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List protokolu
QIAsymphony® SP

Tissue LC 200 V7 _DSP a Tissue_ HC 200 V7_DSP
(uzivatelem validovany pro pouziti s minisadou
QIAsymphony DSP DNA)

Tento dokument Tissue_LC_200_V7_DSP a Tissue_HC_200_V7_DSP (uzivatelem validovany pro pouZiti s minisadou
QIAsymphony DSP DNA) je listem protokolu pfistroje QIAsymphony SP, R2, pro sadu QIAsymphony DSP DNA Mini, verze
1.

— 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 kultivovanych bunék a bakterialnich kultur

pomoci pfistroje QlAsymphony SP a minisady QIAsymphony DSP DNA.

V zavislosti na typu vzorku doporu€ujeme pouzivat bud protokol pro nizky obsah (LC), nebo
vysoky obsah (HC). Kultivované buriky a bakterialni kultury budou davat zvySené vytéZzky DNA,
pokud budou zpracovavany protokolem pro vysoky obsah. Protokol pro nizky obsah v
kombinaci s malym eluénim objemem (50 pl) Ize pouzit, pokud se vyZzaduje vysoka koncentrace
DNA.

Minisada QIAsymphony DSP DNA v kombinaci s protokolem Tissue LC_200 V7 _DSP a
Tissue_HC_200_V7_DSP (uzivatelem validovany pro pouZiti s minisadou QIAsymphony DSP
DNA) pro purifikaci celkové DNA z kultivovanych bunék a bakterialnich kultur, je uréena pro
aplikace v molekularni biologii. Produkt neni uréen k diagndze, prevenci ani 1éEb& nemoci.

Poznamka: UzZivatel odpovida za validaci Gc¢innosti této kombinace, at ji pouZije ve své

laboratofi pro jakykoli postup.

Protokol pro nizky obsah

Sada Minisada QIAsymphony DSP DNA (katalogové ¢islo 937236)

Material vzorku Kultivované buriky a bakterialni kultury
Doporu¢ené maximalni objemy vzorku:
Buné&na kultura: 5 x 10° bunék
Bakterie: 1 x 10° bun&k

Nazev protokolu Tissue_LC_200_V7_DSP
Vychozi kontrolni sada testu ACS_Tissue_LC_200_V7_DSP
Eluéni objem 50 pl, 100 pl, 200 pl, or 400 pl
VyZadovana verze softwaru Verze 4.0 nebo vyssi
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Protokol pro vysoky obsah

Sada Minisada QIAsymphony DSP DNA (katalogové &islo 937236)

Material vzorku Kultivované buriky a bakterialni kultury
Doporu¢ené maximalni objemy vzorku:
Bun&&na kultura: 1 x 10 bunék
Bakterie: 4 x 10° bun&k

Nézev protokolu Tissue_HC_200_V7_DSP
Vychozi kontrolni sada testu ACS_Tissue_HC_200_V7_DSP
Eluéni objem 100 pl, 200 pl nebo 400 pl
VyZzadovana verze softwaru Verze 4.0 nebo vyssi

Pozadované materialy, které nejsou soucasti dodavky

Pro vSechny typy vzorki

® pro minimalizaci obsahu RNA: RNaza A (zasobni roztok 100 mg/ml) (kat. €is. 19101)
Pro gramnegativni bakterie

e pufr ATL (kat. ¢is. 19076)

Pro grampozitivni bakterie

e pufr P1 (kat. ¢is. 19051)

® lysozym (zasobni roztok 100 mg/ml)
Pro kultivované burky

e pufr P1 (kat. ¢is. 19051)
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Zasuvka ,Sample” (Vzorek)

Typ vzorku

Vstupni objem vzorku

Objem zpracovaného vzorku
Zkumavky priméarniho vzorku
Zkumavky sekundarniho vzorku

Vlozky

Kultivované buriky a bakterialni kultury

220 pl (vyzaduje se na vzorek, na protokol)*

200 pl

n/a

Dalsi informace viz www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

Zavisi na typu pozitych zkumavek; dalsi informace ziskate na
www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

* Jak u protokolu pro nizky, tak pro vysoky obsah plati, Ze systém nerozpoznd, zda je objem vzorku mensi nez 220 pl,
protoZe prenos vzork(l 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
Poloha B1

