MagPurix Tissue DNA Extraction Kit

Kat. ¢. ZP02004-48 Doba zpracovani: 45-55 minut pro MagPurix 12

45-60 minut pro MagPurix 24

Pouziti Souprava MagPurix Tissue DNA Extraction Kit je urCena pro izolator
MagPurix, pro extrakci genomové DNA z 10-400ul z fady vzorkd, jako tkan,
stér a krevni vzorek.

e Pro extrakci z FFPE fixovanych vzorkt je doporucen extrakéni kit:
ZP02009 MagPurix FFPE DNA Extraction Kit

Aplikace Nukleové kyseliny extrahované pomoci soupravy MagPurix Blood DNA
Extraction lze pouzit v Fadé ndslednych aplikaci véetné: PCR, qPCR,
Sekvenovani (NGS), Microarray, RFLP, Southern Blot Analyza

Pocet testu 48 extrakci

Slozky soupravy

SloZky soupravy ZP02001-48
Reagencni kazeta 48 ks (6x8)
Reakéni komora 48 ks (6x8)
Drzéak hrotu 48 ks (6x8)
Spicka s filtrem 50 ks (50x1)
Prordzeci hrot 50 ks (50x1)

Zkumavka na vzorky (2ml) | 50 ks (50x1)

Eluéni zkumavka (1,5 ml) 50 ks (50x1)

Proteinaza K (10mg/ml) 1 ks (1ml)

BL2 Pufr 1 ks (25ml)
Cérové kédy programu 1ks
Priivodce 1ks
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Obsah reak¢ni kazety
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jamka 1 prazdna
jamka 2 Lyzaéni pufr 3 720 ul
jamka 3 Vazebny pufr 1 720 ul
jamka 4 Roztok magnetickych partikuli 800 ul
jamka 5 Promyvaci pufr 1 1000 ul
jamka 6 Promyvaci pufr A 1000 pl
jamka 7 Promyvaci pufr B 1000 pl
jamka 8 Elu¢ni pufr 1 1000 pl
jamka 9 Elu¢ni pufr 2 1000 pl
jamka 10 prazdna
Skladovani Souprava MagPurix Tissue DNA Extraction Kit by méla byt skladovana pfi

pokojové teploté (15-25° C). Kazety s reagenciemi nikdy nezamrazujte. Za
téchto podminek jsou soupravy stabilni po dobu 18 mésica.

Izolované purifikované nukleové kyseliny skladujte pfed provedenim
nasledné analyzy pfi 4°C (kratkodobé, méné nez 10 dni) nebo ji rozdélte na

Casti a uchovavejte pti-70 ° C (dlouhodobé).
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Vychozi material Typy a mnoZstvi vychoziho materidlu pro pouziti s izolani soupravou
MagPurix Tissue DNA jsou uvedeny v nasledujici tabulce,

TY vzorku Pozadovana | Objem vzorku (mnoZstvi vychoziho Elucni objem
nukleova materialu)
kyselina

Tkan 100-400 pl/10-40 mg

UsuSené stéry (napr. 100-400pl/1 stér nebo tampdn (pfidejte

bukalni stér) DNA BL2 a proteinazu K k 100 - 400pul na 50-300ul

extrakci)

Ususeny krevni vzorek

Kontrola/Optimalni Pridejte kontroly / interni kontroly do extrakéni procedury, pokud

vnitfni kontrola* potfebna nasledna analyza (# viz kontrola / vnitfni kontrola na strané 34)

* Disk s primérem 3 mm, vysttizeny z filtracniho papiru se vzorkem suché krve, obsahuje bilé
krvinky z pfiblizné 5 pl pIné krve; doporucujeme poufzit jako vychozi material 4 takové disky

Vytézek purifikované DNA

o VytéZzek DNA zavisi na typu vzorku, poctu jadernych bunék ve vzorku a protokolu pouzitém
pro izolaci DNA

e Tabulka uvedena nize uvadi vytézky DNA ziskané z riznych typl vzorkd s pouZitim postupl
extrakce MagPurix.

