QIAsymphony®NM
SP Protokol
Sayfasl

DNA_Buffy Coat_400 V6_DSP protokoli

Bu belge, QIAsymphony DSP DNA Mini Kit, versiyon 1 icin DNA_Buffy_Coat_400_V6_DSP QIAsymphony SP Protokol
Sayfasi, R3'tur.

QIAGEN

— Sample to Insight



Genel bilgiler

QIAsymphony DSP DNA Kitinin in vitro diagnostik kullanim igin olmasi amaglanmigtir.

Bu protokol QIAsymphony SP ve QIAsymphony DSP DNA Midi Kit kullanarak taze veya

donmus buffy coat'tan total genomik ve mitokondriyal DNA saflastiriimasi igindir.

Kit

Ornek materyali

Protokol adi

Varsayilan Analiz Kontrol Seti
Duzenlenebilir

Gereken yazilim versiyonu

QIAsymphony DSP DNA Midi Kit (kat. no. 937255)

Buffy coat (EDTA, sitrat veya heparin ile antikoagle)
DNA_BC_400_V6_DSP

ACS_BC_400_V6_DSP

Elusyon hacmi: 200 pl, 400 pl

Versiyon 4.0 veya Usti

"Sample" (Ornek) cekmecesi

Ornek tipi

Ornek hacmi

Primer 6rnek tupleri n/a

Buffy coat (EDTA, sitrat veya heparin ile antikoagle)

Kullanilan 6rnek tliptiniin tipine baglidir; daha fazla bilgi icin bkz.
www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

Sekonder érnek tlpleri Daha fazla bilgi i¢in bkz. www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

insertler Kullanilan 6rnek tiiptinin tipine baglidir; daha fazla bilgi icin bkz.
www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

n/a = uygulanamaz.

"Reagents and Consumables” (Reaktifler ve Sarf Malzemeleri)

cekmecesi

Pozisyon Al velveya A2
Pozisyon B1
Ug aski tutucu 1-17

Unite kutusu tutucu 1-4

Reaktif kartugu

n/a
Tek kullanimlik filtre uglari, 200 pl veya 1500 pl

Ornek hazirlama kartuslari veya 8 Rod Kiliflari igeren
Unite kutular

n/a = uygulanamaz.

"Waste" (Atik) cekmecesi

Unite kutusu tutucu 1-4

Atik torbasi tutucu

Sivi atik sisesi tutucu

Bos Unite kutulari

Atik torbasi
Bos sivi atik sisesi
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"Eluate" (ElUat) cekmecesi

Daha fazla bilgi igin bkz.

Ellisyon askisi (yuva 1, sogutma pozisyonu ,
Y v 9 P v www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

kullanilmasini 6neririz)

Gerekli plastik gerecler

Bir grup, iki grup, 48 Ug grup, 72 Dort grup, 96
24 drnek* ornek* ornek* ornek*
Tek kullanimlik filtre uglari, 4 4 4 8
200 pl'™*
Tek kullanimlik filtre uglari, 110 212 314 424
1500 pI'*
Ornek hazirlama kartuslari® 18 36 54 72
8-Rod Kiliflar" 3 6 9 12

* Grup basina 24'ten az 6rnek kullaniimasi ¢alisma basina gereken tek kullanimlik filtre ucu sayisini azaltir.
Ug askisi basina 32 filtre ucu vardir.

Gereken filtre ucu sayisina reaktif kartusu basina 1 envanter taramasi igin filtre uglari dahildir.

Unite kutusu basina 28 érnek hazirlama kartusu vardir.

Unite kutusu bagina on iki 8 Rod Kilifi vardr.

- w #

Not: Verilen filtre ucu sayisi ayarlara bagli olarak dokunmali ekranda gdésterilen rakamlardan

farkli olabilir. Maksimum olasi ug sayisinin yliklenmesini oneririz.

ElGsyon hacmi

Eliisyon hacmi dokunmatik ekranda segilir. Ornek tipine ve DNA igerigine bagh olarak son eliiat
hacmi hacimden 15 pl'ye kadar daha az olabilir. Eltat hacminin degisebilecegi gergeginden
dolayi, aktarma Oncesinde eliiat hacmini dogrulamayan bir otomatik tahlil kurulumu sistemi
kullanilirken fiili eltiat hacminin kontrol edilmesini éneririz. Daha disik hacimlerde elisyon son
DNA konsantrasyonunu artirir ancak verimi biraz disirir. Istenen asagi akisli uygulama igin

uygun bir elisyon hacmi kullaniimasini éneririz.

