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Ugel pouziti

Sada QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit je systém, ktery vyuziva technologii silikatové
membrany (technologie QIAamp) kizolaci a purifikaci genomové DNA z biologickych

vzorkd.

Vyrobek je uréen pro pouziti profesionalnimi uzivateli, napf. techniky a Iékafi Skolenymi

v technikach molekularni biologie.

Sada QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit je uréena pro diagnostické ucely in vitro.
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Popis a principy

Kazdy postup QIAamp DSP DNA Blood Mini zahrnuje 4 kroky:
® Lyza bunék v krevnim vzorku

® Vazani genomové DNA v bunétném lyzatu k membrané kolonky QlAamp Mini Spin
® Promyti membrany

® Eluce genomové DNA z membrany

Tato pfiru¢ka obsahuje protokoly pro 2 alternativni postupy QlAamp DSP DNA Blood Mini:
postup centrifugace (odstfedéni), jenz vyzaduje centrifugu, a postup s pouzitim podtlaku
(vakua), jenz vyZaduje centrifugu a podtlakovy systém (viz schéma na str. 9). Postup
centrifugace (odstfedéni) Ize provadét automaticky na pfistrojich QIAcube a QlAcube
Connect MDx.

Lyza krevnich bunék

Vzorky jsou lyzovany za denaturaénich podminek pfi zvySenych teplotach. Lyza se provadi

za pritomnosti protedazy QIAGEN Protease (QP) a lyza¢niho pufru (AL).

Vazani genomové DNA k membrané kolonky QIAamp Mini Spin

Pro optimalizaci vazani genomové DNA k membrané kolonky QlAamp Mini Spin se nejprve
pfida klyzatim etanol. Poté se kazdy lyzat nanese na kolonku QlAamp Mini Spin
agenomova DNA je adsorbovana na silikagelovou membranu pfi prachodu lyzatu
indukovaném podtlakem nebo odstfedivou silou.
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Automaticka purifikace na pfistroji QlAcube / QlAcube Connect MDx

Pfistroje QlAcube a QlAcube Connect MDx provadéji automatickou izolaci a purifikaci
nukleovych kyselin. Pfistroj mize zpracovat az 12 vzorkd v jednom cyklu.

PFiprava vzorku pomoci pfistroje QlAcube a QlAcube Connect MDx dodrzuje stejny postup
jako manualni postup (ij. lyza, vazani, promyti a eluce), diky ¢emuz mulzete sadu QlAamp
DSP DNA Mini Kit nadale pouzivat k purifikaci vysoce kvalitni DNA.

Pfi automatizovaném zpracovani sady QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit na pfistroji QlAcube
nebo QlAcube Connect MDx mUze pfistroj zpracovat méné nez 50 vzork(, a to z diivodu mrtvych
objem(, odpafovani a dalsi spotfeby reagencii automatizovanym pipetovanim. Pfi manualnim
pouziti sady QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit spoleénost QIAGEN garantuje pouze
50 stanoveni vzorkd.

QlAcube

Obrazek 1. QlAcube.
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‘QlAcube Connect MDx

Obrazek 2. QlAcube Connect MDx.
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Postupy QlAamp DSP DNA Blood
Mini s centrifugaci a s podtlakem:

Postup QlAamp

Pred zahajenim si peclivé prostudujte protokoly

Podtlak

Eluce

Do zkumavky LT pridejte 20 ul QP, 200 pl vzorku
a 200 pl AL. 15 sekund dukladné promichavejte

Inkubujte po dobu 10 minut (1 min) pfi teploté

15 sekund dukladné promichavejte (tak, aby se

Pieneste lyzat na kolonku QlAamp Mini Spin.

Centrifugujte 1 minutu pfi otackach 6 000 x g.

Postup s centrifugaci (odstfedénim): Viozte
kolonku QlAamp Mini Spin do nové zkumavky
WT, pridejte 500 ul AW1 a centrifugujte 1 minutu

Postup s podtlakem: Pridejte 750 pl AW1

Postup s centrifugaci (odstfedénim): Viozte
kolonku QlAamp Mini Spin do nové zkumavky
WT, pridejte 500 ul AW2 a centrifugujte 1 minutu
pfi plnych otackach (priblizné 20 000 x g nebo
14 000 ot./min).

Postup s podtlakem: Pfidejte 750 ul AW2
a vytvorte podtlak.
Vlozte kolonku QlIAamp Mini Spin do zkumavky WT.

Centrifugujte 3 minuty pfi plnych otackach
(pfiblizné 20 000 x g nebo 14 000 ot./min).

Vlozte kolonku QlAamp Mini Spin do zkumavky ET.

. ¢ Postup QlAamp
(5033‘;;';;‘3?;; s podtlakem (str. 24 a 28).
Alikvotni podil Alikvotni podil
vzorku vzorku
(tak, aby se vytvoril vir).
ﬁ Lyza ﬁﬁ 56 °C (+1 °C).
Pridejte 200 pl etanolu.
l 1 vytvoril vir).
§ !g Postup s centrifugaci (odstfedénim):
Vazani
T Pod;lak Postup s podtlakem: Vytvoite podtlak.
Promyti
(pufr Buffer AW1) pfi otackach 6 000 x g.
T Podtlak
¥ a vytvorte podtlak.
Promyti
(pufr Buffer AW2)

<t 4 <sih 2 -

Cista genomova nebo virova DNA

Pridejte 50—200 pl AE a inkubujte 1 minutu.

Centrifugujte 1 minutu pfi otackach 6 000 x g.
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Shrnuti a vysvétleni

Sada QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit vyuzivd zavedenou technologii k rychlé

a jednoduché izolaci a purifikaci genomové DNA ze vzorku pIné krve o objemu 200 .

Postup QlAamp DSP DNA Blood Mini, ktery je urCen pro simultanni zpracovani nékolika
krevnich vzork(, umoziuje ziskat purifikovanou DNA pro dalSi pouZziti. Postupy jsou vhodné

k pouziti s Cerstvou nebo zmrazenou plnou krvi a s krvi oSetfenou citratem nebo EDTA.

Jednoduché postupy QlAamp DSP s centrifugaci i vakuem jsou vhodné pro simultanni
zpracovani nékolika vzorkl. Nékteré centrifugaéni postupy QlAamp Ize pIné automatizovat
na pristroji QlAcube nebo QIAcube Connect MDx za ucelem zvySené standardizace
a snazSiho pouziti (viz str. 7).

PFfedchozi separace leukocytl neni nutna. Postup nevyzaduje fenol/chloroformovou extrakci
ani precipitaci alkoholem. Postup vyZaduje pouze minimalni interakci ze strany uzivatele, tak
umoznuje bezpe€nou manipulaci s potencialné infekénimi vzorky. Postupy jsou navrZzeny
tak, aby byla minimalizovana zkfizena kontaminace vzorkd. Purifikovanou DNA Ize pouzit
pfi PCR nebo v jinych aplikacich, pfipadné ji Ize uchovavat pfi teplotach -25 °C az -15 °C
pro pozdé&jsi pouziti.
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Dodavané materialy

Obsah sady

QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit
Katalogové €. 61104
Pocet prep. 50*
5 QIAamp Mini Spin Columns with Wash Tubes 50
(WT) (Kolonky QIAamp Mini Spin Column
s promyvacimi zkumavkami) (2 ml)
ET Elution Tubes (Eluéni zkumavky) (1,5 ml) ELU | TUBE 50
VvC VacConnectors CON 50
LT Lysis Tubes (Lyzaéni zkumavky) (1,5 ml) TUBE 50
WT Wash Tubes (Promyvaci zkumavky) (2 ml) w TUBE 3 x50
AL Lysis Buffer (Lyzacni pufr)t BUF 12ml
AW1  Wash Buffer 1 (Promyvaci pufr 1) (koncentrat) I WASH I BUF I 1 ICONCI 19 ml
AW2  Wash Buffer 2 (Promyvaci pufr 2)* (koncentrat) I WASH I BUF I 3 ICONCI 13 ml
AE Elution Buffer (Elu¢ni pufr)* m 25 ml
PS Protease Solvent* (Rozpoustédlo proteazy) QPROT| sOLV 2ml
QP QIAGEN Protease$ QPROT 1 lahvicka
- 1
Navod k pouziti (pFirucka)

*

PFi automatizovaném zpracovani sady QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit na pfistroji QlAcube nebo QlAcube Connect
MDx muze pfistroj zpracovat méné nez 50 vzorkd, a to z divodu mrtvych objemu, odpafovani a dal$i spotfeby
reagencii automatizovanym pipetovanim. Pfi manualnim pouziti sady QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit spole¢nost
QIAGEN garantuje pouze 50 stanoveni vzorku.

