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Kullanim Amaci

QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kiti, formalinle fikse edilmig, parafine gémilmis (formalin-
fixed, paraffin-embedded, FFPE) biyolojik &rneklerden genomik DNA izolasyonu ve

saflaghrmasi igin silika-membran teknolojisini (QIAamp teknoloijisi) kullanan bir sistemdir.

Uriniin in vitro diagnostik (IVD) amaclara yénelik molekiler biyoloji teknikleri konusunda
egitimli teknisyenler ve hekimler gibi profesyonel kullanicilar tarafindan kullanilmasi
amaglanmugtir; Orin manuel numune hazirlama amaglar icin tasarlanmigtir ve kalitatif veya

kantitatif test sonucu vermez.

Ozet ve Aciklama

QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kiti, FFPE doku kesitlerinden DNA saflagtirmak igin kullanilir.
Kuguk numune hacimleri veya érneklem biyUklUklerinden genomik ve mitokondriyal DNA
saflaghrmasi igin iyi bilinen QlAamp DNA Micro teknolojisini kullanir. Bu kit, silika bazh

membranin secici baglanma &zelliklerini esnek elusyon hacimleri ile birlestirir.

Lizis kosullar, gece boyu inkUbasyon gerekmeden genomik DNA'nin FFPE doku
kesitlerinden etkili bicimde saflaghrilmasini saglar. Proteinaz K sindiriminden sonra daha
yuksek sicaklikta inkibasyon, serbest kalan DNA'nin formaline capraz baglanmasini kismen
ortadan kaldirarak, agadr yénde miktar tayinlerinde DNA performansinin yani sira verimi de
potansiyel olarak iyilegtirir. FFPE numunelerinden izole edilen DNA'nin, taze veya
dondurulmus numunelerden alinan DNA'dan genellikle daha distk molekiler agirliga
sahip oldugu dikkate alinmalidir. Fragmantasyon derecesi, numune tipi ve yasi ile fiksasyon

icin kullanilan kogullara baglidir.

Numune lizisinden sonra, kolay QlAamp DSP DNA FFPE Tissue prosediriu birden fazla

numunenin eszamanli islenmesi icin uygundur.
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Laboratuvarlarinda el kitabinda agiklanan QIAGEN performans ¢alismalarinin kapsaminda
olmadan kullanilan herhangi bir islem icin sistem performansini dogrulamak kullanicinin

sorumlulugundadir.

ProsedUr Prensibi

QIAamp DSP DNA FFPE Tissue prosediru alt adimdan olusur (Sekil 1):

® Parafin giderme: Parafin ksilen iginde ¢ézilerek giderilir

® Lizis: Numune, Proteinaz K ile denatire edici kosullar altinda 56°C'de lizise tabi tutulur
® Isitma: 90°C'de inkUbasyon, formaline ¢apraz baglanmay tersine gevirir

® Baglama: DNA, membrana baglanir ve kontaminantlar akigsa gecer

® Yikama: Kalinh kontaminantlar yikanarak giderilir

® Elisyon: Saf, konsantre DNA membrandan elie edilir
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QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Procedure

Numune

Parafin giderme

Lizis

Isitma

DNA bagloma

Yikama

Elgsyon

*-}*'ﬁgt*ﬂ-i-ﬂﬁ*ﬂ-iﬂim'—iiﬁ-—ﬁikﬁik

Kullanima hazir DNA

Sekil 1. QlAamp DSP DNA FFPE Tissue prosediri.
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Saglanan Materyaller

Kit icerigi

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (50)

Katalog no. 60404

Reaksiyon sayisi 50

QlAamp QlAamp MinElute Columns with 50

MinElute® Wash Tubes (QlAamp MinElute
Kolon ve Yikama Tipleri)

WT Wash Tubes (Yikama Topleri) WASH] TUBE 3x50
(2 ml)

ET Elution Tubes (Elisyon Tipleri) TUEE 50
(1,5 ml)

LT Lysis Tubes (Lizis TGpleri) (2 ml) TUBE 50

ATL Tissue Lysis Buffer (Doku Lizis TI5 [ LYS m 10 ml
Tamponu)

AL Lysis Buffer* (Lizis Tamponu) [ LYS | BUF | 12 ml

AW1 Wash Buffer 1* (Yikama Tamponu I YWASH [BUFT 1 JConCc] 19 ml
1, konsantre)

AW?2 Wash Buffer 2t (Yikama Tamponu | waASH | BUF | 2 JCONC] 13 ml
2, konsantre)

ATE Elution Buffert (ElGsyon Tamponu) ELU BUF 12 ml

PK Proteinase K (Proteinaz K) 1,25 ml

- Kullanma Talimati (El Kitabi)

* Bir guanidin tuzu igerir. Camasir suyu iceren dezenfektanlarla uyumlu degildir. Uyarilar ve énlemler igin bkz.

sayfa 10.

t Koruyucu madde olarak sodyum azit igerir.
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Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Materyaller

Kimyasallar ile calgirken, her zaman vygun laboratuvar 6nlogu, tek kullanimhk eldiven ve
koruyucu gézlik kullanin. Daha fazla bilgi icin, Urin saglayicisindan edinebileceginiz, uygun

guvenlik veri sayfalarina (safety data sheets, SDS'ler) bagvurun.

