriek alebo 8-tyCové kryty

n/a = neaplikovatelné.

* Nepouzivajte denaturovany alkohol, ktory obsahuje dodatogné latky, ako je metanol alebo metylketén.
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Zasuvka ,Waste" (Odpad)

Drziak jednotkovej krabice 1-4 Prazdne krabice na jednotky
Drziak odpadového vrecka Odpadové vrecko
Drziak ffase na tekuty odpad Prazdna ffaa na tekuty odpad

Zasuvka ,Eluate” (Eluat)

Eluény stojan (odporu¢ame pouzit’ slot 1, poziciu Viac informécii njdete na stranke
chladenia) www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

PoZadované plastové vybavenie

Jedna davka, Dve davky, Tri davky, Styri davky,
Plastové vybavenie 24 vzoriek* 48 vzoriek* 72 vzoriek* 96 vzoriek*
Jednorazové 26 50 74 98
filtrovacie $picky,
200 plt*
Jednorazové 72 136 200 264
filtrovacie Spicky,
1500 plIt*
Kazety s preparatmi 21 42 63 84
vzoriek®
8-tyové kryty" 3 6 9 12

* Pouzitie menej ako 24 vzoriek na davku znizuje pocet jednorazovych filtraénych Spiciek potrebnych na cyklus.
TV stojane na filtratné $picky sa nachadza 32 filtraénych $piciek.

* Poget potrebnych filtracnych $piciek zahffia 1 inventarny sken na kazetu s reagenciami.

5V jednotkovej krabici je 28 kaziet s preparatmi vzoriek.

TV jednotkovej krabici je dvanast 8-ty&ovych krytov.

Poznamka: Pocty danych filtrovacich $piCiek sa mozu lisit od poétov zobrazenych na dotykovej

obrazovke v zavislosti od nastaveni. Odporu€¢ame vlozit maximalny mozny pocet Spiciek.
Elucny objem

Elu¢ny objem sa voli na dotykovej obrazovke. V zavislosti od typu vzorky a obsahu DNA sa m6ze
vysledny objem eluatu liSit a byt az do 15 ul nizsi nez zvoleny objem. Z dévodu, zZe objem eluatu
sa moze lisit, pri pouziti automatického systému nastavenia analyzy, ktory neoveruje objem
eluatu pred prenosom, odpori¢ame skontrolovanie skuto¢ného objemu eluatu. Eldcia v nizSich
objemoch zvySuje vyslednu koncentraciu DNA, ale mierne zniZuje vytazok. Odporucame

pouzivat eluény objem vhodny pre zamyslanu naslednu aplikaciu.
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Preparacia materialu vzorky

Pogas prace schemikaliami noste vzdy vhodny laboratérny plast, jednorazové rukavice
a ochranné okuliare. Viac informacii najdete v prislusnych kartach bezpecénostnych udajov
(Safety Data Sheets, SDS) dostupnych u dodavatela produktu.

Délezita informacia pred zacatim ¢innosti

® Magnetické Castice QIAsymphony ko-purifikuji RNA aj DNA, ak su vo vzorke pritomné obe.
Na minimalizaciu obsahu RNA vo vzorke pridajte do vzorky RNazu A v kroku oznaenom v
prislusnom protokole predbeZného spracovania.

Veci, ktoré je potrebné vykonat pred zacatim

e Skontrolujte pufer ATL, ¢i neobsahuje biely precipitat. Ak je to potrebné, inkubujte po dobu
30 minut pri 37°C a prilezitostne pretrepavajte, aby sa precipitat rozpustil.

e ThermoMixer® alebo trepacku — inkubator nastavte na teplotu potrebnu pre prisludné
predbezné spracovanie.*

Tkaniva

Na purifikaciu DNA mozno pouzit Cerstvé a zmrazené tkanivo. Vytazok a kvalita DNA budu
zavisiet od typu tkaniva, zdroja a podmienok uchovavania. Cerstvé tkanivo moZno pred
spracovanim rozrezat na malé kusky a skladovat pri teplote —20°C alebo —80°C. Vo vSeobecnosti
odporu€ame pouzivat protokol pre vysoky obsah, ktory poskytne zvySené vytazky DNA. Protokol
pre nizky obsah, v kombinacii s eluénym objemom 50 pl, sa odporuca iba v pripade, Ze pre
naslednd analyzu s potrebné vysoké koncentracie DNA. Ak nie su k dispozicii udaje o
oCakdvanom vytaZku, odporu¢ame zacat s 25 mg materidlu vzorky, pouzit protokol pre vysoky
obsah a eluény objem 200 pl. V zavislosti od ziskaného vytazku mozno v nasledujucich
preparaciach zvacsit velkost vzorky alebo znizit eluény objem. Pamatajte, Ze priliSné nalozenie
preparatov v kombinacii s malymi eluénymi objemami méze spdsobit prenos magnetickych ¢astic

do eluatu a méze narusit’ Cistotu DNA a naslednu analyzu.