Obsahuje guanidinhydrochlorid. Neni kompatibilni s dezinfekénimi pfipravky obsahujicimi bélici prostfedky. Dalsi
informace naleznete v ¢asti Informace o bezpe¢nosti na str. 14.

Obsahuje azid sodny jako konzervaéni latku.

Resuspendacéni objem 1,2 ml. Viz ¢ast ,Pfiprava reagencii a pufri“ na strance 19.

-+

7
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Dalsi potfebné materialy, které nejsou soucasti soupravy

Pfi manipulaci s chemikaliemi vzdy pouZivejte vhodny laboratorni pracovni odév,
jednorazové rukavice aochranné bryle. DalSi informace si vyhledejte v pfislusnych
bezpecénostnich listech (BL) které obdrzite od dodavatele vyrobku.

Pro postupy s centrifugaci a podtlakem

e Etanol (96—-100%)

® Pipety* a pipetovaci $picky (pro zamezeni zkfizené kontaminace dlirazné
doporucujeme pouzivat pipetovaci Spicky s aerosolovymi bariérami)

® Jednorazové rukavice

e Topny blok* pro lyzu vzorku pfi teploté 56 °C (doporuéujeme Eppendorf® Thermomixer®

Comfort s termoblokem pro 1,5ml mikrozkumavky)
® Mikrocentrifuga®
® Odmérny valec (50 ml)

® Trepacka vortex

Pouze pro postup s podtlakem

® Podtlakovy systém QlAvac 24 Plus (kat. €. 19413), pfipadné rovnocenny systém
® Pripojky VacConnectors (kat. €. 19407)

e Ventily VacValves (kat. €. 19408)

® Pripojovaci systém QlAvac Connecting System (kat. €. 19419)

e Podtlakova pumpa Vacuum Pump (kat. €. 84020)

® Reguldtor podtlaku Vacuum Regulator (kat. €. 19530)

* Pro zaji$téni spravného zpracovani vzorkd pfi postupech QIAamp DSP DNA Blood Mini diirazné doporuéujeme
pouziti nastroju (tj. pipet a topnych bloku) kalibrovanych podle doporuceni vyrobce.

T Uvedeny vy&et dodavatelt neni Gplny a nezahrnuje fadu dllezitych prodejcii pomulcek pouzivanych v biologické
laboratofi.
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Pouze pro automatizovany postup

Adaptéry do rotoru Rotor Adapters; kat. €. 990394

® Drzak pro adaptéry do rotoru Rotor Adapter Holder; kat. €. 990392

® Zkumavky na vzorky Sample Tubes CB; kat. €. 990382 (vstupni zkumavka na vzorek)
e Zatky stojanu tfepacky Shaker Rack Plugs; kat. €. 9017854

® Reagentni lahvicky Reagent Bottles, 30 ml; kat. €. 990393

e Spicky s filtrem Filter Tips, 1 000 pl; kat. &. 990352

e 3picky s filtrem Filter Tips, 200 pl; kat. & 990332

® Zkumavka s bezpec¢nostnim uzavérem SafeSeal Tube, 1,5 ml, Sarstedt®
(kat. €. 72.706)
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Varovani a bezpecnostni opatreni

Vezméte prosim na védomi, Zze od vas mlze byt vyzadovano nahlaseni zavaznych udalosti,
ke kterym doSlo v souvislosti se zafizenim, a to vyrobci a regulaénimu organu, pod néjz
uZivatel a/nebo pacient spada.

Informace o bezpecnosti

Pfi manipulaci s chemikaliemi vzdy pouZivejte vhodny laboratorni pracovni odév,
bezpecénostnich listech (BL). Ty jsou k dispozici také online v PDF formatu na strankach
www.giagen.com/safety, kde mlzete najit, precist a vytisknout bezpecénosti listy vSech sad
a soucasti sad QIAGEN.

UPOZORNENI: NEPRIDAVEJTE roztoky bélicich prostfedkt nebo kyselin
pfimo do odpadnich material(l z pfipravy vzorku.

Lyzaéni pufr (AL) a promyvaci pufr1 (AW1) obsahuji guanidinhydrochlorid, ktery muaze
v kombinaci s bélicimi prostfedky vytvaret vysoce reaktivni latky. V pfipadé rozliti tekutin
obsahujicich tyto pufry vycCistéte kontaminované misto vhodnym laboratornim detergentem a
vodou. Pokud rozlita tekutina obsahuje potencialné infekéni latky, vycistéte zasazenou oblast
nejprve laboratornim detergentem a vodou a poté 1 % (obj.) roztokem chlornanu sodného.
Jestlize jsou lahve s pufrem poSkozeny nebo prosakuji, pouzijte pfi likvidaci téchto lahvi rukavice

a ochranné bryle, abyste zabranili poSkozeni vlastniho zdravi nebo zdravi jinych osob.

Spolecnost QIAGEN netestovala tekuty odpad vznikly béhem postupl QlAamp DSP DNA
Blood Mini na pfitomnost rezidualnich infekénich materiald. Kontaminace odpadni tekutiny
rezidualnimi infekénimi materialy je nepravdépodobna, nelze ji vSak zcela vylougit. Tekuty
odpad je proto nutné povazovat za infekéni aje nutné s nim zachazet a likvidovat jej

v souladu s mistnimi bezpe€nostnimi pfedpisy.
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http://www.qiagen.com/Support/MSDS.aspxsafety

Pro komponenty sady QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit plati nasledujici standardni véty

o nebezpecnosti a pokyny pro bezpe&né nakladani.

Lyzacni pufr (AL) a promyvaci pufr 1 (AW1)

D

Obsahuje: guanidinhydrochlorid. Varovani! Skodlivy pfi poZiti nebo pFi vdechnuti.
ZpUsobuje podrazdéni kize. ZplUsobuje vazné podrazdéni oci. Pouzivejte

ochranné rukavice / ochranny odév / ochranné bryle / obliejovy Stit.

QIAGEN Protease (QP)

D
&
&

Obsahuje: subtilisin. Nebezpedi! Zdravi Skodlivy pfi poziti. Zplsobuje
podrazdéni kuze. ZpUsobuje vazné poskozeni o¢i. Pfi vdechnuti maze
vyvolat pfiznaky alergie nebo astmatu, pfipadné dechové obtize. Mlze
zpUsobit podrazdéni dychacich cest. Vyvarujte se vdechovani
prachu/dymu/plynu/mihy/vyparG/aerosoll. Pouzivejte ochranné rukavice /
ochranny odév / ochranné bryle / obliejovy 8&tit. PouZivejte ochranny
respirator. PRI ZASAZENI OCI: Opatrné oplachujte vodou po dobu nékolika
minut. Pokud zasaZena osoba pouziva kontaktni €ocky, vyjméte je (pokud je
to mozné). Pokracujte v oplachovani. POKUD dojde k zasazeni nebo
davodné obavé, Ze doslo k zasazeni: Ihned kontaktujte TOXIKOLOGICKE
CENTRUM nebo Iékare. Pfeneste postizeného na Cerstvy vzduch a ponechte

ho v klidu v poloze usnadnujici dychani.
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Skladovani reagencii a manipulace s nimi

Kolonky QlAamp Mini Spin by se mély po doru€eni uchovavat pfi teploté 2-8 °C a lze je

pouZzivat az do doby exspirace uvedené na krabici sady.