Tabulka: VytéZzek izolace DNA z rliznych vzork(

Typ vzorku Mnozstvi vzorku Typicky vytézek DNA

Kosterni sval 200 pl AZ9 g
(40mg rozlozené tkané)

Srde¢ni tkan 200 pl Az12 ng
(20mg rozlozené tkané)

Slezina 200 pl AZ27 ug
(10mg rozloZené tkané)

Plice 200 pl Az 17 g
(10mg rozlozené tkané)

Ledviny 200 pl Az 18 ug
(10mg rozloZené tkané)

Jatra 200 pl AZ 40 ug
(10mg rozlozené tkané)

Buriky v bukdlnim stéru | 1 stér 1-5pg

Suchad krev 1x3 mm disk 0,2-0,5 ug

e Pozadavky na pfipravu vzorku jsou velmi zavislé na typu vychoziho materialu. Kvili rozdiliim
v konzistenci a viskozité mohou i podobné typy vzork( vyZzadovat rliznou manipulaci. Nize
uvedené kroky popisuji nékteré doporuceni pro zpracovani primarnich vzorkd.
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Priprava vzorku

e Chcete-li extrahovat DNA z fixovanych vzorkd (FFPE), pouZijte prosim MagPurix FFPE DNA
Extraction Kit (ZP02009)

e Efektivni naruseni a homogenizace vzorku materidlu je nezbytna pro izolaci genomové DNA z
tkané. Na druhé strané pfilis rozsahlé rozruSeni a homogenizace povede k fragmentaci
molekul genomové DNA s vysokou molekulovou hmotnosti

e Vidy Cerstvé pripravte tkanovy lyzat a okamzité jej zpracujte. Lze uchovavat pfi teploté -15 az
-20 ° C nebo nizsi, pokud ma byt izolace DNA odloZena

e  P¥ipraci s tkani bohatou na RNA (napft. tkané s vysokou expresi gen(, jako jsou jatra a nador),
pridejte RNazu po inkubaci s Proteindzou K pro degradaci RNA a zvySeni vytézku DNA.

Pro pevné ZivociSné tkané

1. Prenos tkané Pfeneste tkan do 1,2ml centrifugacni zkumavky:
C. Typ vzorku* Doporuéené
mnoZstvi vzorku**
1 Srdce 20mg
2 Sval 40mg
3 Ostatni tkané 10mg

* Narezejte tkan na malé kousky, nebo pouZijte
homogenizator — zvysite tim efektivitu lyzy tkané a zlepsite
vytéZzek DNA

** Pokud poutZijete vétsi kvanta, nez doporucena, bude tfeba
zvysit mnozstvi pouzitého BL2 Pufru a Proteindzy K

(To ale jen v pfipadé, Ze tkan nebude lyzovana kompletné)

2. Pridat BL2 Pufr PFidejte 220-440 pul dodaného BL2 pufru. Ujistéte se, Ze tkan je
v pufru zcela ponofena.

3. P¥idat Protendzu K Pfidejte 20 pl Protendzy K a smés jemné promichejte

4. Inkubace Inkubujte pfi teploté 55 ° C v protfepavané vodni lazni nebo

termomixeru (1000r.p.m.), dokud neni tkan zcela lyzovana.

Poznamka
1. Doba lyzy se lisi v zavislosti na typu tkané. Lyza je obvykle
ukoncena za 1-2 hodiny. Je také moZné nechat lyzu
probihat pres noc.
2. Pouzijte tepelny blok a béhem inkubace nékolikrat

promichejte
5. Odstranéni RNA RNazou 1. [Inaktivujte Proteinazu K zvySenim teploty na 70°C po
(volitelné) 10min

2. Pridejte RNazu A (neni soucasti dodavky) do lyzatu, a
inkubujte 10 minut

6. Centrifugace a pfenos Odstredte a preneste Cisty supernatant do zkumavky. Pro
Upravu objemu vzorku pouzijte BL2 Pufr. Pokracujte v extrakci
DNA z tkané

Volitelné

Pouziti filtracni kolonky (ZA030118, neni soucasti dodavky)
pro odstranéni zbytkovych necistot a mukézni tkané pred
extrakci DNA, mUlZe podstatné zvysit vytéZzek DNA (20-100%)
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Pro vzorky stért

1. Odstfizeni

Opatrné vystfihnéte nebo rozlomte koncovou ¢ést tamponu
nebo kartacku do 1,5 ml mikrocentrifugaéni zkumavky pomoci
vhodného nastroje (napf. nlizek)

2. Pridat BL2 Pufr

PFidejte 220-440 pul dodaného BL2 pufru. Ujistéte se, ze tkan je
v pufru zcela ponofena.

3. Pridat Protenazu K

Ptidejte 20 ul Protendzy K a smés jemné promichejte

Poznamka

Pti zpracovani vzork( z kartackd pro bukalni stéry zkumavka,
kratce odstredte (pfi 10000 x g po dobu 30 sekund), aby se
kartacek klesl na dno zkumavky.