Protokol predbezného spracovania pre tkanivo

1. Preneste vzorku tkaniva do 2 ml mikrocentrifugacnej skiimavky (nie je stic¢astou dodavky).

2.  Pridajte 220 pl pufra ATL.

* Overte, ¢&i boli zariadenia kontrolované, udrziavané a kalibrované pravidelne podfa odporieani vyrobcu.
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3.  Pridajte 20 pl proteindzy K a premie3ajte poklepanim na skimavku.

Poznamka: Pouzite proteinazu K zo stojanu na enzymy supravy QIAsymphony DSP DNA
Mini Kit.

4.  Vlozte skimavku do pristroja ThermoMixer alebo do trepacky — inkubatora a inkubujte pri
56°C s trepanim pri 900 ot/min, az kym neddjde k Uplnej lyze tkaniva.
Poznéamka: Doba lyzy zavisi od toho, aky typ tkaniva sa spracovava. U vacsiny tkaniv je
lyza hotova do 3 hodin. Ak po 3 hodinach lyza nie je hotova, ¢o indikuje pritomnost
nerozpustnej hmoty alebo vysoko viskdznych lyzatov, dobu lyzy mozno predizit, pripadne
je mozné odstranit nerozpustni hmotu centrifugaciou, ako je popisané v kroku 6.
Celono¢na lyza je mozna a neovplyviiuje preparaciu.

5. Na minimalizaciu obsahu RNA vo vzorke pridajte 4 ul RNazy A (100 mg/ml) a inkubujte
2 minaty pri izbovej teplote (15-25°C) skor, nez prejdete na krok 6.

6. Vzorku homogenizujte tak, Ze budete niekolkokrat pipetovat hore a dole.

Poznamka: Ak sa tam stale nachadzaju kusy nerozpustnej hmoty, centrifugujte pri 3000 x
g po dobu 1 minaty.

7.  Opatrne preneste 220 ul supernatantu do skimaviek na vzorky, ktoré st kompatibilné s
nosic¢om vzoriek pristroja QlAsymphony SP.

Uplny zoznam kompatibilnych skimaviek najdete na stranke
www.giagen.com/goto/dsphandbooks. Odpori¢ame pouzivat 2 ml skimavky (napr.
Sarstedt® kat. ¢. 72.693 alebo 72.608).

Tkanivo FFPE

Standardné postupy fixacie formaldehydom a zalievania do parafinu vzdy vedd k znaénej
fragmentacii nukleovych kyselin. Na obmedzenie rozsahu fragmentacie DNA dbajte na

nasledujlice opatrenia:

e Cim skér po chirurgickom odstraneni zafixujte vzorky tkaniva v 4-10 % formaldehyde.

® Pouzite dobu fixacie 14-24 hodin (dlhSie doby fixacie vedu k zavaznejSej fragmentacii DNA,
€o mé za nésledok zlé vykonanie naslednych analyz)

® Pred zaliatim vzorky dokladne dehydrujte (zbytkovy formaldehyd méze inhibovat digesciu
proteinazy K)

Vychodiskovym materialom na purifikaciu DNA by mali byt Cerstvo narezané rezy tkaniva FFPE.

V jednej preparacii mozno spracovat az 4 rezy, kazdy s hrubkou az 10 ym, alebo 8 rezov, s

hrabkou az 5 pm a s povrchom aZz 250 mm?. Ak nie je k dispozicii informéacia o povahe vasho

vychodiskového materialu, odpord¢ame zacat s nie viac ako 3 rezmi v jednej preparacii. V
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zavisl

osti od vytazku a Cistoty DNA modzZe byt mozné pouZit az 8 rezov v naslednych

preparaciach.