V8echny pufry se mohou uchovévat pfi laboratorni teploté (15-25 °C) az do doby exspirace

uvedené na krabici sady.

Lyofilizovanou protedzu QIAGEN Protease (QP) lze uchovavat pfi pokojové teploté
(1525 °C) az do doby exspirace na krabici sady, aniz by to negativné ovlivnilo jeji t¢innost.
Rekonstituovana proteaza QIAGEN Protease je stabilni az 1 rok, pokud se uchovava pfi

teploté 2—-8 °C, ale pouze do doby exspirace sady.

Rekonstituovany promyvaci pufr 1 (AW1) a rekonstituovany promyvaci pufr 2 (AW2) jsou
stabilni po dobu 1 roku, pokud jsou uchovavané pfi pokojové teploté (15-25 °C), ale pouze

do doby exspirace sady.

Uchovavani vzorku a manipulace s nim

Kryoprecipitaty vznikajici pfi rozmrazovani zmrazenych vzorkl mohou ucpat membranu
kolonky QlAamp Mini Spin. Pokud jsou patrné kryoprecipitaty, dbejte na to, aby nedoslo
k jejich nasati pfi nasavani vzorku. Byl prokazan vliv zmrazovani a rozmrazovani krevnich
vzorkl na purifikaci DNA pomoci sady QlIAamp DSP DNA Blood Mini Kit (viz obr. 3).

16 Navod k pouziti sady QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit (pfiru¢ka) 01/2021



Zeny na
k (%)
o
&} (&)
1 J

Vytézek vzta
Cisty vzore
o N
o w
1 1

o]
(%]
I

Cerstvy vzorek 1 2 3
Pocet cykl( zmrazovani/rozmrazovani

Obrazek 3. Vliv zmrazovani a rozmrazovani krevnich vzorki. Krev oSetfena EDTA byla zamrazena a rozmrazena
celkem 3krat, poté byla pouzita k purifikaci DNA pomoci sady QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit. Vypog¢itané vytézky
DNA jsou vztaZzeny na vytézek z ¢erstvého vzorku (100 %). Kazdy sloupec grafu pfedstavuje vysledky ze 32 opakovani
(primér + smérodatna odchylka).

MnozZstvi DNA purifikované postupy QlAamp DSP DNA Blood Mini zavisi na obsahu bilych
krvinek v jednotlivych krevnich vzorcich. Pomoci postupu s centrifugaci nebo podtlakem se
provadi purifikace genomové DNA ze vzorkd krve o objemu 200 pl ziskanych od zdravych
darct. K odbéru vzorkd krve pro postupy QlAamp DSP DNA Blood Mini (Tabulka 1) je
mozné pouzit rizné odbérové zkumavky a antikoagulaéni pfipravky.

Tabulka 1. Primérné relativni vytézky DNA z krevnich vzorkii odebranych pomoci riznych odbérovych
zkumavek a antikoagulaénich pfipravku

Nominalni Primérny
Odbérova zkumavka Vyrobce Kat. ¢. objem vytézek*
BD® Vacutainer® 9NC BD 366007 9ml 6,4 ug
BD Vacutainer K3E BD 36847 10 ml 6,6 pug
BD Vacutainer K2E BD 367864 6 ml 6,4 ug
S-Monovette® EDTA Sarstedt® 02.1066.001 9ml 6,5 ug
S-Monovette CPDA1 Sarstedt 01.1610.001 8,5 ml 6,3 ug
Vacuette® K3E Greiner Bio-One® 455036 9ml 6,5 ug
Vacuette 9NC Greiner Bio-One 454382 2ml 6,3 ug

Genomova DNA byla purifikovana z krevnich vzork( o objemu 200 pl ziskanych od zdravych darcud (4,0 az 9,0 x
10° bunék/ml).
* Pro kazdou odbérovou zkumavku byl stanoven primérny vytézek z 11 vzorkd méfenych ve tfech opakovanich.
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Odstranéni rezidualnich kontaminantt

Zatimco genomova DNA zUstava vazana na membranu kolonky QlAamp Mini Spin Column,

kontaminanty se uc¢inné vymyvaji nejprve promyvacim pufrem 1 (AW1) a poté promyvacim
pufrem 2 (AW2).

Eluce Cisté genomové DNA

Genomova DNA je eluovana z membrany kolonky QlAamp Mini Spin Column pomoci

50-200 pl eluéniho pufru (AE). Eluovana DNA je pfipravena k pouziti v riznych naslednych

analyzach, v€etné Ffady naslednych analyz pro diagnostické ucely in vitro.

Dulezité poznamky

Dulezité body pred zahajenim protokolu

Po obdrzeni sady zkontrolujte, zda nejsou jeji komponenty poSkozeny. V pripadé poskozeni
blistrovych oball nebo lahvi s pufrem kontaktujte oddéleni technickych sluzeb QIAGEN nebo
mistniho distributora. V pfipadé rozliti tekutiny postupujte podle pokynt uvedenych v ¢asti
JInformace o bezpecnosti* (str. 14). Nepouzivejte poSkozené komponenty sady, protoze
pouziti poskozenych komponent by mohlo negativné ovlivnit uinnost sady.

Pfed kazdym pfenosem kapalnych materiald vzdy vyménte pipetovaci Spicky. Pro
minimalizaci zkfizené kontaminace doporu€ujeme pouzivat pipetovaci S$picky
s aerosolovou bariérou.

VSechny kroky centrifugace se provadéji pfi pokojové teploté (15-25 °C).

Pouzivejte vzdy rukavice na jedno pouziti a pravidelné kontrolujte, zda nedoslo k jejich
kontaminaci testovanym vzorkem. Pokud dojde ke kontaminaci rukavic, vyhodte

rukavice do odpadu.
Pro minimalizaci zkfizené kontaminace neotevirejte vice zkumavek soucasné.

P¥i praci se sadou nepouzivejte komponenty jinych sad, pokud nemaji stejné Cislo Sarze.
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Zamezte mikrobialni kontaminaci reagencii sady.

Pro zajisténi ochrany pfed potencialné infekEnimi materialy doporu¢ujeme pracovat za
podminek laminarniho proudéni az do lyzy vzorkd.

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

Pfiprava reagencii a pufra

Pfiprava proteazy QIAGEN Protease

Do lahvi¢ky s lyofilizovanou proteazou QIAGEN Protease (QP) pfidejte 1,2 ml
proteazového rozpoustédla (PS) a opatrné promichejte. Aby obsah nepénil, michani
provedte nékolikanasobnym obracenim lahvicky. Ujistéte se, ze je proteaza QIAGEN
Protease (QP) zcela rozpusténa.

Dulezité: Nepfidavejte protedzu QIAGEN Protease (QP) pfimo do lyza¢niho pufru (AL).

Pfiprava promyvaciho pufru 1

Pomoci odmérného valce pfidejte 25 ml etanolu (96-100%) do lahve obsahujici 19 ml
koncentratu promyvaciho pufru 1 (AW1). Rekonstituovany promyvaci pufr 1 (AW1)
uchovavejte pfi laboratorni teploté (15-25 °C).

Dulezité: Pfed zahajenim postupu vzdy promichejte rekonstituovany promyvaci pufr 1

(AW1) nékolikanasobnym prevracenim lahve.

Pfiprava promyvaciho pufru 2

Pomoci odmérného valce pfidejte 30 ml etanolu (96-100%) do lahve obsahujici 13 ml
koncentratu promyvaciho pufru 2 (AW2). Rekonstituovany promyvaci pufr 2 (AW2)
uchovavejte pfi laboratorni teploté (15-25 °C).