Reaktifler

e Ksilen

® FEtanol (%96-100)*

Sarf Malzemeleri

® Kiticinde verilen tipleri kullanmama karari verilirse 1,5 ml veya 2 ml'lik mikrosantrifyj
topleri (lizis adimlari icin) ve 1,5 ml'lik mikrosantrifij tupleri (elosyon adimlar igin)
(Eppendorf® [Safe-Lock: kat. no. 022363204, ABD; kat. no. 0030 120.086, Avrupal,
veya Sarstedt [kat. no. 72.690]) tavsiye edilir. DNaz/RNaz icermeyen, emniyet kapakli
konik sekilli tupler tavsiye edilir.

® Pipetler ve pipet uglar (capraz kontaminasyonu énlemek icin aerosol bariyerli pipet

uglar kesinlikle tavsiye edilir)

Ekipman

® Termomikser?, isitmali orbital inkibatér, 1sitma blogu veya 56°C, 70°C ve 90°C'de
inkUbasyon saglayabilen su banyosu

e 2 mllik tupler icin rotora sahip mikrosantrifujt

® Vorteksleyici

* Metanol veya metiletilketon gibi diger kimyasal maddeleri iceren denatire alkol kullanmayin.

t Numunelerin QIAamp DSP DNA FFPE prosedirlerinde uygun sekilde islendiginden emin olmak icin, aletlerin
Ureticilerin tavsiyelerine gére kalibre edilmesi kesinlikle tavsiye edilir.

9 QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kiti El Kitabi  02/2017



Uyarilar ve Onlemler

in vitro tani amagli kullanim icin

Kimyasallar ile caligirken, her zaman vygun laboratuvar 6nlogu, tek kullanimhk eldiven ve
koruyucu gézlUk kullanin. Daha fazla bilgi igin litfen Grin saglayicisindan edinebileceginiz,
uygun givenlik veri sayfalarina (SDS'ler) bagvurun. Bunlar, her bir QIAGEN® kiti ve kit
bilesenlerine ait SDS'yi bulabileceginiz, gérintileyebileceginiz ve yazdirabileceginiz
www.qgiagen.com/safety adresinde cevrimigi olarak uygun ve kompakt PDF biciminde

mevcuttur.

DIKKAT: Numune hazilama ahgina dogrudan camasgir suyu veya asidik
gozeltiler EKLEMEYIN.

AL Tamponu ve AW1 Tamponu, camasir suyu ile birlestiinde yUksek derecede reaktif

bilesikler olugturabilen guanidin hidroklorir igerir.

Bu tamponlar iceren sivilar dékilirse uygun laboratuvar deterjani ve suyla temizleyin.
Dé&kilen sivi potansiyel olarak enfeksiyéz madde igeriyorsa etkilenen alani énce laboratuvar

deterjani ve suyla, ardindan %1 (h/h) sodyum hipoklorit ile temizleyin.

QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kitinin bilesenleri icin asagidaki zararlihk ve énlem ifadeleri
gecerlidir.
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AL Tamponu

icindekiler: guanidin hidroklorir; maleik asit. Uyan! Yutulursa veya solunursa zararli olabilir.
Cilt tahrigine neden olur. Ciddi géz tahrisine neden olur. Alerjik cilt reaksiyonlarina neden
olabilir. Géz tahrisi devam ederse: Tibbi éneri alin/ yardim isteyin. GOZ ILE TEMAS
HALINDE: Birkac dakika iyice suyla durulayin. Varsa ve kolaysa kontakt lensleri ¢ikarin.
Yikamaya devam edin. Kontamine giysileri cikarin ve tekrar kullanmadan énce yikayin. CILT
ILE TEMAS HALINDE: Bol su ve sabun ile yikayin. Cilt tahrisi olusursa: Tibbi éneri alin/ yardim
isteyin. Koruyucu eldivenler/ koruyucu giysiler/ géz korumasi/ yiz korumasi kullanin.

&

ATL Tamponu

Uyan! Hafif cilt tahrisine neden olur. Cilt tahrisi olusursa: Tibbi éneri alin/ yardim isteyin.

&

AW1 Tamponu

icindekiler: guanidin hidroklorir. Uyar! Yutulursa veya solunursa zararhidir. Cilt tahrigine
neden olur. Ciddi géz tahrigine neden olur. Kendiniz iyi hissetmezseniz bir ZEHIR MERKEZI
veya doktoru arayin. igerigi/kabi onayli bir atik atma tesisine atin. Kontamine giysileri gikarin
ve tekrar kullanmadan &nce yikayin. Koruyucu eldivenler/ koruyucu giysiler/ géz korumasi/
yUz korumasi kullanin.