Poznamka: Protokoly pre tkanivo FFPE su Specialne navrhnuté tak, aby ko-purifikovali iba malé

mnozstva RNA. Povedie to k znizenej hodnote fotometrického merania v porovnani s hodnotami

ziskanymi ruénou supravou QlAamp® DSP DNA FFPE Tissue.

Proto

Metd

kol predbeZzného spracovania pre tkanivo FFPE

da 1: deparafinizacia pomocou deparafinizaéného roztoku

Pomocou skalpela odstrante z bloku vzorky prebyto¢ny parafin.
Rozrezte az na 4 rezy s hribkou 10 um, alebo aZ na 8 rezov s hrabkou 5 pm.
Poznamka: Ak bol povrch vzorky vystaveny vzduchu, prvé 2—-3 rezy zlikvidujte.

Okamzite vlozte rezy do 2 ml skimavky Sarstedt (nie je suCastou dodavky, kat. ¢. 72.693
alebo 72.608), ktora je kompatibilna s nosi€om vzoriek pristroja QIAsymphony SP.

Pridajte k rezom 200 pl pufra ATL.

Pridajte 20 pl proteinazy K.

Poznamka: Pouzite proteinazu K zo stojanu na enzymy supravy QIAsymphony DSP DNA
Mini Kit.

Pridajte 160 pl alebo 320 pl deparafinizaéného roztoku (pozrite tabulku nizsie) a
premieSajte pomocou vortexu.

Hrub|

ka rezov Pocet rezov Objem deparafinizaéného roztoku

5um

10 pm 1-2 160 pl

1-4 160 pl
58 320 pl

3-4 320 pl

VloZzte skimavku do pristroja ThermoMixer alebo do trepacky — inkubatora a inkubujte pri
56°C po dobu 1 hodiny s trepanim pri 1000 ot/min, az kym neddjde k Uplnej lyze tkaniva.

Poznamka: Doba lyzy zavisi od toho, aky typ tkaniva sa spracovava. U vacsiny tkaniv je
lyza hotova do 1 hodiny. Ak po 1 hodine lyza nie je hotova, ¢o indikuje pritomnost
nerozpustnej hmoty, dobu lyzy mozno predizit, pripadne je mozné granulovat
nerozpustnd hmotu centrifugaciou, ako je popisané v kroku 10. Celono¢na lyza je mozna

a neovplyviiuje preparaciu.
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10.
11.

Inkubujte pri 90°C po dobu 1 hodiny.

Poznamka: Inkubacia pri 90°C v pufri ATL Ciasto¢ne revertuje formaldehydovu
modifikaciu nukleovych kyselin. DIhSie doby inkubacie alebo vysSie teploty inkubéacie
mobzu viest k fragmentovanej$ej DNA. Ak pouzijete iba jedno ohrievacie teleso, po
inkub&cii pri 56°C ponechajte vzorku pri izbovej teplote, az kym ohrievacie teleso
nedosiahne 90°C.

Na minimalizaciu obsahu RNA vo vzorke pridajte do dolnej fazy 2 ul RNazy A (100 mg/ml)
a inkubujte 2 minuty pri izbovej teplote skor, nez prejdete na krok 10. Pred pridanim
RNa&zy A nechaijte vzorku vychladnut na izbovu teplotu.

Centrifuguijte plnou rychlostou 1 minutu pri izbovej teplote.

Skumavky (obsahujuce obe fazy) opatrne preneste do nosica skimaviek pristroja
QIAsymphony SP.

Metéda 2: deparafinizacia pomocou xylénu

10.
11.

Pomocou skalpela odstrante z bloku vzorky prebyto€ny parafin.
Rozrezte az na 4 rezy s hrabkou 10 um, alebo az na 8 rezov s hribkou 5 pm.
Poznamka: Ak bol povrch vzorky vystaveny vzduchu, prvé 2-3 rezy zlikvidujte.

Okamczite vloZte rezy do mikrocentrifugacnej skimavky s objemom 1,5 alebo 2 ml (nie je
sucastou dodavky) a pridajte k vzorke 1 ml xylénu. Zatvorte veko a intenzivne mieSajte vo
vortexe po dobu 10 sekdnd.

Centrifugujte plnou rychlostou 2 minGty pri izbovej teplote.

Supernatant odstrarite pipetovanim. Neodstrariujte ziadne hrudky.