Dulezité: Pred zahajenim postupu vzdy promichejte rekonstituovany promyvaci pufr

2 (AW2) nékolikanasobnym obracenim lahve.
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Pfiprava eluéniho pufru

Se sadou je dodavana jedna lahev eluéniho pufru (AE). Protoze je nutné zamezit
kontaminaci eluéniho pufru (AE), dirazné doporucujeme pouzivat k pipetovani elué¢niho
pufru (AE) z lahve pipetovaci Spic¢ky s aerosolovou bariérou a okamzité po odpipetovani
pufru vratit zpét uzavér na lahev.

Dulezité: Elu¢ni pufr (AE) obsahuje jako konzervaéni latku azid sodny, ktery vykazuje
absorbanci pfi 260 nm. Pfi kvantifikaci DNA v eluatu méfenim absorbance pfi 260 nm,
pfi stanoveni Cistoty DNA v eluatu méfenim absorbance pfi 260 nm a 280 nm anebo pfi
skenovani absorbance v rozmezi vinovych délek 220 nm az 350 nm proto vzdy dbejte
na to, aby slepé stanoveni (blank) obsahovalo stejnou koncentraci azidu sodného jako
eluat. Napfiklad pfi pfipravé eluatu pro méfeni absorbance fedénim 50 ul eluatu ve
100 pl vody je nutné pfipravit slepé stanoveni (blank) fedénim 50 pl eluéniho pufru (AE)
ve 100 pl vody. Pro fedéni pouzivejte Cerstvou destilovanou vodu.

Manipulace s kolonkami QlAamp Mini Spin

Vzhledem k senzitivité technik amplifikace nukleovych kyselin je tfeba pfi manipulaci

s kolonkami QlAamp Mini Spin dodrzovat nasledujici preventivni opatfeni, aby nedoslo ke

zkFizené kontaminaci béhem pfiprav vzorku:

Vzorek nebo roztok vkladejte do kolonky QlAamp Mini Spin opatrné. Odpipetujte vzorek
do kolonky QlAamp Mini Spin, aniz byste navlh¢ili okraj kolonky.

Pfed kazdym pfenosem kapalnych materiald vzdy vyménte pipetovaci Spicky.
Doporucujeme pouzivat pipetovaci $pi¢ky s aerosolovou bariérou.

Nedotykejte se pipetovaci $pickou membrany kolonky QlAamp Mini Spin.

Po vSech krocich protfepavani na pulzni tfepa&ce mikrocentrifugacni zkumavky kratce
odstfedte, aby se odstranily kapky z vnitfni strany uzavéru.

Kolonky QlAamp Mini Spin otevirejte jednu podruhé a dbejte na to, aby nevznikaly aerosoly.

Béhem celého procesu pouzivejte rukavice. Pokud se dotknete rukavicemi vzorku,

rukavice okamzité vyménte.

20
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Eluce genomové DNA

Objem DNA eluované z kolonky QlAamp Mini Spin miize byt az o 20 pl niz$i nez objem
eluéniho pufru (AE) naneseného na kolonku. Objem ziskaného eluatu zavisi na povaze
vzorku. Eluéni pufr (AE) je nutné pfed aplikaci na kolonku vytemperovat na pokojovou
teplotu (15-25 °C). Eluovana DNA se odebira do elu€nich zkumavek (ET). V pfipadé
skladovani DNA po dobu do 4 tydnG doporu€ujeme uchovavat pfi teploté 2—-8 °C. Pro
dlouhodobé skladovani doporucujeme uchovavat pfi teploté -30 °C az -15 °C.

Vytézek a kvalita genomové DNA

VytéZzkem a kvalitou je izolovana genomova DNA vhodna pro vSechny typy naslednych
detekénich metod v molekularni diagnostice. Diagnostické analyzy museji byt provadény

podle pokyn( vyrobce.
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Nastaveni vakuového systému QIAvac 24 Plus

Dbejte na spravné nastaveni kolonky QlAamp Mini Spin, pfipojky podtlaku VacConnector
(VC) a ventilu VacValve (viz obr. 4).

Obrazek 4. Sestaveni komponent sady QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit pro podtlakové zpracovani vzorkii.
(1) Ventil VacValve (2) Pripojka VacConnector (VC) (3) Kolonka QIAamp Mini Spin

V pfipadé pouziti postupu s podtlakem s vyuZzitim podtlakového systému QlAvac 24 Plus
doporucujeme oznacit lyza¢ni zkumavky (LT), eluéni zkumavky (ET) a kolonky QlAamp Mini
Spin podle schématu uvedeného na obrazku 5 (viz dalSi strana), aby se zamezilo zaméné
vzorkd. Je mozné udélat fotokopii obrazku a oznacit na ném nazvy vzork(. Doporucujeme
pouzit obdobné schéma iv pfipadé pouziti jinych podtlakovych systém(i nebo
centrifuga¢niho postupu.
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Obrazek 5. Schéma znaceni pro lyza¢ni zkumavky (LT), eluéni zkumavky (ET) a kolonky QlAamp Mini Spin
pro pouziti s podtlakovym systémem QlAvac 24 Plus.
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Postup

Protokol: Izolace a purifikace genomové DNA z krevnich vzorku
pomoci podtlakového systému

Pro izolaci a purifikaci genomové DNA ze vzorku pIné krve o objemu 200 pl oSetfené EDTA

nebo citratem pomoci podtlakového systému, napf. QlAvac 24 Plus.
Dulezité body pfed zahajenim pouzivani

Nize uvedeny postup obsahuje pokyny pro zpracovani jednoho krevniho vzorku. Pomoci

podtlakového systému QlAvac 24 Plus je vS8ak mozné zpracovat az 24 vzorkd soucasné.

Co je tfeba udélat, nez zacnete

e Vytemperujte krevni vzorky na pokojovou teplotu a ddkladné je promichejte.

® Pokud se v lyzaénim pufru (AL) vytvofil precipitat, rozpustte jej inkubaci pfi teploté 56 °C.

® Promyvaci pufry 1 (AW1) a2 (AW2) a protedza QIAGEN Protease (QP) museji byt
pfipraveny podle pokynl uvedenych v &asti ,Pfiprava reagencii a pufrl“ na strané 19.

® Pro pouziti v kroku 14 vytemperujte elu¢ni pufr (AE) na laboratorni teplotu.

® Pro pouziti v kroku 4 nastavte topny blok na teplotu 56 °C.

® Pro zamezeni zkiizené kontaminace vloZte pfipojku podtlaku VacConnector (VC) do
kazdého luer adaptéru podtlakového systému.

® Postupy kontroly kvality ve spole€nosti QIAGEN popisuji funkéni testovani sady pred
vydanim pro kazdou jednotlivou $arzi sady. Nemichejte proto reagencie z rliznych Sarzi
sad ani nekombinujte jednotlivé reagencie z riznych Sarzi reagencii.

® Zkontrolujte, zda je nadoba na odpadni materialy podtlakového systému prazdna a zda
jsou vSechny spoje fadné propojeny.

® Podrobné informace o provozu vakuového systému, zejména informace o udrzbé, jsou

uvedeny v pfiru€ce pfilozené k tomuto systému.
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Postup

1.

Do lyzaéni zkumavky (LT) napipetujte 20 pl proteazy QIAGEN Protease (QP).
Poznamka: Pfed pouzitim zkontrolujte datum exspirace rekonstituované proteéazy.
Do lyzaéni zkumavky (LT) pfidejte 200 pl vzorku krve.

Do lyzaéni zkumavky (LT) pfidejte 200 pl lyzaéniho pufru (AL), uzavrete vicko a michejte

po dobu 15 s na pulzni tfepacce (vortexu).

Pro zajisténi efektivni lyzy je zasadné dllezité, abyste dlkladné promichali vzorek
a lyzaéni pufr (AL), ¢imz se ziskd homogenni roztok.