&

Proteinaz K

icindekiler: Proteinaz K. Tehlike! Hafif cilt tahrigine neden olur. Solunursa alerji veya astim
belirtileri veya solunum zorluklarina neden olabilir. Tozu/buguyu/gazi/dumani/buhari/spreyi
solumaktan kaginin. icerigi/kabi onayli bir atik atma tesisine atin. Solunum belirtileri
yasaniyorsa: Bir ZEHIR MERKEZi veya doktoru arayin. SOLUNMUSSA: Solunum zorsa kisiyi
temiz havaya ¢ikarin ve solunum igin rahat bir pozisyonda istirahatte tutun. Solunum
korumasi kullanin.

&>

Reaktif Saklama ve Kullanma

QIAamp MinElute kolonlari, alindiktan sonra 2-8°C'de saklanmalidir ve kit kutusunda

belirtilen son kullanma tarihine kadar kullanilabilir.

Tum tamponlar oda sicakliginda (15-25°C) saklanabilir ve kitin son kullanma tarihine kadar
stabildir. Ancak, sulandirilarak hazirlanan AW1 ve AW2 Tamponu oda sicakhginda
(15-25°C) 1 yila kadar veya kitin son kullanma tarihine kadar (hangisi daha kisaysa)

saklanabilir.
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QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kiti, 6zel olarak formule edilmis saklaoma tamponu icinde
tedarik edilen, kullanima hazir bir Proteinaz K ¢ozeltisi igerir. Proteinaz K, oda sicakhginda
(15-25°C) saklandiginda kitin son kullanma tarihine kadar stabildir.

Ornek Kullanimi ve Saklama

DNA fragmantasyonu kapsamini sinirlandirmak igin standart formalin ile fiksasyon ve

parafine gémme prosedirleri kullaniimalidir; agagidaki igslemleri yaptiginizdan emin olun:

® Cerrahi iglemden sonra mimkin oldugunca hizli bicimde ve laboratuvar protokoline
uygun olarak (%10 nétr tamponlu formalin genellikle kabul edilir) doku numunelerini

formalin icinde fikse edin.

® 14-24 saatlik bir fiksasyon siresi kullanin. Uzatilmig fiksasyon (8rnegin >24 saat) daha
siddetli DNA fragmantasyonuna ve dolayisiyla asagi ydnde miktar tayinlerinde yetersiz

performansa yol acabileceginden, fiksasyon sirelerini sinirlandirin.

® Gémme isleminden énce numuneleri iyice dehidrate edin (kalinti formalin, Proteinaz K

sindirimini inhibe edebilir).

DNA, ATE Tamponu iginde elte edilir ve amplifikasyon reaksiyonlarinda kullanim veya
saklama igin derhal hazir olur (kogullar, kullanici gerekliliklerine baghdir). Belirli QIAGEN
asag ydénde uygulamalar igin &nerilen sakloma kosullar igin ilgili kit el kitaplarina

bagvurun.
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Prosedir

Baslomadan énce énemli noktalar

® QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kitinde verilen tim reaktifler, yalnizca ayni QlAamp DSP
DNA FFPE Tissue Kitindeki diger reaktiflerle birlikte kullanilmak Gzere geligtirilmigtir.
Optimum performansin korunmasi icin kitin icindeki reaktiflerde degisim yapilmamalidir.

® Kiti aldiktan sonra kit icerigini hasar acisindan kontrol edin. Paketler veya tampon siseleri
hasarliysa QIAGEN Teknik Servisine veya yerel distribitérinize bagvurun. Sivi dékilmesi
durumunda bkz. "Uyarilar ve Onlemler”, sayfa 10. Hasarli kit bilesenlerinin kullanimi
yetersiz kit performansina neden olabileceginden, hasarli kit bilegsenlerini kullanmayin.

® Lot numaralar ayni olmadigi sirece, baska kitlerin kit bilegenlerini meveut kullandiginiz
kit ile birlikte kullanmayin.

® Kit reaktiflerinin mikrobiyal kontaminasyonundan kaginin.

® Bu kit yalnizca in vitro diagnostik laboratuvar uygulamalar konusunda egitimli personel
tarafindan kullaniimalidir.

e Cilt yizeyinden veya tozlu laboratuvar ekipmanindan kontaminasyonu énlemek igin
reaktiflerin ve numunelerin kullanimi sirasinda daima lateks veya vinil eldivenler
kullanin. Eller ve toz partikilleri bakteri ve kifleri tagiyabilir ve yaygin kontaminasyon
kaynaklaridir. Eldivenleri sik sik degistirin ve tupleri kapali tutun.

e Kullanilmayan tamponlar, akig testleri ve numune kalintilari yerel prosedirlere gére
ahlmaldir.

® Kendi plastik materyallerinizi kullaniyorsaniz saflaghrma prosedirinde DNaz/RNaz
icermeyen, baglanma orani dustk, tek kullanimlik, emniyet kapakli 1,5-2 ml'lik konik
topler tavsiye edilir.

® Tum santrifigasyon adimlarini oda sicakhginda (15-25°C) gerceklestirin.