Pridajte k hrudke 1 ml etanolu (96—100 %) a premieSajte vo vortexe.

Poznamka: Etanol extrahuje zo vzorky zbytkovy xylén.

Centrifugujte plnou rychlostou 2 minuty pri izbovej teplote.

Supernatant odstrarite pipetovanim. Neodstrariujte Ziadne hrudky.

Poznamka: Pomocou jemnej pipetovej $picky opatrne odstrarite vSetok zbytkovy etanol.

Otvorte skimavku a inkubujte pri izbovej teplote (15-25°C) po dobu 10 minat, alebo kym
sa vSetok zbytkovy etanol nevypari.

Poznamka: Inkubaciu mozno vykonat pri teplotach do 37°C.
Hrudku znovu rozpustte v 220 pl pufra ATL.
Pridajte 20 pl proteindzy K a premieSajte pomocou vortexu.

Poznamka: Pouzite proteindzu K zo stojanu na enzymy supravy QIAsymphony DSP DNA
Mini Kit.
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12.

13.

14.
15.

16.

Inkubujte pri 56°C po dobu 1 hodiny (alebo kym neddjde k Uplnej lyze vzorky).

Poznamka: Doba lyzy zavisi od toho, aky typ tkaniva sa spracovava. U vacésiny tkaniv je
lyza hotova do 1 hodiny. Ak po 1 hodine lyza nie je hotov4, o je indikované pritomnostou
nerozpustnej hmoty, dobu lyzy moZno prediZit, pripadne je mozné odstranit nerozpustnt
hmotu centrifugéciou, ako je popisané v kroku 16. Celono¢nd lyza je mozna a
neovplyviiuje preparaciu.

Inkubujte pri 90°C po dobu 1 hodiny.

Poznamka: Inkubacia pri 90°C v pufri ATL Ciastocne revertuje formaldehydovu
modifikaciu nukleovych kyselin. DlhSie doby inkubacie alebo vyssie teploty inkubacie
mébzu viest k fragmentovanejSej DNA. Ak pouzijete iba jedno ohrievacie teleso, po
inkubacii pri 56°C ponechajte vzorku pri izbovej teplote, az kym ohrievacie teleso
nedosiahne 90°C.

Vzorku kratko centrifugujte na odstranenie kvap6&ok z vnutornej strany veka.

Na minimalizaciu obsahu RNA vo vzorke pridajte 2 ul RNazy A (100 mg/ml) a inkubujte
2 minuty pri izbovej teplote skér, nez prejdete na krok 16. Pred pridanim RNazy A
nechajte vzorku vychladnut na izbovu teplotu.

Opatrne preneste 220 pyl lyzatu do skumaviek na vzorky, ktoré su kompatibilné s nosi¢om
vzoriek pristroja QIAsymphony SP.

Poznamka: Ak lyzaty obsahuju nedigerovany material, pred prenosom supernatantu do
skumaviek na vzorky centrifugujte plnou rychlostou po dobu 2 minut pri izbove;j teplote.
Uplny zoznam kompatibilnych skimaviek najdete na stranke
www.giagen.com/goto/dsphandbooks. Odpora¢ame pouzivat 2 ml skimavky (napr.
Sarstedt, kat. €. 72.693 alebo 72.608).

Historia revizii

Historia revizii dokumentu

R3 12/2017 Aktualizacia pre QIAsymphony softvérova verzia 5.0

Aktualne licenéné informacie a pravne informacie Specifické pre dany produkt najdete

v sprievodcovi alebo pouzivatel'skej prirucke k stiprave QIAGEN®. Sprievodcov a pouzivatelské

priru¢ky k supravam QIAGEN néjdete na lokalite www.giagen.com alebo o ne mdzete poziadat

oddelenie technickych sluzieb spolo€nosti QIAGEN alebo svojho miestneho distributora.
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Ochranné znamky: QIAGEN?®, Sample to Insight®, QlAamp®, QIAsymphony® (skupina QIAGEN); Sarstedt® (Sarstedt AG and Co); ThermoMixer® (Eppendorf AG). Registrované nazvy, ochranné znamky atd. pouzité v
tomto dokumente sa nesmu povaZovat za znamky nechranené podla zékona, i ked neboli ako také oznac¢ené prislusnym symbolom.
12/2017 HB-0977-S01-003 © 2017 QIAGEN, vSetky prava vyhradené.
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