Poznamka: Vzhledem k vysoké viskozité lyza¢niho pufru (AL) dbejte na pfidani
spravného objemu lyzaéniho pufru (AL), a to peclivym odpipetovanim nebo pouzitim
vhodné pipety.

Poznamka: Nepfidavejte proteazu QIAGEN Protease (QP) pfimo do lyza¢niho pufru (AL).
Inkubujte po dobu 10 minut (1 min.) pfi teploté 56 °C (x1 °C).

5. Centrifuguijte lyzacni zkumavku (LT) po dobu = 5 s pfi plnych otackach; timto krokem se

odstrani kapky z vnitfni strany uzavéru.

PFidejte 200 pyl ethanolu (96-100%) do lyzac¢ni zkumavky (LT), uzaviete vicko
a promichejte dukladné po dobu = 15 s na pulzni tfepaéce (vortexu).

Centrifugujte lyza&ni zkumavku (LT) po dobu = 5 s pfi plnych otackéach; timto krokem se

odstrani kapky z vnitfni strany uzavéru.

Kolonku QlAamp Mini Spin vliozte do pfipojky podtlaku VacConnector (VC) podtlakového
systému. Ujistéte se, Ze jsou hlavni ventil podtlaku (mezi podtlakovym systémem
a vedenim) aventil se Sroubovym uzavérem (na podtlakovém vedeni) uzaviené.

Zapnéte podtlakovou pumpu.
Promyvaci zkumavku (WT) (2 ml), ve které je umisténa kolonka QlAamp Mini Spin
v blistru, vyhod'te do odpadu.
Podtlak se aplikuje pouze u spojovaciho systému (je-li pouzit), nikoli u podtlakového

vedeni.
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9.

Opatrné naneste cely lyzat z kroku 7 na kolonku QlAamp Mini Spin, aniz byste navlh¢ili
jeji okraj. Nedotykejte se pipetovaci Spickou membrany kolonky QlAamp Mini Spin.

Poznamka: V pfipadé soubézného zpracovani nékolika vzork(l méjte vzdy otevienou
pouze jednu lyzaéni zkumavku (LT).

10.0tevrete hlavni podtlakovy ventil. Po prichodu lyzatu pres kolonku QIAamp Mini Spin

1

j—

zaviete hlavni podtlakovy ventil aoteviete ventil se Sroubovym uzavérem na
podtlakovém vedeni, aby doS$lo k odvétrani vedeni. Poté, co se podtlak z vedeni uvolni,

ventil se Sroubovym uzavérem zavrete.

Po uzavfeni hlavniho podtlakového ventilu se podtlak aplikuje pouze u spojovaciho
systému (je-li pouzit), nikoli u podtlakového vedeni.

Poznamka: Ventil se Sroubovym uzavérem podtlakového vedeni pouzijte pro rychlé
uvolnéni podtlaku.

Poznamka: Pfi soubézném zpracovani nékolika kolonek QIAamp Mini Spin
doporuc¢ujeme po prichodu lyzatu uzavfit podtlakovy ventil VacValve kazdé kolonky.
Timto postupem se snizi doba potfebna k uskute¢néni tohoto kroku.

Poznamka: Pokud lyzat neprojde zcela membranou do 10 minut, viozte kolonku QlAamp
Mini Spin do &isté promyvaci zkumavky (WT), uzavrete vicko a centrifugujte pfi otackach
6 000 x g (8 000 ot./min.) po dobu 3 minut nebo az do UpIného priichodu lyzatu. Viozte
kolonku QlAamp Mini Spin do dalSi Cisté promyvaci zkumavky (WT) a pokracujte krokem
10 protokolu na str. 30.

Poznamka: Pokud lyzat béhem centrifugace neprojde zcela membranou, vzorek
zlikvidujte a opakujte izolaci a purifikaci s novym materidlem vzorku, ato pocinaje
krokem 1 na str. 29.

.Na kolonku QlAamp Mini Spin naneste 750 pl promyvaciho pufru 1 (AW1), aniz by doslo

k navihéeni okraje kolony. Nedotykejte se pipetovaci SpiCkou membrany kolonky
QlAamp Mini Spin. Vicko kolonky nechejte oteviené a oteviete hlavni vakuovy ventil. Po
prachodu promyvaciho pufru 1 (AW1) pres kolonku QlAamp Mini Spin zavfete hlavni
podtlakovy ventil a oteviete ventil se Sroubovym uzavérem na podtlakovém vedeni, aby
doSlo k odvétrani vedeni. Poté, co se podtlak z vedeni uvolni, ventil se Sroubovym
uzavérem zaviete.
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12.Na kolonku QlAamp Mini Spin naneste 750 ul promyvaciho pufru 2 (AW2), aniz by do$lo
k navihéeni okraje kolony. Nedotykejte se pipetovaci S$pickou membrany kolonky
QlAamp Mini Spin. Vicko kolonky nechejte oteviené a otevfete hlavni vakuovy ventil. Po
prachodu promyvaciho pufru 2 (AW2) pfes kolonku QlAamp Mini Spin zavfete hlavni
podtlakovy ventil a oteviete ventil se Sroubovym uzavérem na podtlakovém vedeni, aby
doSlo k odvétrani vedeni. Poté, co se podtlak z vedeni uvolni, ventil se Sroubovym

uzavérem zavrete.

13.Zaviete vicko kolonky QlAamp Mini Spin, odpojte ji od podtlakového systému a vyhodte
pFipojku podtlaku VacConnector (VC) do odpadu. Vlozte kolonku QlAamp Mini Spin do
Cisté promyvaci zkumavky (WT) a centrifugujte pfi plnych otackach (pfiblizné 20 000 x
g, . 14000 ot./min.) po dobu 3 min. Pfi centrifugaci dojde k Uplnému vysuseni

membrany.
Poznamka: Vynechani této centrifugace, pfi niz dochazi k vysuseni kolonky, mize vést
k inhibici nasledné analyzy.

14.Viozte kolonku QlAamp Mini Spin do Gisté eluéni zkumavky (ET) a vyhodte promyvaci
zkumavku (WT) obsahujici filtrdt do odpadu. Opatrné oteviete vicko kolonky QlAamp
Mini Spin a naneste 50 az 200 pl eluéniho pufru (AE) na stfed membrany. Zavrete vicko
a inkubuijte pfi laboratorni teploté po dobu 1 minuty. Centrifugujte pfi otackach 6 000 x g
(8 000 ot./min.) po dobu 1 minuty; centrifugaci dojde k eluci DNA.

Poznamka: Po provedeni tohoto protokolu provedte udrzbu podtlakového systému
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Protokol: Izolace a purifikace genomové DNA z krevnich vzorki pomoci
mikrocentrifugy anebo pristroje QlAcube / QlAcube Connect MDx

Pro izolaci a purifikaci genomové DNA ze vzorku plné krve o objemu 200 pl
oSetfené EDTA nebo citratem pomoci mikrocentrifugy, pfipadné automaticky na
pristroji QlAcube nebo QlAcube Connect MDx.

Dulezité body pred zahajenim pouzivani

NiZze uvedeny postup obsahuje pokyny pro zpracovani jednoho krevniho vzorku.
Soubézné je vS8ak mozné zpracovat nékolik krevnich vzork(; jejich poget zavisi na
kapacité pouzité mikrocentrifugy.

Na pfistroji QlAcube nebo QIlAcube Connect MDx lIze provadét automatizované

zpracovani 2—10 nebo 12 vzork.

Pro automatizaci postupujte podle pokynt uvedenych v protokolovych listech (QlAcube)
nebo na obrazovce softwaru (QlAcube Connect MDx) a podle uZivatelské priru¢ky pro
pristroj QIAcube nebo QIAcube Connect MDx.

Co je tfeba udélat, nez zacnete

Vytemperujte krevni vzorky na pokojovou teplotu a dikladné je promichejte.