® TUm tamponlar oda sicakhiginda (15-25°C) saklanmali ve kullanmadan énce iyice
karnistinlmahdir.
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Adim 11'de kullanilmak Gzere bir termomikseri veya isitmali orbital inkibatéri 56°Clye
getirin. Termomikser veya isitmali orbital inkibatér meveut degilse bunun yerine 1sitma
blogu veya su banyosu kullanilabilir.

AL Tamponu veya ATL Tamponu ¢ékelti igeriyorsa hafifce sallayarak 70°C'ye isitma
yoluyla ¢ézin.

AW1 Tamponu ve AW2 Tamponunun asadidaki talimatlara gére hazirlandigindan emin

olun.

QIAGEN'deki kalite kontrol prosedurleri, ayri her kit lotu icin iglevsel kit piyasaya sirim
testi kullanir. Bu nedenle, farkl kit lotlarindan reaktifleri karigtirmayin ve farkli reaktif

lotlarindan ayr reaktifleri bilegtirmeyin.

Tamponlarin hazirlanmasi

ATL Tamponunun hazirlanmasi

Prosedire baglamadan énce ATL Tamponu icinde ¢ékelti olugsup olugmadigini kontrol

edin. Gerekirse hafifce sallayarak 70°C'ye isitma yoluyla ¢ézin.

AL Tamponunun hazirlanmasi

Prosedire baglamadan énce AL Tamponu icinde ¢ékelti olusup olusmadigini kontrol

edin. Gerekirse hafifce sallayarak 70°C'ye isitma yoluyla ¢ézin.

AW1 Tamponunun hazirlanmasi

19 ml konsantre AW1 Tamponu iceren siseye 25 ml etanol (%96-100) ekleyin. Etanoltn
eklendigini belirtmek icin sise etiketi Uzerindeki onay kutusunu isaretleyin. Sulandirlarak
hazirlanan AW1 Tamponu oda sicakhginda (15-25°C) 1 yila kadar veya kitin son
kullanma tarihine kadar (hangisi daha kisaysa) saklanabilir. Rekonstitusyon tarihinin

tampon etiketine yazilmasi tavsiye edilir.

Not: Prosedire baslamadan énce, sulandirlarak hazirlanan AW1 Tamponunu

calkalayarak karighrin.
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AW?2 Tamponunun hazirlanmasi

® 13 ml konsantre AW2 Tamponu iceren siseye 30 ml etanol (%96-100) ekleyin. Etanoltn
eklendigini belirtmek icin sise etiketi Uzerindeki onay kutusunu isaretleyin. Sulandirlarak
hazirlanan AW2 Tamponu oda sicakhginda (15-25°C) 1 yila kadar veya kit Gzerindeki
son kullanma tarihine kadar (hangisi daha kisaysa) saklanabilir. Rekonstitisyon tarihinin

tampon etiketine yazilmasi tavsiye edilir.

Not: Prosedire baslamadan énce, sulandirlarak hazirlanan AW2 Tamponunu

calkalayarak karighirin.
Baslangic materyali

DNA saflagtirma icin basglangic materyali, FFPE dokudan alinan kesitlerdir (ideal olarak taze
kesilmig). Bir preparatta birden fazla kesit birlegtirilebilir. Baglangic materyalinizin yapis

hakkinda bilginiz yoksa her preparat igin en fazla U¢ kesit ile baglamaniz tavsiye edilir.

Kullanici, laboratuvarinda kullanilan prosedurler icin kesit sayisini, kesit kalinhgini ve kesit
yUzey alanini optimize etmelidir. Kit bir QIAGEN asadi yénde uygulamasi ile birlikte

kullanihyorsa talimatlar icin ilgili el kitabina bagvurun.
Capraz kontaminasyonu énlemeye yonelik kullanim prosediri

Nukleik asit amplifikasyonu teknolojilerinin  hassasiyeti nedeniyle, QlAamp MinElute
kolonlarini kullanirken numuneler arasinda capraz kontaminasyondan kaginmak igin

asagidaki énlemler gereklidir:

® Tupleri doku ile agin doldurmayin.
® Dokuyu kazirken numuneler arasinda bisturiyi degigtirin.

® Numuneyi veya c¢ézeltiyi QlAamp MinElute kolonuna dikkatle uygulayin. Numunenin

QlAamp MinElute kolonuna kolon kenarini islatmadan pipetlenmesi.
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® S transferleri arasinda daima pipet uclarini degistirin. Aerosol bariyerli pipet uglarinin

kullanilmasi tavsiye edilir.
® Numune yikama adimlarini gerceklestirirken daima yeni yikama tipleri kullanin.

® Vorteksleme ve santrifigasyondan énce tip kapaklarinin tam olarak kapatildigindan

emin olun.

® Santrifigasyondan énce QIAamp MinElute kolonunun tam olarak kapatildigindan emin

olun.

® Tim darbeli vorteksleme adimlarn ve 90°C'de inkibasyon adimlarindan sonra, mikrosantrifuj

tuplerini kisa bir stre santrifijleyerek kapaklarin i¢ kismindaki damlalar giderin.

® Her defasinda yalnizca bir QlAamp MinElute kolonunu agin ve aerosol olusturmaktan

kaginin.
® Numuneler arasinda daima bisturiyi degistirin.

