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List protokolu
QIAsymphony® SP

Tissue _LC_200 V7 _DSP a Tissue HC 200_V7 _DSP

Tento dokument Tissue_LC_200_V7_DSP a Tissue_HC_200_V7_DSP je listem protokolu pfistroje QIAsymphony SP, R3,
pro sadu QIAsymphony DSP DNA Mini, verzel.

— Sample to Insight QIAGEN —




VSeobecné informace
Sada QIAsymphony DSP DNA je ur€ena pro diagnostické ucely in vitro.

Tyto protokoly jsou uréeny k purifikaci celkové DNA z tkani a z tkani fixovanych formaldehydem
a zatavenych v parafinu (FFPE) pomoci sady QIAsymphony® SP a sady QIAsymphony DSP
DNA Mini.

V zavislosti na typu vzorku doporu€ujeme pouzivat bud protokol pro nizky obsah (LC), nebo
vysoky obsah (HC). Tkané budou davat zvySené vytézky DNA, pokud budou zpracovavany
protokolem vysokého obsahu, ale protokol nizkého obsahu v kombinaci s malym eluénim
objemem (50 pl) Ize pouzit, pokud se vyzaduje vysoka koncentrace DNA. Pro tkan FFPE
doporucujeme pouzit protokol nizkého obsahu.

Protokol nizkého obsahu

Sada QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (katalogové &islo 937236)

Material vzorku Tkan FFPE a tkan*

Do jednoho pfipravku Ize kombinovat az 4 tkarové fezy
FFPE, kazdy o tloustce az 10 um, nebo 8 fezl o tloustce az 5
um a povrchové plose az 250 mm?>.

Nazev protokolu Tissue_LC_200_V7_DSP
Vychozi mnoZzina analytickych kontrol ACS_Tissue_LC_200_V7_DSP
Eluéni objem 50 pl, 100 pl, 200 pl nebo 400 pl
VyZadovana verze softwaru Verze 4.0 nebo vyssi

* Viz protokol vysokého obsahu, kde naleznete informace o tkarnovych vzorcich

Protokol vysokého obsahu

Sada QlAsymphony DSP DNA Mini Kit (katalogové ¢islo 937236)

Material vzorku Tkan

Pokud nebude k dispozici zadna informace o oc¢ekavaném
vytézku, doporu€ujeme zacit s 25 mg vzorku materialu. V
zavislosti na ziskaném vytézku lze zvétsit velikost vzorku u
naslednych preparatd.

Nézev protokolu Tissue_HC_200_V7_DSP
Vychozi mnoZzina analytickych kontrol ACS_Tissue_HC_200_V7_DSP
Eluéni objem 100 pl, 200 pl, nebo 400 pl
Vyzadovana verze softwaru Verze 4.0 nebo vyssi
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Pozadované materialy, které nejsou soucasti dodavky
Pro vSechny typy vzorkl

o Pufr ATL, 4 x 50 ml (Buffer ATL, 4 x 50 ml, katalogové &islo 939016)

® Pro minimalizaci obsahu RNA: RNaza A zbavena DNazy (zasobni roztok 100 mg/ml)
Pro tkan FFPE (deparafinizace bez pouziti xylenu)

® Deparafiniza¢ni roztok (Deparaffinization Solution, katalogové Cislo 939018)

Pro tkan FFPE (deparafinizace pomoci xylenu)

® Xylen (99-100 %)
e Ethanol (96—100 %)*

“Sample” drawer

Typ vzorku Tkan FFPE a tkan

Vstupni objem vzorku 220 pl (vyzaduje se na vzorek, na protokol)’

Objem zpracovaného vzorku 200 pl

Zkumavky primarniho vzorku Neuvedeno

Zkumavky sekundarniho vzorku Dalsi informace viz www.giagen.com/goto/dsphandbooks.
Viozky Zavisi na typu pozitych zkumavek na vzorky; vice informaci

ziskate na www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

-+

Jak u protokolu pro nizky, tak pro vysoky obsah plati, Ze systém nerozpozna, zda je objem vzorku mensi nez 220 pl,
protoZze prenos vzorkl se provadi bez detekce hladiny kapaliny. Proto musite zajistit, Ze vstupni objem vzorku je 220 pl.
n/a = neuvedeno.