4. Inkubace

Inkubujte pfi teploté 55 ° C v protfepdvané vodni lazni nebo
termomixeru (1000r.p.m.).

Poznamka
1. Doba lyzy se lisi v zavislosti na typu tkané. Lyza je
obvykle ukonéena za 1-2 hodiny. Je také moziné
nechat lyzu probihat pfes noc.
2. Pouzijte tepelny blok a béhem inkubace nékolikrat
promichejte

5. Centrifugace

Kratce odstredte, abyste stahli kapky z vicka zkumavky

6. Odstranéni nastroje

Odstrante ze zkumavky tampon nebo kartdcek. Pouzitim
pinzety zmacknéte tampon nebo kartacek opakované o vnitini
sténu zkumavky, abyste ziskali maximalni objem vzorku.
Objem vzorku by mél zhruba odpovidat nastavenému objemu
(200-400 pl) — pripadné dorovnejte BL2 Pufrem.

7. Pfenos

Pfeneste supernatant do reakéni zkumavky a pokracujte
izolaci DNA.

Vzorek zaschlé krve

1. Sbeér

Naneste 70ul vzorku krve na krouzek oznaceny na filtraénim
papiru. Nechte krev vyschnout.

Pozndamka
Je mozné pouzit bud neosetfenou krev nebo krev obsahuijici
antikoagulant (napf. EDTA, ACD nebo heparin).

2. Odstrizeni

Pro kazdy vzorek zaschlé krve, manualné vystfihnéte, nebo
vyrazte Ctyfi kotoucky o prliméru cca 3mm

3. Pridat BL2 Pufr

Pfeneste vzdy Ctyfi kotoucky do 1,0ml centrifugacni zkumavky.
Pfidejte 220-440 pl dodaného BL2 pufru.

4. Pridat Protenazu K

PFidejte 20 ul Protendzy K a smés jemné promichejte

5. Inkubace

Inkubujte pfi teploté 55 ° C v protfepdvané vodni lazni nebo
termomixeru (1000r.p.m.), po dobu 15 minut.

6. Centrifugace

Kratce odsttedte, abyste stahli kapky z vicka zkumavky

7. Pfenos

Pfeneste 200-400pl supernatantu do reakéni zkumavky a
pokracujte izolaci DNA.
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Vysledky

(1) Uéinnost

Pro extrakci mysich tkani byla pouZita extrakéni souprava MagPurix Tissue DNA Extraction, vysledky
byly ziskany spektrofotometrem Nanodrop 2000 a TAE agardzovym gelem.

Typ tkané Celkovy vytézek nukleovych Vytézek DNA (ug)
kyselin (ug) (po osetfeni RNazou)
Srdce - 10mg 12-20 6-13
Jatra - 10mg 25-40 10-20
Plice —10mg 7-15 9-14
Ledviny — 10mg 30-40 20-30
Slezina — 10mg 20-40 15-30
Mozek — 10mg 15-20 12-15
Sval - 10mg 4-8 3-5
Pankreas — 10mg 3-5 3-5
Ocasek — 10mg 7-12 5-10
Ucho — 10mg 15-12 14-20
8
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(2) Reprodukovatelnost

Jako vzorky bylo pouzito dvandct 10 mg mysi tkané (plic). Vysledkem analyzy je TAE agardzovy gel.

(3) Skalovatelnost

Jako vzorky bylo pouzito rizné mnoZstvi tkané mysich jater a svalové hmoty. Vysledky analyzy byly
hodnoceny spektrofotometrem Nanodrop 2000.
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Kontroly / interni kontrola

Pouziti vhodnych kontrol pro naslednou analyzu:

Typ

Popis

Umisténi

Pozitivni kontrola

Pouziti vzorku pozitivniho pro cil

Vlozte do zkumavky pro vzorek

Negativni kontrola

Pouziti vzorku negativniho pro cil
nebo vodu (NTC)

VloZte do zkumavky pro vzorek

Interni kontrola (IC)

Pouziti definovaného mnozstvi
kontroly

Umistéte do zkumavky na vzorky
nebo do kulaté jamky reakéni
komory

Kontrola kvality

V souladu se systémem fizeni kvality spolec¢nosti ZINEXTS, ktery je certifikovan podle ISO, kazdd fada
soupravy MagPurix Tissue DNA Extraction Kit je testovana na zakladé pfedem stanovenych specifikaci
pro zajisténi konzistentni kvality produktu.
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