® S transferleri arasinda daima pipet uglarini degigtirin. Capraz kontaminasyonu
minimuma indirmek igin aerosol bariyerli pipet uglarinin kullaniimasi ve ¢cok adimli

pipetlerin kullanimindan kaginilmasi tavsiye edilir.

® Daima tek kullanimlik eldivenler kullanin ve numune materyaliyle kontamine olup
olmadigini dizenli olarak kontrol edin. Kontamine oldugundan sipheleniyorsaniz

eldivenleri atin.

® Her defasinda yalnizca bir tip agin.
Santrifigasyon

QlAamp MinElute kolonlari bircok standart 1,5-2 mllik mikrosantriftj tuplerine uyar. Ek 2
mllik yikama tUpleri ayn olarak satlir (QIAGEN, kat. no. 19201). QlAamp MinElute
kolonlarinin  santrifigasyonu, santrifi] giriltisinG azaltmak igin yaklagik 6000 x g'de
gerceklestirilir. Tam hizda santrifigasyon DNA verimini iyilestirmez. Ancak, QIAamp MinElute
kolonlarinin tam hizda santrifigasyonu iki prosedir adiminda gereklidir: membranlardan
sonraki kuru santrifigasyon adimi ve elisyon adimi. Ayrica tam hizda santrifigasyon, ksilenle

isleme ve etanolle ylkama adimindan sonra numuneyi asagr indirmek igin gereklidir.
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Tom santrifigasyon adimlart oda sicakliginda (15-25°C) gerceklestirilmelidir.  Dugtk

santrifgasyon sicakligi, optimumun altinda ekstraksiyona neden olabilir.
QIAamp MinElute kolonlarinin mikrosantriftjde iglenmesi

® QIAamp MinElute kolonlarini mikrosantriftje yerlestirmeden énce mutlaka kapatin.
® QIlAamp MinElute kolon membranina pipet ucuyla dokunmaktan kaginin.
® Akis fraksiyonlar zararl atiklar icerebilir ve uygun sekilde atilmalidir.

® Birden fazla numunenin etkili sekilde paralel iglenmesi icin, santrifigasyondan sonra
QlAamp MinElute kolonlarinin aktarilabilecegi sekilde bir rafin yikama tupleriyle
doldurulmasi tavsiye edilir. Akisi iceren kullanilmis yikama tipleri atilabilir ve QlAamp

MinElute kolonlarini igeren yeni yikama tipleri dogrudan mikrosantrifije yerlestirilebilir.

® Tum sirec boyunca tam numune izlenebilirliginin korundugundan emin olun.
Saflagtiriimig DNA elUsyonu

Kuguk baslangic hacimleri gerektiren asagdi yénde uygulamalarda (8rnegin, bazi PCR miktar
tayinlerinde), daha konsantre elGat miktar tayini hassasiyetini artirabilir; ancak potansiyel

inhibitér konsantrasyonunda artisa da yol acabilir.
Elusyon hacmindeki artig, elGattaki DNA konsantrasyonunu azaltir.

Elde edilen eltat hacmi, QlAamp MinElute kolonuna uygulanan ATE Tamponunun
hacminden yaklasik 5 ul daha az olabilir. Ornegin, 20 ul elisyon hacmi =15 ul elvat

saglar. Elde edilen eltat hacmi numunenin yapisina baglidir.

Laboratuvarinda kullanilan prosedirler igin elGsyon hacmini optimize etmek kullanicinin
sorumlulugundadir. Belirli QIAGEN asagi yénde uygulamalari icin gerekli énerilen elisyon

hacimleri igin kit el kitaplarina bagvurun.
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Kolon santrifigasyondan énce érnegin 5 dakika oda sicakliginda ATE Tamponu ile inkibe
edilirse verim arhinlabilir. Elbe edilen DNA 1,5 mllik eltsyon tuplerinde (birlikte verilir)
toplanabilir. Elie edilen DNA igin saklama kosullar, kullanici tanimli gerekliliklere baghdir.
Belirli QIAGEN asag ydnde uygulamalar icin &nerilen sakloma kosullan igin kit el

kitaplarina bagvurun.

QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kiti El Kitabi  02/2017 18



Protokol: FFPE Doku Kesitlerinden Genomik
DNA izolasyonu

Prosedir

1.
2.

Bisturi kullanarak fazlalik parafini numune blogundan uzaklagtirin.

Standart laboratuvar uygulamalarini izleyerek kesitler hazirlayin (bkz. "Baglangig
materyali’, sayfa 15). Kullanici, laboratuvarinda kullanilan prosedirler icin kesit sayisini,
kesit kalinhigini ve kesit yizey alanini optimize etmelidir. Tom prosedir boyunca
numunelerin izlenebilirliginin korundugundan emin olun.