Zasuvka "Reagents and Consumables" (Reagencie a spotiebni dily)

Poloha Al a/nebo A2 Kazeta reagencii

Poloha B1 Neuvedeno

Drzak se stojankem pro $picky 1-17 Filtracni $picky k jednordzovému pouziti 200 ul nebo 1500
pl

Drzék jednotkové krabice 1-4 Jednotkové krabice obsahujici vzorové preparaty nebo

8tyCové kryty

n/a = neuvedeno.

* Nepouzivejte denaturovany alkohol, ktery obsahuje dalsi létky, jako je methanol nebo methylethylketon.
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Zasuvka "Waste" (Odpad)

Drzék jednotkové krabice 1-4 Prazdné jednotkové krabice
Drzak odpadnich sacku Odpadni sacek
Drzék lahve na kapalny odpad Prazdna lahev na kapalny odpad

Zasuvka "Eluate" (Eluat)

Eluéni stojanek (doporu¢ujeme pouzit chladici Dalsi informace viz www.giagen.com/goto/dsphandbooks.
pozici, slot 1)

PoZadované plastové vybaveni

Jedna Sarze, Dvé Sarze, TFi Sarze, Ctyfi sarze,
plastové vybaveni 24 vzork(* 48 vzork(* 72 vzork(* 96 vzorku*
Filtracni $picky 26 50 74 98
k jednoradzovému
pouziti, 200 pl ¥
Filtragni 3picky 72 136 200 264
k jednordzovému
pouziti, 1500 pl ™
Kazety vzorkovych 21 42 63 84
preparétlil§
8tycové kryty" 3 6 9 12

* Pouziti méné nez 24 vzorku na $arzi snizuje pocet filtracnich $picek k jednorazovému pouziti pozadovanych na jeden
béh.

T Je tu 32 filtragnich $picek/stojanek na filtradni 3picky.

* Poget pozadovanych filtranich Spi¢ek zahrnuje filtrani Spicky pro 1 snimek inventare na kazetu s reagenciemi.

$ Jetu 28 kazet s preparaty vzorku/jednotkova krabice.

¥ Je tu dvanact 8tyGovych kryt/jednotkova krabice.

Note: Numbers of filter-tips given may differ from the numbers displayed in the touchscreen
depending on settings. We recommend loading the maximum possible number of tips.

Elucni objem

Eluéni objem se vybira na dotykové obrazovce. V zavislosti na typu vzorku a obsahu DNA se
muUze konecny eluéni objem zménit az o 15 pl smérem dold vici zvolenému objemu. Diky
tomu, Ze se eluéni objem maze ménit, doporuéujeme zkontrolovat aktualni objem eluatu pfi
pouzivani systému automatického nastaveni kvantitativni analyzy, ktery pfed prenosem
neovéfuje eluéni objem. Eluce pfi nizSich objemech zvySuje kone€nou koncentraci DNA, ale
mirné snizuje vytéZek. Doporuujeme pouZzivat eluéni objem vhodny pro zamyS$lenou aplikaci v
dalSich krocich.
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Pfiprava materialu vzorku

PFi praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni plast, rukavice na jedno pouZziti a
ochranné bryle. Dalsi informace jsou uvedeny v pfislusnych bezpecénostnich listech (BL), které

Ize ziskat od dodavatele produktu.
Dulezity bod pfed zahajenim

® Magnetické ¢astice QIAsymphony spole¢né purifikuji RNA a DNA, pokud jsou ve vzorku
pfitomny obé kyseliny. Chcete-li ve vzorku minimalizovat obsah RNA, pfidejte RN4zu A do
vzorku v kroku uvedeném v pfislusném protokolu predbézné Gpravy.

Véci, které je nutné udélat pred zahajenim

e Zkontrolujte pufr ATL, zda neobsahuje bily precipitat. Bude-li to nezbytné, inkubujte 30
minut pfi 37°C za ob&asnému protfepavani, aby se precipitat rozpustil.
® Nastavte termomixér nebo tfepacku-inkubator na teplotu vyzadovanou pro pfislusné