Pokud se v lyzaénim pufru (AL) vytvofil precipitét, rozpustte jej inkubaci pfi teploté 56 °C.
Promyvaci pufry 1 (AW1) a2 (AW2) a protedza QIAGEN Protease (QP) museji byt
pfipraveny podle pokynd uvedenych v ¢asti ,Pfiprava reagencii a pufr(i“ na strané 19.
Pro pouziti v kroku 15 vytemperujte eluéni pufr (AE) na laboratorni teplotu.

Pro pouziti v kroku 4 nastavte topny blok na teplotu 56 °C.

Postupy kontroly kvality ve spoleénosti QIAGEN popisuji funkéni testovani sady pred
vydanim pro kazdou jednotlivou $arzi sady. Nemichejte proto reagencie z rliznych Sarzi

sad ani nekombinujte jednotlivé reagencie z riznych Sarzi reagencii.
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Postup

e U manualniho postupu s mikrocentrifugou postupujte podle krokd 1-15.

e Tento postup Ize automatizovat ve 3 rdznych verzich:
O Eluéni objem: 100 pl, plna automatizace s eluénim objemem 100 pl (pocinaje krokem 1)
O Eluéni objem: 200 pl, plna automatizace s eluénim objemem 200 pl (pocinaje krokem 1)
O Manualni lyza: ¢aste€na automatizace s provedenim manualni lyzy mimo pfistroj

(pocinaje po kroku 5)

1. Do lyzaéni zkumavky (LT) napipetujte 20 ul proteazy QIAGEN Protease (QP).
Poznamka: Pied pouzitim zkontrolujte datum exspirace rekonstituované proteazy.

2. Do lyzaéni zkumavky (LT) pfidejte 200 pl vzorku krve.

3. Do lyza¢ni zkumavky (LT) pfidejte 200 pl lyzac¢niho pufru (AL), uzaviete vicko a michejte
po dobu 15 s na pulzni tfepacce (vortexu).
Pro zajisténi efektivni lyzy je zasadné dllezité, abyste diikladné promichali vzorek
a lyzacéni pufr (AL), ¢imz se ziska homogenni roztok.
Poznamka: Vzhledem k vysoké viskozité lyza¢niho pufru (AL) dbejte na pfidani
spravného objemu lyzaéniho pufru (AL), a to peclivym odpipetovanim nebo pouzitim
vhodné pipety.
Poznamka: Nepridaveijte proteazu QIAGEN Protease (QP) pfimo do lyza¢niho pufru (AL).

4. Inkubujte po dobu 10 minut (+1 min.) pfi teploté 56 °C (x1 °C).

5. Centrifuguijte lyzacni zkumavku (LT) po dobu = 5 s pfi plnych otackach; timto krokem se
odstrani kapky z vnitfni strany uzaveéru.
Poznamka: Byla-li manualni lyza (kroky 1-5) provedena mimo pfistroj, Ize nasledujici
kroky (kroky 6-15) automatizovat na pfistroji QlAcube nebo QlAcube Connect MDx
pomoci protokolu pro manualni lyzu.

6. Pridejte 200 pl ethanolu (96-100%) do lyzaéni zkumavky (LT), uzaviete vicko
a promichejte diikladné po dobu = 15 s na pulzni tfepacce (vortexu).

7. Centrifugujte lyzaéni zkumavku (LT) po dobu = 5 s pfi plnych otackach; timto krokem se

odstrani kapky z vnitini strany uzavéru.
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8. Opatrné naneste cely lyzat z kroku 7 na kolonku QlAamp Mini Spin, aniz byste navlhgili
jeji okraj. Nedotykejte se pipetovaci $pickou membrany kolonky QlAamp Mini Spin.
Poznamka: V pfipadé soubézného zpracovani nékolika vzorkli méjte vzdy otevienou
pouze jednu lyzacni zkumavku (LT).

9. Zavrete vicko kolonky QlAamp Mini Spin a centrifuguijte pfi otackach pfiblizné 6 000 x g
po dobu 1 minuty. VlozZte kolonku QlAamp Mini Spin do Cisté promyvaci zkumavky (WT)
a vyhodte zkumavku obsahujici filtrat do odpadu.

Poznamka: Pokud veskery lyzat neprojde pfes membranu po centrifugaci pfi 6 000 x g
(8 000 ot./min), centrifugujte znovu pfi plnych otackach (pfiblizné 20 800 x g) po dobu
1 min.
Poznamka: Pokud lyzat béhem centrifugace neprojde zcela membranou, vzorek
zlikvidujte a opakujte izolaci a purifikaci s novym materialem vzorku, ato pocinaje
krokem 1 na str. 29.

10.0Opatrné oteviete kolonku QlAamp Mini Spin a pfidejte 500 uyl promyvaciho pufru
1 (AW1), aniz byste navlhcili jeji okraj. Nedotykejte se pipetovaci Spickou membrany
kolonky QIAamp Mini Spin.

11.Zavrete vicko kolonky QlAamp Mini Spin a centrifugujte pfi otackach pfiblizné 6 000 x g
po dobu 1 minuty. VlozZte kolonku QIAamp Mini Spin do €isté promyvaci zkumavky (WT)
a vyhodte zkumavku obsahujici filtrat do odpadu.

12.0Opatrné oteviete kolonku QlAamp Mini Spin a pfidejte 500 uyl promyvaciho pufru
2 (AW2), aniz byste navlhCili jeji okraj. Nedotykejte se pipetovaci $pickou membrany
kolonky QIAamp Mini Spin.

13.Zavrete vicko kolonky QlAamp Mini Spin a centrifugujte pfi plnych otackach (pfriblizné
20 000 x g, tj. 14 000 ot./min.) po dobu 1 minuty. Vlozte kolonku QIAamp Mini Spin do
Cisté promyvaci zkumavky (WT) a vyhodte zkumavku obsahujici filtrat do odpadu.

14.Centrifugujte pfi plnych otackach (pfiblizné 20 000 x g, tj. 14 000 ot./min.) po dobu
3 minut; béhem centrifugace dojde k uplnému vysuSeni membrany.
Poznamka: Vynechani této centrifugace, pfi niz dochazi k vysu$eni kolonky, muze vést
k inhibici nasledné analyzy.
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15.Vlozte kolonku QlAamp Mini Spin do ¢isté elu¢ni zkumavky (ET) a vyhodte promyvaci
zkumavku (WT) obsahujici filtrat do odpadu. Opatrné oteviete vicko kolonky QlAamp
Mini Spin a naneste 50 az 200 pl elu€niho pufru (AE) na stfed membrany. Zavfete vicko
a inkubujte pfi laboratorni teploté po dobu 1 minuty. Centrifugujte pfi otackach pfiblizné
6 000 x g (8 000 ot./min.) po dobu 1 minuty; centrifugaci dojde k eluci DNA.
Dulezita poznamka: V pfipadé vSech automatizovanych postupl odstrarite eluaty
z pfistroje ihned po dokon&eni cyklu a fadné je ulozte.
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Kontrola kvality

V souladu se systémem fizeni kvality spole¢nosti QIAGEN, certifikovanym podle norem ISO,
je kazda Sarze sady QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit podrobena testim predem
definovanych parametrt, které zajistuji odpovidajici kvalitu vyrobka.

Omezeni

Uginnost systému byla stanovena pouzitim pIné krve pro izolaci genomové DNA.

Kazdy uzivatel je zodpovédny za validaci funkce systémui u vSech postupl pouzivanych
v dané laboratofi, které nejsou zahrnuty ve studiich funkénosti vyrobkd spolec¢nosti QIAGEN.

Pro minimalizaci rizika negativniho dopadu na diagnostické vysledky je zapotfebi pouzivat
pro aplikace v naslednych stupnich analyzy odpovidajici kontroly. Pro dalSi validaci se
doporucuji pokyny Mezinarodni konference o harmonizaci technickych pozadavku (ICH)
uvedené v dokumentu ICH Q2(R1) Validace analytickych postupl: Text a metodologie.

