QIAsymphony SP-protokollblad

DNA_Buffy_Coat_400_Vé6_DSP-protokoll

Allmadan information

For in vitro-diagnostisk anvandning.

Detta protokoll &r avsett f6r rening av totalt genomiskt och mitokondriellt DNA frén férsk eller fryst
buffy-coat med anvéndning av QlAsymphony® SP och QIAsymphony DSP DNA Midi Kit.

Kit QIAsymphony DSP DNA Midi Kit (kat. nr 937255)
Provmaterial Buffy-coat (antikoagulerad med EDTA, citrat eller heparin)
Protokollnamn DNA BC 400 V6 DSP

Férvald ACS BC 400 Vé DSP

analyskontrolluppsétining

Redigerbar Elueringsvolym: 200 ul, 400 ul

Nédvéndig Version 4.0

programversion

September 2012 QIAGEN®

Sample & Assay Technologies




Ladan “"Sample” (prov)

Provtyp Buffy-coat (antikoagulerad med EDTA, citrat eller heparin)

Provvolym Beror pé vilken typ av provrér som anvénds. Se

www.giagen.com/goto/dsphandbooks fér mer information.

Priméra provrér Ej relevant
Sekunddra provror Se www.giagen.com/goto/dsphandbooks fér mer information.
Insatser Beror p& vilken typ av provrér som anvénds. Se

www.giagen.com/goto/dsphandbooks fér mer information.

n/a = ej relevant.

Ladan "Reagents and Consumables” (reagens och
forbrukningsmaterial)

Position A1 och/eller A2 Reagenskassett
Position B1 Ej relevant
Spetsrackhéllare 1-17 Engéngsfilterspetsar, 200 ul eller 1 500 ul

Hallare for enhetslador 1-4 Enhetslddor som innehdller provprepareringskassetter eller
8-stavsskydd

n/a = e relevant.

Ladan "Waste” (avfall)

Hallare for enhetsladdor 1-4 Tomma enhetsaskar
Avfallspéshéllare Avfallspése

Flaskhéllare fér flytande  Tom flaska fér flytande avfall

avfall

QIAsymphony SP-protokollblad: DNA Buffy Coat 400 V6 _DSP

sida2av5



Ladan “Eluate” (eluat)

Elueringsstéll (vi Se www.giagen.com/goto/dsphandbooks fér mer information.
rekommenderar att uttag

1, kylpositionen, anvénds)

Erforderliga plastartiklar

Tvé Tre Fyra

En batch, batcher, 48 batcher, batcher, 96

24 prover* prover* 72 prover* prover*
Engdngs- 4 4 4 8
filterspetsar, 200 plt*
Engéngs- 110 212 314 424
filterspetsar, 1 500 plt
Provprepareringskassetter? 18 36 54 72
8-stavsskydd" 3 6 9 12

*

Om férre &n 24 prover per batch anvénds minskas antalet engéngsfilterspetsar som krévs per kérning.

-

Det finns 32 filterspetsar/spetsstall.

++

Antalet filterspetsar som krévs inbegriper filterspetsar fér 1 inventerande skanning per reagenskassett.

@

Det finns 28 provprepareringskassetter/enhetsléda.

-

Det finns tolv 8-stavsskydd/enhetsl&da.

Obs! Beroende p& instéllningarna kan antalet givna filterspetsar skilja sig frén de siffror som visas

p& pekskdrmen. Vi rekommenderar att det maximala antalet spetsar laddas.

Elueringsvolym

Elueringsvolymen vélis pd pekskdrmen. Beroende p& provtyp och DNA-innehdll kan den slutliga
eluatvolymen variera med upp till 15 ul mindre &n den valda volymen. Eftersom eluatvolymen kan
variera rekommenderar vi att du kontrollerar den faktiska eluatvolymen vid anvéndning av ett
automatiserat analysinstéliningssystem som inte verifierar eluatvolymen innan &verféringen.
Eluering i légre volymer ékar den slutliga DNA-koncentrationen, men reducerar méngden négot. Vi
rekommenderar att du anvénder en elueringsvolym som &r lamplig fér den avsedda

nedstrémstillémpningen.
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Forberedelse av provmaterial

Anvénd alltid ldmplig laboratorierock, engé&ngshandskar och skyddsglaségon vid hantering av
kemikalier. Om du vill ha mer information héanvisas fill tillampliga sékerhetsdatablad (SDS) som

kan erhéllas fr&n produkileverantéren.