predbé&znou Upravu.*
Tkané

Cerstvou a zmrazenou tkan Ize pouZit k purifikaci DNA. VytéZek a kvalita DNA budou zaleZet na
typu tkané, zdroji a podminkach uchovavani. Cerstvou tkaf Ize pfed zpracovani rozfezat na
malé kousky a ulozit pfi —20°C nebo —80°C. VSeobecné doporuCujeme pouzit protokol
vysokého obsahu, ktery dava zvySené vytézky DNA. Protokol nizkého obsahu v kombinaci s
eluénim objemem 50 ul se doporucuje pouze v pfipadé, Ze jsou v analyze pfi dalSich krocich
poZadovany vysoké koncentrace DNA. Pokud nebudou k dispozici zadné informace o
oCekdvaném vytéZku, doporu€ujeme zacit s 25 mg materidlu vzorku s vyuZitim protokolu
vysokého obsahu a elu¢ni objem 200 pul. V zavislosti na ziskaném vytéZku lze u naslednych
preparatl zvétsit velikost vzorku nebo zmensit eluéni objem. Nezapomernte, Ze preparaty
zpUsobuijici pfetizeni v kombinaci s malymi eluénimi objemy mohou zplsobit pfenos magneticky

Castic do eluatu a mohly by narusit Cistotu DNA a analyzu v dal$ich krocich.

* Ujistéte se, Ze jsou pfistroje kontrolovdny, udrzovdny a pravidelné kalibrovény podle doporugeni vyrobce.
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Protokol predbézné upravy pro tkan

1. Preneste vzorek tkané do 2 ml zkumavky pro mikrocentrifugu (nedodava se).

2.  Pridejte 220 pl pufru ATL.

3.  Pridejte 20 pl proteinazy K a promicheijte poklepanim na zkumavku.
Poznamka: Pouzijte proteinazu K ze stojanku na enzymy sady QIAsymphony DSP DNA
Mini.

4.  Vlozte zkumavku do termomixéru nebo inkubatoru—tfepacky a inkubuijte pfi 56 °C s
protfepavanim pfi 900 ot/min, dokud nedojde k uplné lyze tkané.
Poznamka: Doba lyzy se méni v zavislosti na typu zpracovavané tkané. U vétsiny tkani je
lyza dokonéena v priibéhu 3 hodin. Pokud nebude lyza dokon&ena po 3 hodinach, o ¢emz
bude svéd¢it pfitomnost nerozpustného materialu nebo vysoce viskdznich lyzata, dobu
lyzy Ize prodlouzit, pfipadné nerozpustny material odstranit odstfedovanim, jak to popisuje
krok 6. Lyza provadéna pres noc je mozna a neovliviiuje nepfiznivé pfipravek.

5. Chcete-li minimalizovat ve vzorku obsah RNA, pfidejte 4 ul RNazy A (100 mg/ml) a
inkubujte 2 minuty pfi pokojové teploté (15-25 °C), nez budete pokracovat krokem 6.

6.  Vzorek homogenizujte nékolikanasobnym pipetovanim nahoru a dol(.
Poznamka: Pokud budou stale pfitomny kusy nerozpustného materialu, odstfedujte pfi
3000 x g po 1 minutu.

7.  Peclivé prevedte 220 ul supernatantu do zkumavek vzorku, které jsou kompatibilni s
nosi¢em vzorku QIAsymphony SP.

Uplny seznam kompatibilnich zkumavek vzorku viz
www.giagen.com/goto/dsphandbooks. Doporu€ujeme pouzivat 2 ml zkumavky (napf.
Sarstedt, katalogové &islo 72.693 nebo 72.608).

Tkan FFPE

Standardni postupy fixace formaldehydem a zatavovani do parafinu vzdy vedou k vyznamné
fragmentaci nukleovych kyselin. Pro omezeni rozsahu fragmentace DNA zajistéte:

® Fixujte vzorky tkani v 4-10% formaldehydu co nejrychleji po chirurgickém vyjmuti.

DNA, coz ma za nasledek Spatné vysledky analyz provadénych v dal$ich krocich).
® Pred zatavenim vzorky dukladné dehydrujte (zbytkovy formaldehyd miize inhibovat digeraci
proteinazy K)

Vychozi material pro purifikaci DNA by mély tvofit Gerstvé pfipravené fezy tkané FFPE. V

jednom pfipravku Ize zpracovat az 4 tkanové fezy, kazdy o tloustce az 10 um, nebo 8 fezl o
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tloustce az 5 ym a povrchové ploSe az 250 mm2. Pokud nebudete mit Zadné informace o
povaze svého vychoziho materialu, doporucuje zacit s nejvySe 3 fezy v jediném pfipravku. V

zavislosti na vytézku DNA a jeho Cistoté I1ze mozna pouzit az 8 fez( v naslednych pfipravcich.