Drzak se stojankem pro Spicky 1-17

Drzék na jednotkové krabice 1-4

Zasobnik s reagenciemi
n/a

Filtraéni Spicky k jednorazovému pouziti 200 pl nebo
1500 pl

Jednotkové krabice obsahujici zasobniky pro pfipravu
vzorkd nebo 8tycové kryty

n/a = neuvedeno

Zasuvka ,Waste" (Odpad)

Drzék na jednotkové krabice 1-4
Drzak odpadnich sacku

Drzak lahve na kapalny odpad

Prazdné jednotkové krabice
Odpadni sacek

Prazdna lahev na kapalny odpad

Zasuvka ,Eluate” (Eluat)

Eluéni stojanek (doporucujeme pouzit chladici
pozici, drazka 1)

Dalsi informace viz www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

List protokolu QIAsymphony SP Tissue_LC_200_V7_DSP a Tissue_HC_200_V7_DSP (uzivatelem validovany pro pouZziti s minisadou QIAsymphony DSP 1 2/20] 7




Pozadované plastoveé vybaveni

Jedna Sarze, Dvé Sarze, Tri Sarze, Ctyfi Sarze,
Plastové vybaveni 24 vzork(* 48 vzork(* 72 vzork(* 96 vzorku*
Jednorazové $picky 26 50 74 98
s filtrem, 200 pl™
Jednorazové $picky 72 136 200 264
s filtrem, 1500 pI™
Zasobniky pro 21 42 63 84
pipravu vzorki®
8tycové kryty" 3 6 9 12

*

Pouziti méné nez 24 vzorku na Sarzi snizuje pocet filtracnich Spicek k jednorazovému pouziti pozadovanych na jeden
béh.

Stojanek na filtrani $picky pojme 32 filtracnich Spicek.

Pocet pozadovanych filtranich Spi¢ek zahrnuije filtraéni picky pro 1 snimek inventare na zasobnik s reagenciemi.
Jednotkova krabice pojme 28 zasobnikd pro pfipravu vzorku.

Jednotkova krabice pojme dvanact 8tycovych krytu.

- w s+

Poznamka: Udavany pocet filtracnich Spicek se liSi od poctu zobrazeného na dotykové

obrazovce v zavislosti na nastaveni. Doporu€ujeme nacist maximalni mozny pocet Spicek.
Elucni objem

Elu¢ni objem se vybira na dotykové obrazovce. V zavislosti na typu vzorku a obsahu DNA se
muze konecny elu¢ni objem snizit az o 15 pl viéi zvolenému objemu. Diky tomu, Ze se elu¢ni
objem muze ménit, doporucujeme zkontrolovat aktualni objem eluatu pfi pouzivani systému
automatického nastaveni kvantitativni analyzy, ktery pred pfenosem neovéfuje eluéni objem.
Eluce pfi nizSich objemech zvySuje kone€nou koncentraci DNA, ale mirné sniZuje vytézek.

Doporucujeme pouZivat eluéni objem vhodny pro zamySslenou aplikaci v dalSich krocich.

Pfiprava materialu vzorku

PFi praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni plast, rukavice na jedno pouziti a
ochranné bryle. DalSi informace jsou uvedeny v pfisluSnych bezpe&nostnich listech (BL), které
Ize ziskat od dodavatele produktu.

Dulezity bod pfed zahajenim
® Magnetické Castice QlAsymphony spole¢né purifikuji RNA a DNA, pokud jsou ve vzorku

pritomny obé kyseliny. Chcete-li minimalizovat ve vzorku obsah RNA, pfidejte RNazu A do

vzorku v kroku uvedeném v pfislusném protokolu pfedbézné Upravy.
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Co je tfeba udélat, nez zacnete

® Pokud pouzivate pufr ATL, zkontrolujte, zda neobsahuje precipitat. Bude-li to nezbytné,
inkubujte 30 minut pfi 37 °C za obCasného protfepavani, aby se precipitat rozpustil.

® Nastavte termomixér (ThermoMixer®) nebo tfepacku-inkubéator na teplotu vyzadovanou pro
pfislusnou pfedbéznou Upravu.*

Kultivované buriky

Lze pouzit Cerstvé i zmrazené kultivované bunky. Doporu€ujeme pouzit protokol pro vysoky
obsah az 1 x 107 bunék. Protokol pro nizky obsah povede k nizSim vytéZkim DNA a
doporucuje se pozivat pouze v kombinaci s malym eluénim objemem (50 ul), pokud se vyzaduje
vysoka koncentrace DNA. Zmrazené bunécné pelety je nutné resuspendovat v pufru P1, jak

stanovuje protokol pfedbézné Upravy.