Hemen steril bisturiyi kullanarak kesitlerden doku kaziyarak Lizis Tipine (birlikte verilir)
yerlestirin. Kullanilabilir ttm dokularin tipe yerlestirildiginden emin olun. Numuneye

1 ml ksilen ekleyin, kapagi kapatin ve parafin ¢ézinene kadar (6rn. 10 sn) kuvvetlice
vorteksleyin. Ksilenin dékilmesini, numuneler arasinda ¢apraz kontaminasyonu ve ksilen

ile olasi temasi énlemek igin tipin tam olarak kapatildigindan emin olun.
Not: Ksileni ceker ocaklarda veya diger uygun muhafaza araglarinda kullanin.

Oda sicakhginda yaklagik 2 dakika tam hizda santrifijleyerek doku pelletini toplayin.

Doku pelleti olugsmadiysa bu adimi tekrarlayin.

Not: Dugtk santrifigasyon sicakligi, optimumun altinda ekstraksiyona neden olabilir.

. Ust fazi pipetleyerek alin ve atin. Pelleti koruyun.

Ust faz, zararl bir atik olan ksilen icerir ve yerel dizenlemelere gére uygun sekilde

ahlmalidir.
Doku pelletine 1 ml etanol (%96-100) ekleyin ve vorteksleyerek iyice karighrin.

Etanol, numunedeki kalinti ksileni ekstre eder ve uygun sekilde atilmalidir.
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7. Oda sicakhiginda yaklagik 2 dakika tam hizda santrifijleyin.
Ust fazi pipetleme yoluyla cikarin. Pelletin hicbir kismini cikarmayin.

ince bir pipet ucu kullanarak kalinti etanoli dikkatle cikarin. Tipi agin ve tom kalint:
etanol buharlagana kadar 15-40°C'de inkibe edin. Ekstraksiyonun basarisi igin kalinh

etanolin ¢ikarilmasi ¢ok énemlidir.

Not: Daha dugtk inkibasyon sicakhgi buharlagma siresini yavaslatir; daha yiuksek

sicaklik ise pelleti agir kurutarak stspansiyonu zorlaghrir.

8. Pelleti 180 ul ATL Tamponunda yeniden sispansiyon haline getirin. 20 ul Proteinaz K

ekleyin ve vorteksleyerek karighrin.

Not: Maksimum Urin geri kazanimi icin pellet ATL tamponunda iyice yeniden

sUspansiyon haline getirilmis olmalidir.
9. 56°C = 3°C'de yaklagik 1 saat (numune tamamen ¢dzilene kadar) inkibe edin.
10.90°C = 5°C'de 1 saat = 5 dakika inkibe edin.

90°C'de ATL Tamponunda inkibasyon, nikleik asitlerin formaldehit modifikasyonunu
kismen tersine cevirir. Daha kisa inkibasyon sureleri veya daha disik inkibasyon
sicakliklart DNA kalitesini ve niceligini etkileyebilir. Tek bir istma blogu kullaniliyorsa,
56°C'de inkiibasyondan sonra isitma blogu 90°C'ye ulasana kadar numuneyi oda

sicakliginda birakin.
11.TUp0 kisa bir sire santrifijleyerek kapagin i¢ kismindaki damlalari giderin.

12.Numuneye 200 ul AL Tampon ekleyin ve vorteksleyerek iyice karghrin. Ardindan 200 ul
etanol (%96-100) ekleyin ve tekrar vorteksleyerek iyice karighrin.

Homoijen bir ¢dzelti elde etmek icin numune, AL Tamponu ve etanolin vorteksleme veya
pipetleme yoluyla derhal ve iyice karigtirilmasi cok 8nemlidir. Birden fazla numune
islenirken zaman kazanmak icin AL Tamponu ve etanol énceden karigtinlarak tek
adimda birlikte eklenebilir. AL Tamponu ve etanol eklendiginde beyaz bir ¢dkelti
olusabilir. Bu ¢dkelti QlAamp prosedirini etkilemez. Daima taze karigim kullanin ve

kullandiktan sonra derhal atin.

13.TUpU kisa bir sire santrifijleyerek kapagin i¢ kismindaki damlalari giderin.
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14.Kenarini islatmadan QlAamp MinElute kolonuna lizatin tamamini dikkatle aktarin (2

ml'lik bir ylkama tupinde), kapagini kapatin ve yaklagik 6000 x g'de =1 dakika
santrifdjleyin. QlAamp MinElute kolonunu 2 ml'lik temiz bir yikama tipUne (birlikte

verilir) yerlegtirin ve akigi iceren ylkama tGp0n0 atin.

Santrifigasyondan sonra lizat membrandan tamamen gegmemisse QlAamp MinElute

kolonu bogalana kadar daha yiksek hizda tekrar santrifijleyin.

15.QlAamp MinElute kolonunu dikkatlice agin ve kenari islatmadan 500 ul sulandinlarak

hazirlanmig AW1 Tamponu ekleyin. Kapagr kapatin ve yaklasik 6000 x g'de =1 dakika
santrifdjleyin. QlAamp MinElute kolonunu 2 ml'lik temiz bir yikama tipUne yerlegtirin ve

akigi iceren yikama tGpUnU atin.