Poznamka: Protokoly pro tkan FFPE jsou specialné navrzeny pouze pro spole¢nou purifikaci
nizkych mnozstvi RNA. Vysledkem bude snizena hodnota fotometrickych méfeni v porovnani s
hodnotami ziskanymi pomoci ruéni sady QlAamp DSP DNA FFPE Tissue.

Predbézna uprava pro tkan FFPE

Metoda 1: deparafinizace pomoci deparafinizaéniho roztoku

1.  Skalpelem odstrarite prebyte¢ny parafin z bloku vzorku.
2.  Narezejte az 4 fezy o tloustce 10 um nebo az 8 fezu o tloustce 5 um

Poznéamka: Pokud byl povrch vzorku vystaven pusobeni vzduchu, prvni 2-3 fezy

zlikviduijte.

3. lhned viozte fezy do 2 ml zkumavky Sarstedt (nedodava se s pfistrojem, katalogové cislo
72.693 nebo 72.608), ktera je kompatibilni s nosi¢em vzorku QIAsymphony SP.

4. Krteztm pridejte 200 pl pufru ATL.

5.  Pridejte 20 pl proteinazy K.
Poznamka: Pouzijte proteindzu K ze stojanku na enzymy sady QIAsymphony DSP DNA
Mini.

6.  Pridejte 160 pl nebo 320 ul deparafinizaéniho roztoku (viz nasledujici tabulka) a
promichejte ve vortexu.

Thickness of sections Number of sections Volume of Deparaffinization solution
5um 1-4 160 p

5-8 320 pl
10 pm 1-2 160 pl

3-4 320 pl

7. Vlozte zkumavku do termomixéru nebo inkubatoru—tfepacky a inkubujte pfi 56°C na
1 hodinu s protfepavanim pfi 1000 ot/min (dokud nedojde k Uplné lyze tkané).
Poznamka: Doba lyzy se méni v zavislosti na typu zpracovavané tkané. U vétsiny tkani je
lyza dokon&ena v pribéhu 1 hodiny. Pokud nebude lyza dokonéena po 1 hoding, o éemz
bude svédcit pfitomnost nerozpustného materialu, dobu lyzy Ize prodlouzit, pfipadné
nerozpustny material granulovat odstfedovanim, jak to popisuje krok 10. Lyza provadéna
pfes noc je mozna a neovliviiuje nepfiznivé pFipravek.
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10.
11.

Inkubujte pfi 90°C 1 hodinu.

Poznamka: Inkubace pfi 90°C v pufru ATL ¢astecné revertuje formaldehydovou
modifikaci nukleovych kyselin. DelSi inkubacni doby nebo vysSi inkubaéni teploty mohou
vést k fragmentovanéj$i DNA. Pokud pouzijete pouze jeden topny blok, nechte vzorek pfi
pokojové teploté po inkubaci pfi 56°C, dokud topny blok nedosahne 90°C.

Chcete-li minimalizovat ve vzorku obsah RNA, pfidejte 2 ul RNazy A (100 mg/ml) do dolni
faze a inkubujte 2 minuty pfi pokojové teploté, nez budete pokracovat krokem 10. Nechte
vzorek zchladnout na pokojovou teplotu pfed pfidanim RNazy A.

Centrifugujte plnou rychlosti 1 minutu pfi pokojové teploté.

Peclivé preneste zkumavky (obsahujici obé faze) do nosic¢e vzorku QIAsymphony SP.

Metoda 2: deparafinizace pomoci xylenu

10.
11.

Skalpelem odstrarite pfebyte¢ny parafin z bloku vzorku.
Narfezejte az 4 fezy o tloustce 10 um nebo az 8 fezl o tloustce 5 pm.

Poznéamka: Pokud byl povrch vzorku vystaven pusobeni vzduchu, prvni 2-3 fezy

zlikviduijte.

Ihned vlozte fezy do 1,5 ml nebo 2 ml zkumavky mikrocentrifugy (nedodava se) a pfidejte
k vzorku 1 ml xylenu. Uzaviete vicko a michejte intenzivné ve vortexu 10 sekund.

Centrifugujte plnou rychlosti 2 minutu pfi pokojové teploté.