Jakékoliv ziskané diagnostické vysledky se musi interpretovat v kontextu ostatnich
klinickych nebo laboratornich nalezu.
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Charakteristika funkénich viastnosti

Vytézek purifikované DNA

Linearni rozsah vytéZzku DNA ziskaného pomoci postupu QlAamp DSP DNA Blood Mini
s vyuzitim podtlaku byl stanoven pro krev od zdravych darcu s poétem leukocytl
3,8 x 10% — 1,34 x 107 bunék/ml (viz obr. 6).

v

VYTEZEK (pg/vzorek)

”

N A O 00 O N M
1

1 I 1 I 1 1

2 4 6 8 10 12 14
Pocet leukocytu (x 10¢ bunék/ml)

Obrazek 6. Linearni rozsah vytézku DNA ziskaného pomoci postupu QlAamp DSP DNA Blood Mini s podtlakem
z 200 pl eluéniho objemu. Stanovené pocty leukocytd u zdravych darct se pohybovaly v rozmezi 3,8 x 108 —
1,34 x 107 buné&k/ml. DNA byla purifikovana z krevnich vzork(i pomoci postupu QlAamp DSP DNA Blood Mini
s vyuzitim podtlaku z 200 pl eluéniho objemu. Bylo zpracovano osmdesat sedm vzorkd, kazdy ve tfech opakovanich.

Vykonnost v naslednych analyzach

Eluovana genomova DNA je pfipravena k pouziti v riznych naslednych analyzach, véetné
fady naslednych analyz pro diagnostické ucely in vitro (tabulka 2 az tabulka 6). Byl prokazan
vliv eluéniho objemu a objemu eluatu pouzivanych pfi PCR na ucinnost PCR (viz tabulka 7).
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Tabulka 2. Typizace HLA pomoci analyz Dynal® AllSet*™ SSP HLA-A ,,Low Resolution“, HLA-B ,Low
Resolution“, DR ,,Low Resolution*“ a DQ ,,Low Resolution*

HLA lokus A HLA lokus B HLA lokus DR HLA lokus DQ
Genotyp C. Genotyp (o} Genotyp C. Genotyp C.
A2/A3 2 B51, B51/B13 1 DR1/DR3 1 DQ2 1
nebo B51/B27
A3/A1 1 B13/B35 1 DR3 nebo 1 DQ2/DQ3 2
DR3/DR13
A3/A25 1 B8/B27 1 DR3/DR7 1 DQ6 1
A2/A24 2 B7/B13 nebo 1 DR7/DR15 2 DQ2/DQ5 1
B7/B15
A1/A2 2 B7/B18 1 DR4/DR15 1 DQ2/DQ5 2
A30/A68 1 B7/B44 1 DR4/DR7 1 DQ3 1
A2/A32 1 Jiné 0 DR4 1 DQ3/DQ6 2
Jiné 0 DR15 1 Jiné 0
DR1/DR7 1
Jiné 0

Od jednotlivych darcu byla odebrana plna krev a z 200 ul piné krve byla purifikovana
genomova DNA pomoci sady QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit. Pomoci analyz Dynal
AllSet* SSP (Thermo Fisher Scientific anebo jeji dcefiné spole¢nosti) byly identifikovany
alely a indikovany lokusy u daného poétu jedinci. C.: poget jedinct.

Tabulka 3. Faktor genotypizace V Leiden (FV) vyuzivajici sadu k detekci mutaci LightCycler® Factor V Leiden

Genotyp Pocet
Divokého typu 17

FV G16191 A heterozygotni 13

FV G16191 A homozygotni 0

Od 30 jednotlivych darct byla odebrana plna krev a z 200 pl pIné krve byla purifikovana
genomova DNA pomoci sady QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit. Alelicky stav u lokusu FV
G1691 A byl uréen pomoci sady k detekci mutaci LightCycler Factor V Leiden (Roche
Group).
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Tabulka 4. Faktor genotypizace V Leiden (FV) vyuzivajici koncovy bod PCR a analyzu Pyrosequencing® se
sadou PSQ-96 SNP-Reagent Kit na pristroji Pyrosequencing PSQ 96MA

Genotyp Pocet
Divokého typu 17

FV G16191 A heterozygotni 13

FV G16191 A homozygotni 0

Od 30 jednotlivych darct byla odebrana plna krev a z 200 ul pIné krve byla purifikovana
genomova DNA pomoci sady QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit. Alelicky stav u lokusu
FV G1691 A byl uréen pomoci koncového bodu PCR a analyzy pyrosekvenace se sadou
PSQ-96 SNP-Reagent Kit na pfistroji Pyrosequencing PSQ 96MA (Biotage).

Tabulka 5. Protrombinova (PT) genotypizace vyuzivajici koncovy bod PCR a analyzu Pyrosequencing se
sadou PSQ-Q96 SNP Reagent Kit na pristroji Pyrosequencing PSQ 96MA

Genotyp Pocet
Divokého typu 30

PT G20210A heterozygotni 0

PT G20210A homozygotni 0

Od 30 jednotlivych darcu byla odebrana pina krev a z 200 pl pIné krve byla purifikovana
genomova DNA pomoci sady QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit. Alelicky stav u lokusu
PT G20210A byl uréen pomoci koncového bodu PCR a analyzy pyrosekvenace se sadou
PSQ-96 SNP Reagent Kit na pfistroji Pyrosequencing PSQ 96MA (Biotage).

Tabulka 6. Analyza ApoE polymorfizmu T112C a C158T pomoci koncového bodu PCR se sekvenovanim

amplikonu pomoci sady BigDye® v1.1 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit a separace na genetickém
analyzatoru ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer

Genotyp Pocet
ApoE*3/*3 5
ApoE*3/*4 5
Jiné 0
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Od 10 jednotlivych darcd byla odebrana plna krev a z 200 pl plné krve byla purifikovana
genomova DNA pomoci sady QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit. Analyza ApoE polymorfizmu
T112C a C158T byla provedena pomoci koncového bodu PCR se sekvenovanim amplikonu
pomoci sady BigDye v1.1 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit a separace na genetickém
analyzatoru ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific nebo jeji dcefiné

spole¢nosti).

Tabulka 7. Vliv eluéniho objemu a objemu eluatu pouzivanych pfi PCR na tG¢innost PCR

Eluéni objem Objem eluatu pro 50 pl PCR*

2l 5pl 10 pl
50 pl 100 % 100 % 100 %
100 pl 100 % 100 % 97 %
200 pl 100 % 100 % 100 %

* Hodnoty ukazuji uspéSnost PCR a predstavuji primér ze 48 vzorku.