16.QlAamp MinElute kolonunu dikkatlice agin ve kenari islatmadan 500 ul sulandinlarak

hazirlanmig AW2 Tamponu ekleyin. Kapagr kapatin ve yaklasik 6000 x g'de =1 dakika
santrifdjleyin. QlAamp MinElute kolonunu 2 ml'lik temiz bir yikama tipUne yerlegtirin ve

akigi iceren yikama tGpUnU atin.

QIAamp MinElute kolonu ile akig arasinda temas énlenmelidir. Santrifuj rotorunun
dengeli oldugundan emin olun. Bazi santrifij rotorlari yavaglama sirasinda titreyebilir ve
bu durum, etanol iceren akigin QlAamp MinElute kolonuna temas etmesine neden
olabilir. Akigin QIAamp MinElute kolonuna temas etmemesi icin, QlAamp MinElute

kolonunu ve yikama tipini rotordan gikarirken dikkatli olun.

17 .Membrani kurutmak icin tam hizda (yaklagik 20,000 x g) yaklagik 3 dakika santrifijleyin.

Elbata etanol taginmasi, bazi asad yénde uygulamalari engelleyebilir.

21
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18.QlAamp MinElute kolonunu 1,5 ml'lik temiz bir elisyon tGpine (birlikte verilir) yerlestirin
ve akigi iceren yikama t0pUnU atin. QlAamp MinElute kolon kapagini dikkatlice agin ve

membranin ortasina 20-200 ul ATE Tamponu uygulayin.
ONEMLI: Kicik elisyon hacimleri (<50 ul) kullaniliyorsa baglh DNA'nin tam eliisyonunu

saglamak i¢in membranin ortasina ATE Tamponu dagitin. QlAamp MinElute kolonlari,
elUsyon hacmi segiminde esneklik saglar. Asagr ydnde vygulamanin gereklilikleri
dogrultusunda bir hacim secin. Eliat hacmi, kolona uygulanan elisyon ¢dzeltisinin

hacminden yaklagik 5 ul daha az olur.
19.Kapagr kapatin ve oda sicakhginda (15-25°C) en az 1 dakika inkibe edin. Tam hizda
(yaklagik 20,000 x g) =1 dakika santrifijleyin.

ATE Tamponu yiklenen QIAamp MinElute kolonunun santrifigasyondan énce yaklagik

5 dakika oda sicakhiginda inkibe edilmesi DNA verimini artirabilir.
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Kalite Kontrol

QIAGEN'in ISO sertifikali Kalite Yénetim Sistemi uyarinca her QlAamp DSP DNA FFPE
Tissue Kiti tutarli Orin kalitesi saglamak Uzere énceden belirlenmis spesifikasyonlara gére

test edilir.

Sinirlamalar

Kit performansi, genomik DNA izolasyonu igin formalinle fikse edilmis, parafine gémilmisg

dokular (FFPE dokulan) kullanilarak belirlenmistir.

Laboratuvarlarinda el kitabinda agiklanan QIAGEN performans ¢alismalarinin kapsaminda
olmadan kullanilan herhangi bir iglem icin sistem performansini dogrulamak kullanicinin

sorumlulugundadir.

Diagnostik sonuglar Uzerine negatif bir etki riskini minimuma indirmek Gzere asadi yénde
uygulamalar icin yeterli kontroller kullanilmalidir. Ek dogruloama igin Infernational Conference
on Harmonization of Technical Requirements (ICH) (Teknik Gereklilikler Uluslararasi
Uyumlaghrma Konferans)) ICH Q2 (R1) Validation of Analytical Procedures: Text and

Methodology (Analitik islemlerin Dogrulanmasi: Metin ve Metodoloji) kilavuz ilkeleri dnerilir.

Olusan herhangi bir diagnostik sonug diger klinik veya laboratuvar bulgulariyla birlikte

yorumlanmalidir.

QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kiti kullanilirken, numunede varsa RNA da DNA ile birlikte

saflagtirilabilir.
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Performans Ozellikleri

QlAcmp DSP  DNA FFPE Tissue Kitinin  performans  &zellikleri icin  bkz.
www.qiagen.com/p/QIAamp-DSP-DNA-FFPE-Tissue-CE.
Semboller
Asagidaki semboller ambalaj ve etiket Uzerinde gérilebilir:
Sembol Sembol tanimi
W <N> reaksiyon icin yeterli reaktif icerir
<N>

g Son kullanma tarihi

in vitro tani amacl fibbi cihaz
Iﬁ Gelince
Katalog numarasi

I_OT Lot numarasi

Materyal numarasi

COMP Bilegenler

CONT icindekiler
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Sembol Sembol tanimi

-1

Siseye etanol ekledikten sonra gecerli tarihi yazin

[ EtOH |
Etanol
Ekleme

Guanidin hidroklorir

c
I
0

=z| o

ALEI

O

ACID | Maleik asit

Kuresel Ticaret Parca Numarasi

Sicaklik sinirlamasi

Uretici

Kullanim talimatlarina bakin

Dikkat

9@&“?!

lletisim Bilgileri

Teknik destek ve daha fazla bilgi icin litfen www.qiagen.com/Support adresindeki Teknik
Destek Merkezi'ne bakin, 00800-22-44-6000 numarasini arayin ya da QIAGEN Teknik
Servis Bélumlerinden birine veya yerel distributérlere bagvurun (arka kapaga bakin veya

www.giagen.com adresini ziyaret edin).
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Siparis Bilgileri

Urin igindekiler Kat. no.

QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kiti - parafine gémulmug dokulardan
genomik DNA saflaghrmasi igin

QIAamp DSP DNA FFPE Tissue 50 DNA iglemi icin: 50 QlAamp 60404
Kit (50) MinElute® Kolonlari, Proteinaz K,

Tamponlar, Yikama Topleri (2 ml),

Elusyon Tupleri (1,5 ml), Lizis Tupleri

(2 ml)

Guincel lisans bilgileri ve Urine 6zg0 yasal vyarlar igin ilgili QIAGEN kiti el kitabina veya
kullanim kilavuzuna bakin. QIAGEN kit el kitaplari ve kullanim kilavuzlari www.giagen.com

adresinde bulunabilir veya QIAGEN Teknik Servisi veya yerel distribUtérintzden istenebilir.
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Ticari markalar: QIAGEN®, Sample to Insight”, QlAamp®, MinElute® (QIAGEN Group); Eppendorf® (Eppendorf AG).
QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kiti El Kitabr igin Sinirh Lisans Sézlegmesi
Bu (

0n kullanimi, herhangi bir alicinin veya 6rin kullanicisinin asagidaki kosullart kabul ettigi anlamina gelir:

1. Urin yalnizea dronle ve bu el kitabinda verilen protokollere uygun olarak kullanilabilir ve yalnizea panelin iginde bulunan bilegenlerle kullanim igindir. QIAGEN,
bu panel ile birlikte verilen bilesenlerin Grinle birlikte verilen protokollerde, el kitabinda ve www.giagen.com adresinden ulagilabilen ek protokollerde belirtilenlerin
disinda bu panelin iginde yer almayan herhangi bir bilegenle kullanimi veya birlestirilmesi igin fikri milkiyeti gergevesinde lisans vermez. Bu ek protokollerden bazilari
QIAGEN kullanicilar tarafindan QIAGEN kullanicilar igin saglanmighr. Bu protokoller QIAGEN tarafindan kapsaml sekilde test edilmemis veya optimize edilmemigtir.
QIAGEN bu protokollerin ginci taraflarin haklarini ihlal etmedigini garanti etmez.

2. Acikga belirtilen lisanslar disinda, QIAGEN bu panel ve/veya kullanimlarinin Ggiinct taraflarin haklarini ihlal etmeyecegini garanti etmez.

3. Bu panel ve bilesenleri bir kez kullanim igin lisanshidir ve tekrar kullanilamaz, yenilenemez ve tekrar satilamaz.

4. QIAGEN agikga ifade edilenlerin disinda agik veya zimni diger tom lisanslari &zellikle reddeder.

5. Panelin alicisi veya kullanicisi, yukarida yasaklanan eylemlere neden olabilecek veya bunlari kolaylaghrabilecek herhangi bir adim atmamayi veya baskasinin
atmasina izin vermemeyi kabul eder. QIAGEN bu Sinirli Lisans Sézlesmesinin yasaklarini herhangi bir mahkemede yirirlige koyabilir ve kit ve/veya bilesenleriyle
iliskili herhangi bir fikri milkiyet hakki veya bu Sinirli Lisans Sézlegmesini yorirlige koymak iin t0m araghrma ve mahkeme masraflarini avukat masraflari dahil
olmak tzere geri alacaktr.

Guncellenmis lisans kosullari icin bkz. www.qiagen.com.

Subat 17 HB-0414-004 © 2017 QIAGEN, tom haklar sakhidir.
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Ordering www.giagen.com/contact | Technical Support support.qiagen.com | Website www.giogen.com

1062689TR 157013251



	Kullanım Amacı
	Özet ve Açıklama
	Prosedür Prensibi
	Sağlanan Materyaller
	Kit içeriği

	Gerekli Olan Ancak Sağlanmayan Materyaller
	Reaktifler
	Sarf Malzemeleri
	Ekipman

	Uyarılar ve Önlemler
	Reaktif Saklama ve Kullanma
	Örnek Kullanımı ve Saklama
	Prosedür
	Tamponların hazırlanması
	ATL Tamponunun hazırlanması
	AL Tamponunun hazırlanması
	AW1 Tamponunun hazırlanması
	AW2 Tamponunun hazırlanması

	Başlangıç materyali
	Çapraz kontaminasyonu önlemeye yönelik kullanım prosedürü
	Santrifügasyon
	QIAamp MinElute kolonlarının mikrosantrifüjde işlenmesi
	Saflaştırılmış DNA elüsyonu

	Protokol: FFPE Doku Kesitlerinden Genomik DNA İzolasyonu
	Prosedür

	Kalite Kontrol
	Sınırlamalar
	Performans Özellikleri
	Semboller
	İletişim Bilgileri
	Sipariş Bilgileri