Supernatant odstrarite pipetovanim. Neodebirejte Zzadnou hrudku.

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

Poznamka: Etanol ze vzorku extrahuje zbytkovy xylen.

Centrifuguijte plnou rychlosti 2 minutu pfi pokojové teploté.

Supernatant odstrarite pipetovanim. Neodebirejte Zadnou hrudku.
Poznamka: Opatrné odeberte jakykoliv zbytkovy etanol $pi¢kou jemné pipety.
Otevrete zkumavku a inkubuijte pfi pokojové teploté (15—-25°C) 10 minut nebo dokud se
vesSkery zbytkovy etanol neodpafi.

Poznamka: Inkubaci Ize provést pfi teplotach az do 37°C.

Hrudku znovu suspendujte ve 220 pl pufru ATL.

Pridejte 20 pl proteinazy K a promichejte ve vortexu.

Poznamka: Pouzijte proteinazu K ze stojanku na enzymy sady QIAsymphony DSP DNA
Mini.

List protokolu QIAsymphony SP: Tissue_LC_200_V7_DSP a Tissue_HC_200_V7_DSP 12/2017



12. Inkubuijte 1 hodinu pfi 56°C (nebo dokud nedojde k Uplné lyze vzorku).

Poznamka: Doba lyzy se méni v zavislosti na typu zpracovavané tkané. U vétsiny tkani je
lyza dokon&ena v pribéhu 1 hodiny. Pokud nebude lyza dokonéena po 1 hoding, o éemz
bude svédcit pfitomnost nerozpustného materialu, dobu lyzy Ize prodlouzit, pfipadné
nerozpustny material odstranit odstfedovanim, jak to popisuje krok 16. Lyza provadéna
pfes noc je mozna a neovliviiuje nepfiznivé pFipravek.

13. Inkubujte pfi 90°C 1 hodinu.

Poznéamka: Inkubace pfi 90°C v pufru ATL Easte¢né revertuje formaldehydovou
modifikaci nukleovych kyselin. Del$i inkubacni doby nebo vysSi inkubacni teploty mohou
vést k fragmentovanéjsi DNA. Pokud pouzijete pouze jeden topny blok, nechte vzorek pfi
pokojové teploté po inkubaci pfi 56°C, dokud topny blok nedosahne 90°C.

14. Kratce odstfedujte vzorek pro odstranéni kapek z vnitini strany vika.

15. Chcete-li minimalizovat ve vzorku obsah RNA, pridejte 2 ul RNazy A (100 mg/ml) a
inkubujte 2 minuty pfi pokojové teplot&, nez budete pokracovat krokem 16. Nechte vzorek

zchladnout na pokojovou teplotu pfed pfidanim RNazy A.

16. Peclivé prevedte 220 pl lyzatu do zkumavek vzorku, které jsou kompatibilni s nosi¢em

vzorku QIAsymphony SP.

Poznamka: Pokud lyzat obsahuje nedigerovany material, odstfedujte pfFi pIné rychlosti 2
minuty pfi pokojové teploté pted pfenosem supernatantu do zkumavek vzorku. Upiny
seznam kompatibilnich zkumavek vzorku viz www.qiagen.com/goto/dsphandbooks.
Doporucéujeme pouzivat 2 ml zkumavky (napf. Sarstedt, katalogové Cislo 72.693 nebo
72.608).

Historie revizi

Historie revizi dokumentu

R3 12/2017 Aktualizace pro software QIAsymphony verze 5.0

Aktualni licengni informace a odmitnuti odpovédnosti specifickd pro vyrobek jsou uvedeny v
prislusné pfiru€ce pro sadu QIAGEN® nebo priruce uzivatele. Pfiru¢ky pro sady QIAGEN a
prirucky uzivatele jsou dostupné na www.giagen.com nebo na pozadani u technického servisu
QIAGEN nebo mistniho distributora.

Ochranné znamky: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, QIAsymphony® (QIAGEN Group); Sarstedt® (Sarstedt AG and Co); ThermoMixer® (Eppendorf AG). Registrované nazvy, ochranné znamky atd. pouzité v
tomto dokumentu, a to i v pfipadé, Ze takto nejsou vyslovné oznaceny, nejsou povazovany za zakonem nechranéné.
12/2017 HB-0977-S01-003 © 2017 QIAGEN, viechna prava vyhrazena.
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