Ornek materyalinin hazirlanmasi

Kimyasallar ile calisirken, her zaman uygun laboratuvar 6nligu, tek kullanimlik eldiven ve
koruyucu goézlik kullanin. Daha fazla bilgi i¢in Uriin tedarikgisinden elde edilebilecek uygun
guvenlik veri sayfalarina (safety data sheets, SDS'ler) bagvurun.
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Baslamadan 6nce dnemli nokta

® QIAsymphony manyetik parcaciklari, drnekte bulunmasi durumunda RNA'y1 kopurifiye
edebilir. Ornekteki RNA icerigini en aza indirmek icin prosediirii baslatmadan énce érmege
RNase A ekleyin. Son RNase A konsantrasyonu 2 mg/ml olmalidir.

Buffy coat

Buffy coat, tam kanin I6kosit yéniinden zengin bir fraksiyonudur. Lékosit yéniinden zenginligin
verimi buffy coat'un hazirlanmasi igin kullanilan prosediire ve buffy coat tabakasinin gikariima
dogruluguna bagli olur. Buffy coat'u standart bir antikoagllan (EDTA, sitrat veya heparin) iceren
tam kan orneklerini oda sicakliginda (15-25°C), 900-1100 x g'de 10 dakika santrifiijleyerek
hazirlayin. Santrifijleme sonrasinda 3 farkh fraksiyon birbirinden ayrilabilir hale gelir: Ustteki
seffaf tabaka plazma, ortadaki tabaka ise konsantre Iokositleri igceren buffy coat'tur; alttaki
tabaka konsantre eritrositleri icerir. Ortalama olarak 5-6x zenginlestirme saglayan 10 ml'lik
satrifiijlii tam kandan yaklasik 1 ml I6kosit icerikli fraksiyon elde edilecektir. Ornegin akyuvar
sayisl 6 x 108 hiicre/ml olan 10 ml'lik tam kan, 1 ml buffy coat saglar. Akyuvarlarin 5x
seviyesinde zenginlestirildigi varsayildiginda bu, 3 x 107 hiicre/ml ile sonuglanir. Dolayisiyla,
400 pl buffy coat kullanan bir protokolde 1,2 x 107 hiicre kullanilacaktir.

DNA saflastirma prosedirine fazla ylkleme yapmaktan kaginmak icin 10x'ten fazla
zenginlestirmeli buffy coat &rnekleri hazirlamayin. Buffy coat o6rneklerinin 10x'ten fazla
zenginlestirmeli olmasi durumunda o6rnekleri 10x zenginlestirme seviyesine veya bunun
asagisina inecek sekilde PBS ile seyreltin ya da DNA saflastirma prosediriinden daha az

baslangi¢ materyali kullanin.

Buffy coat 6rnekleri hemen kullanilabilir veya DNA'nin daha sonra saflastiriimasi igin —20°C
veya —70°C'de depolanabilir. Donmusg 6rnekler 37°C'lik bir su banyosunda iyice karigmalarini
saglamak icin hafifce calkalanarak ¢abucak ¢dzdirilmeli ve ardindan prosedir bagslatiimadan
once oda sicakligina (15-25°C) dengelenmelidir. Glvenilir rnek transferi saglamak igin 6rnek
tiiplerinde kdpiik olusmasindan kacinin. Orneklerde kan pihtilari bulunmasindan kaginmaya
calisin ve gerekirse 6rnegi pihtilar olmadan yeni bir tipe aktarin.
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Revizyon gegcmisi

Belge Revizyon Gegmisi
R3 12/2017 QlAsymphony Yazilimi versiyon 5.0

Guncel lisanslama bilgisi ve Urline 6zel ret beyanlar igin ilgili QIAGEN® kiti el kitabi veya
kullanici el kitabina bakin. QIAGEN kit el kitaplari ve kullanim kilavuzlari www.giagen.com
adresinde bulunabilir veya QIAGEN Technical Services veya vyerel distribltérinizden

istenebilir.

Ticari markalar: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAsymphony® (QIAGEN Group). Bu belgede gegen kayitli isimler, ticari markalar, vb. agikga bu sekilde belirtimemis olsa
bile yasalarca korunmaktadir.
12/2017 HB-0977-S06-003 © 2017 QIAGEN, tiim haklari saklidir.
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