Stabilita eluatl

PFi testech vlivu skladovani na eluaty ziskané pomoci sady QlAamp DNA Blood Mini Kit, {j.
sady pro bé&zné laboratorni pouZiti vyuzivajici identickou technologii, bylo prokazano, ze
DNA eluovana z kolonek QlAamp Mini Spin Column v pufru Buffer AE je stabilni po dobu
8 let, pokud je uchovavana pfi teploté bud' 2 °C az 8 °C, nebo -30 °C az -15 °C (obrazek 7).
Dlouhodobé studie stability eluat ziskanych pomoci sady QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit
probihaji a dosud nebyly dokon&eny.
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M 2-8°C -20 °C M

Obrazek 7. Dlouhodoba stabilita DNA izolované a purifikované na kolonkach QlAamp Mini Spin. DNA byla
purifikovana pomoci sady QlAamp DNA Blood Mini Kit, eluovana ve 200 pl pufru Buffer AE a uchovavana bud pfi
teploté 2—8 °C, nebo pfi-20 °C po dobu 8 let. Vzorky DNA byly analyzovany na agarézovém gelu po obarveni ethidium
bromidem. M: marker.
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Symboly

V navodu k pouziti anebo na obalu a znadeni se mohou objevit nasledujici symboly:

Symbol Definice symbolu

Obsahuje dostatek Cinidel pro <N> reakci
<

P4
Y

Pouzijte do

Zdravotnicky prostfedek pro diagnostiku in vitro

Pfi dodani

Z¥ 5| €

Otevfit pfi prevzeti; kolonky QlAamp Mini Spin
uchovavejte pfi teploté 2-8 °C

@
b
e

Katalogové Cislo

LOT Cislo 3arze

Cislo materialu (tj. oznageni dilu)
Komponenty

Obsahuje

Cislo

GTIN Globalni &islo obchodni polozky

R oznaduje revizi navodu k pouZziti a n je Cislo revize

~rEEEEE

Teplotni rozmezi
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Symbol Definice symbolu

Vyrobce
:]1] Viz névod k pouziti
VOL Objem

Zapiste aktualni datum pfidani etanolu do lahvi¢ky

ADD Pidani
LYOPH Lyofilizovano
RCNS Rekonstituujte v
Etanol
GuHCI Guanidinhydrochlorid
SUBT Subtilisin
[— ZpUsobuje
D:ﬂ Viz navod k pouziti
® Dulezita poznamka
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Informace pro objednani

Vyrobek Obsah Kat. €.
QlAamp DSP DNA Blood Mini Pro pfipravu 50 vzorkd DNA: 61104
Kit (50) Kolonky QlAamp Mini Spin, pfipojky

VacConnectors, QIAGEN Protease,
reagencie, pufry a odbérové

zkumavky
Souvisejici vyrobky
QlAcube Connect MDx* PFistroj a ro¢ni zaruka na dily 9003070
a servis
PfislusSenstvi
QlAvac 24 Plus vacuum Vakuové vedeni pro zpracovani 19413
manifold® kolon 1-24 Spin: Podtlakové vedeni

systému QlAvac 24 Plus, luerové
konektory, rychlospojky

Vacuum Pumpt Univerzalni podtlakova pumpa 84020

VacConnectorst 500 jednorazovych konektort pro 19407
pouziti s kolonkami QIAamp Spin na
luerovych konektorech

Rotor Adapters Pro pFipravu 240 vzork(: 990394
240 jednorazovych adaptérd do
rotoru a 240 eluénich zkumavek
(1,5 ml); pro pouziti s pfistrojem
QlAcube

Rotor Adapter Holder Drzak na 12 jednorazovych adaptérd 990392
do rotoru; pro pouziti s pfistrojem
QlAcube
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Vyrobek

Obsah

Kat. ¢.

Sample Tubes CB

Shaker Rack Plugs

Reagent Bottles, 30 ml

Filter-Tips, 1000 pl

Filter-Tips, 1000 pl, wide-bore

Filter-Tips, 200 pl

1 000 kénickych zkumavek se
Sroubovacim uzavérem bez
olemované zakladny (2 ml) pro
pouziti s pristrojem QlAcube

a QlAcube Connect MDx

Pro naplnéni stojanu tfepacky QlAcube

Reagenc¢ni lahve Reagent Bottles
(30 ml) s vicky; baliek po 6 kusech;
pro pouziti s pfistrojem QIAcube

Jednorazové filtracni Spicky
Disposable Filter-Tips, ve stojanech;
(8 x 128). Pro poutziti s pfistrojem
QlAcube

Jednorazové filtracni Spicky
Disposable Filter-Tips, Siroky otvor,
umisténé ve stojanech; (8 x 128); neni
vyzadovano pro vSechny protokoly.
Pro pouziti s pfistrojem QIAcube

Jednorazové filtracni $picky
Disposable Filter-Tips, ve stojanech;
(8 x 128). Pro pouziti s pfistroji
QlAcube a QlAsymphony SP/AS

990382

9017854
990393

990352

990452

990332

* Pristroj QlAcube Connect MDx neni k dispozici ve vSech zemich. Pro dal$i podrobnosti kontaktujte oddéleni

technickych sluzeb spole€nosti QIAGEN.

T Pro pouZiti s protokoly pro podtlak.

Aktualni licenéni informace a odmitnuti odpovédnosti specifické pro vyrobek jsou uvedeny
v pfiruéce pro sadu QIAGEN nebo uzivatelské pfiru¢ce. Prfiru¢ky k soupravam QIAGEN

a uzivatelské pfirucky jsou k dispozici na strankach www.giagen.com nebo si je Ize vyzadat

od technickych sluzeb spole¢nosti QIAGEN nebo mistniho distributora.
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Historie revizi dokumentu

Revize Popis

R2, 01/2021 Aktualizovany ¢asti Automaticka purifikace na pfistroji QlAcube / QlAcube Connect MDx,
Varovani a bezpec€nostni opatfeni a Protokol: Izolace a purifikace genomové DNA
z krevnich vzork( pomoci mikrocentrifugy anebo pfistroje QlAcube / QlAcube.

Pridany odkazy na pfistroj QlAcube Connect MDx a jeho pfisluSenstvi.
Odstranény odkazy na CD v ¢asti Obsah sady.
Redakéni zmény a Upravy rozvrzeni.
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Tato stranka je umysiné ponechana prazdna.
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Tato stranka je umysiné ponechana prazdna.
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Omezené licenéni ujednani pro sadu QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit
Pouzivanim tohoto vyrobku vyjadfuje kterykoliv kupujici nebo uzivatel produktu svij souhlas s nasledujicimi podminkami:

1. Tento vyrobek se mize 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 za¢lenéni soucasti, které jsou obsazeny v tomto
panelu, spoleéné s kterymikoliv soucastmi, které nejsou v tomto panelu obsazeny, s vyjimkou pfipadd popsanych v této pfirucce a dalsich protokolech dostupnych
na strankach www.qiagen.com. Nékteré z téchto dopliiujicich protokolil byly poskytnuty uzivateli vyrobkd spolecnosti QIAGEN pro jiné uzivatele vyrobki QIAGEN.
Tyto protokoly nebyly spole¢nosti QIAGEN dukladné testovany ani optimalizovany. Spole¢nost QIAGEN nezarucuje ani neposkytuje zaruku na to, Ze neporuduji
prava tretich stran.

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

3. Tento panel a jeho komponenty jsou licencovany k jednordzovému pouziti a nesmi se pouzivat opakované, pfepracovavat ani opakované prodavat.

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

5. Kupujici a uZivatel tohoto panelu souhlasi s tim, Ze nepodnikne ani nikomu jinému neumozZni podniknout zadné kroky, které by mohly vést k jakékoliv shora
zakazané ¢innosti nebo ji usnadnily. Spole¢nost QIAGEN miZe prosazovat zakazy tohoto ujednani o omezené licenci u kteréhokoliv soudu, a bude vyZzadovat
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 a/nebo jeho soucastmi.

Pro aktualizovana licen¢ni ustanoveni viz www.giagen.com.

Ochranné znamky: QIAGEN®, QlAamp®, QlAcube®, artus®, Pyrosequencing® (QIAGEN Group); BD®, Vacutainer® (Becton, Dickinson and Company); Bio-One®,
Vacuette®, Greiner Bio-One® (Greiner Bio-One GmbH); Eppendorf®, Thermomixer®(Eppendorf AG); LightCycler® (Roche Group); Monovette®, Sarstedt® (Sarstedt
AG & Co.); ABI PRISM®, AllSet*™, BigDye®, Dynal® (Thermo Fisher Scientific nebo jeji dcefiné spole¢nosti). Registrované nazvy, ochranné znamky atd. pouzité
v tomto dokumentu, i kdyZ takto nejsou konkrétné oznaceny, nesméji byt povazovany za nechranéné zakonem.

01/2021 1122788 HB-1205-002 © 2021 QIAGEN, vSechna prava vyhrazena.
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