Viktigt moment foére start

B QlAsymphony-magnetpartiklar kan samtidigt rena RNA om det finns i provet. For att
minimera RNA-innehéllet i provet tillsétter du RNase A till provet innan proceduren inleds.

Den slutliga RNase A-koncentrationen ska vara 2 mg/ml.

Buffy-coat

Buffy-coat &r en leukocytberikad fraktion av helblod. Leukocytberikningens effektivitet beror pé
vilken metod som anvénts fér att bereda buffy-coat och med vilken noggrannhet som buffy-coat-
skiktet extraheras. Bered buffy-coat genom att centrifugera helblodprover som innehéller en
standardantikoagulant (EDTA, citrat eller heparin) vid 900-1 100 x g i 10 minuter vid
rumstemperatur (15-25 °C). Efter centrifugering kan 3 olika fraktioner urskiljas: det &vre,
genomskinliga skiktet &r plasma, mellanskiktet &r buffy-coat som inneh&ller koncentrerade
leukocyter, och bottenskiktet inneh&ller koncentrerade erytrocyter. Cirka 1 ml fraktion med
leukocyter ska skérdas frédn 10 ml centrifugerat helblod, vilket i genomsnitt ger en berikning pé& 5-6
génger. Exempelvis resulterar 10 ml helblod med ett antal vita blodceller pad 6 x 10° celler/ml i
1 ml buffy-coat. Férutsatt en 5 gé&ngers berikning av vita blodceller leder detta till 3 x 107 celler/ml.

| eft protokoll dér man anvénder 400 ul buffy-coat kommer dérfor 1,2 x 107 celler att anvéndas.

Foér att undvika att dverbelasta DNA-reningsproceduren ska du inte bereda buffy-coat-prover med
en berikining p& >10 gé&nger. Om buffy-coat-prover har en berikining p& >10 génger spdder du
proven till en berikning p& 10 gé&nger eller mindre med PBS eller anvédnder mindre startmaterial i

DNA-reningsproceduren.

Buffy-coat-prover kan anvédndas omedelbart eller férvaras vid =20 °C eller =70 °C fér rening av
DNA vid eft senare tillfélle. Frysta prover ska tinas snabbt i eft vattenbad p& 37 °C med létt
omrérning fér aft sékerstélla en noggrann blandning och déarefter utjigmnas till rumstemperatur
(15-25 °C) innan proceduren inleds. Fér att sdkerstélla en pélitlig provéverféring bér skumbildning
i provréren undvikas. Férsok att undvika blodklumpar i proven och éverfér vid behov provet utan

klumpar till ett nytt rér.
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Uppdaterad licensinformation och produkispecifika friskrivningsklausuler: se respektive QIAGEN-
satshandbok eller anvéndarhandbok. Handbécker och anvéndarhandbécker f6r QIAGEN-satser

finns p& www.giagen.com eller kan bestdllas frdn QIAGENS tekniska support eller fréan lokal

distributér.

Varumérken: QIAGEN®, QlAsymphony® (QIAGEN-gruppen). Registrerade namn, varumérken osv. som
anvénds i detta dokument, éven nér de inte uttryckligen har markerats som s&dana, fér inte betraktas som

oskyddade i lag.
© 2012 QIAGEN, med ensamrétt.

www.qgiagen.com France = 01-60-920-930
Australia = 1-800-243-800 Germany = 02103-29-12000
Austria = 0800/281010 Hong Kong = 800 933 965
Belgium = 0800-79612 Ireland = 1800 555 049
Canada = 800-572-9613 Italy = 800 787980

China = 021-51345678 Japan = 03-5547-0811
Denmark = 80-885945 Korea (South) = 1544 7145
Finland = 0800-914416 Luxembourg = 8002 2076

The Netherlands = 0800 0229592
Norway = 800-18859
Singapore = 65-67775366

Spain = 91-630-7050 . . . . .
Sweden = 020-790282

Switzerland = 055-254-22-11 . . . . .
UK = 01293-422-911 QIAGEN
USA = 800-426-8157
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