Protokol predbézné upravy pro kultivované burnky

o (Odstfedujte maximalné 1 x 107 bunék pfi 300 x g po dobu 5 minut pfi pokojové teploté (15—
25 °C). Odeberte a zlikvidujte supernatant, pfi¢emz dbejte, abyste nerozvifili bunécny pelet.
Poznamka: Bunécny pelet je mozné skladovat pfi teploté —20 az —70 °C pro dalSi pouziti
nebo jej Ize pouzit okamzité.
® Resuspendujte pelet v 220 pl pufru P1 a pfeneste vzorek do 2 ml mikrocentrifugacni
zkumavky (nedodava se).
® Pridejte 20 ul proteinazy K a promichejte poklepanim na zkumavku.
Poznamka: Pouzijte proteinazu K ze stojanku na enzymy minisady QIAsymphony DSP
DNA.
® Vlozte zkumavku do termomixéru nebo inkubatoru—tfepacky a inkubujte pfi 56 °C s
protfepavanim pfi 900 ot/min po dobu 30 minut az 2 hodin.
Poznamka: Doba lyzy zavisi na typu a po¢tu bunék. Pokud nebude lyza dokonéena po
2 hodinach, o ¢emz bude svédcit pfitomnost nerozpustného materialu nebo vysoce
viskéznich lyzatli, dobu lyzy Ize prodlouzit, pfipadné nerozpustny material odstranit
odstfedénim, jak to popisuje krok 6. Lyza provadéna pfes noc je mozna a neovliviiuje
nepfiznivé pfipravu vzorku.

® 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.

* Ujistéte se, Ze jsou pfistroje kontrolovdny, udrzovdny a pravidelné kalibrovény podle doporugeni vyrobce.

List protokolu QIAsymphony SP Tissue_LC_200_V7_DSP a Tissue_HC_200_V7_DSP (uzivatelem validovany pro pouZziti s minisadou QIAsymphony DSP 1 2/20] 7



® Peclivé pfevedte 220 pl lyzatu do zkumavek, které jsou kompatibilni s nosi¢em vzorku
QlAsymphony SP.
Poznamka: Pokud lyzat obsahuje nedigerovany material, pfed pfenosem supernatantu do
zkumavek jej odstifedujte pfi plné rychlosti 2 minuty p¥i pokojové teploté. Uplny seznam
kompatibilnich zkumavek viz www.giagen.com/goto/dsphandbooks. Doporu¢ujeme
pouzivat 2 ml zkumavky (napf¥. Sarstedt®, katalogové Cislo 72.693 nebo 72.608).

Bakterie

Lze pouzit Cerstvé i zmrazené bakterialni kultury. Doporuujeme pouzit protokol pro vysoky
obsah az 4 x 109 bunék. Protokol pro nizky obsah povede k nizSim vytéZkim DNA a
doporucuje se pozivat pouze v kombinaci s malym elu¢nim objemem (50 ul), pokud se vyzaduje
vysoka koncentrace DNA. Bakterialni rast se obvykle méFi jako opticka hustota (OD) bakterialni
kultury pomoci spektralniho fotometru. Naméfené hodnoty OD vSak vyrazné zavisi na typu
pouzitého spektralniho fotometru a druhu hodnocenych bakterii. Proto doporu¢ujeme provést
kalibraci spektralniho fotometru na zakladé korelace naméfenych hodnot CD s pocétem
bakterialnich bunék. Zmrazené pelety je nutné resuspendovat v pufru P1 (grampozitivni
bakterie) nebo pufru ATL (gramnegativni bakterie), jak stanovuji protokoly pfedb&zné Upravy.

Protokol predbézné Upravy pro gramnegativni bakterie

® Odstfedovanim po dobu 10 minut pfi 5000 x g a pokojové teploté (15-25 °C) zpracujte
maximalné 4 x 10° bunék. Odeberte a zlikvidujte supernatant, pfi¢emz dbejte, abyste
nerozvifili bakterialni pelet.
Poznamka: Bunécny pelet je mozné skladovat pfi teploté —20 az —70 °C pro dalSi pouziti
nebo jej Ize pouzit okamzité.
® Resuspendujte bakterialni pelet v 220 pl pufru ATL a pfeneste vzorek do 2 ml

mikrocentrifugaéni zkumavky (nedodava se).
® PFidejte 20 pl proteinadzy K a promichejte poklepanim na zkumavku.
Poznamka: Pouzijte proteinazu K ze stojanku na enzymy minisady QIAsymphony DSP
DNA.
® Vlozte zkumavku do termomixéru nebo inkubatoru—tfepacky a inkubuijte pfi 56 °C s
protfepavanim pfi 900 ot/min po dobu 30 minut az 2 hodin.

Poznamka: Doba lyzy zavisi na typu a poc¢tu bunék. Pokud nebude lyza dokonéena po
2 hodinach, o €emz bude svédcit pfitomnost nerozpustného materialu nebo vysoce
viskdznich lyzatd, dobu lyzy Ize prodlouzit, pfipadné nerozpustny material odstranit

odstfedénim, jak to popisuje krok 6.
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® Chcete-li minimalizovat ve vzorku obsah RNA, pfidejte 4 uyl RNazy A (100 mg/ml) a inkubujte
2 minuty pfi pokojové teploté, nez budete pokracovat krokem 6.
® Peclivé pfevedte 220 pl lyzatu do zkumavek, které jsou kompatibilni s nosi¢éem vzorku
QlAsymphony SP.
Poznamka: Pokud lyzat obsahuje nedigerovany material, pfed pfenosem supernatantu
do zkumavek jej odstredujte pfi pIné rychlosti 2 minuty pfi pokojové teplot&. Uplny seznam
kompatibilnich zkumavek viz www.giagen.com/goto/dsphandbooks. Doporu¢ujeme

pouzivat 2 ml zkumavky (nap¥. Sarstedt, katalogové Cislo 72.693 nebo 72.608).

Protokol predbézné Upravy pro grampozitivni bakterie

® Odstfedovanim po dobu 10 minut pfi 5000 x g a pokojové teploté (15-25 °C) zpracujte
maximalné 4 x 109 bunék. Odeberte a zlikvidujte supernatant, pficemz dbejte, abyste
nerozvifili bakterialni pelet.

Poznamka: Bunécny pelet je mozné skladovat pfi teploté —20 az —70 °C pro dalSi pouziti
nebo jej Ize pouzit okamzité.
® Resuspendujte bakterialni pelet v 200 ul pufru P1 a pfeneste vzorek do 2 ml
mikrocentrifugaéni zkumavky (nedodava se).
e P¥idejte 20 pl lysozymu (100 mg/ml) a promichejte poklepanim na zkumavku.

® Vlozte zkumavku do termomixéru nebo inkubatoru—tfepacky a inkubujte pfi 37 °C s
protfepavanim pfi 900 ot/min po dobu 30 minut az 2 hodin.

Poznamka: Doba lyzy zavisi na typu a po¢tu bunék.
® Pridejte 20 ul proteinazy K a promichejte poklepanim na zkumavku.

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

® Inkubujte s protfepavanim pfi 900 ot/min a teploté 56 °C po dobu 30 minut.
® Chcete-li minimalizovat ve vzorku obsah RNA, pfidejte 4 ul RNazy A (100 mg/ml) a
inkubujte 2 minuty pfi pokojové teploté, nez budete pokracovat krokem 8.
® Peclivé pfevedte 220 pl lyzatu do zkumavek, které jsou kompatibilni s nosi¢em vzorku
QlIAsymphony SP.
Poznamka: Pokud lyzat obsahuje nedigerovany material, pfed pfenosem supernatantu do
zkumavek jej odstfeduijte pfi plné rychlosti 2 minuty pfi pokojové teploté. Uplny seznam
kompatibilnich zkumavek viz www.qgiagen.com/goto/dsphandbooks. Doporu¢ujeme
pouzivat 2 ml zkumavky (nap¥. Sarstedt, katalogové Cislo 72.693 nebo 72.608).
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Historie revizi

Historie revizi dokumentu

R2 12/2017 Aktualizace pro software QIAsymphony verze 5.0

Aktualni licenéni informace a odmitnuti odpovédnosti specificka pro vyrobek jsou uvedeny v

pfislusné 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®, 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-S09-002 © 2017 QIAGEN, v&echna préva vyhrazena.
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