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Kullanim Amaci

QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit, genomik DNA'nin biyolojik numunelerden izolasyonu ve
saflastinimasi amaciyla silika-membran teknolojisini (QlAamp teknolojisi) kullanan bir

sistemdir.

QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit, in vitro tani amach kullanima yoneliktir.

Planlanmis Kullanicilar

Uriiniin, molekiiler biyoloji teknikleri konusunda egitim almis teknisyenler ve doktorlar gibi

profesyonel kullanicilar tarafindan kullaniimasi amaclanmistir.
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Aciklama ve llke

Her QlAamp DSP DNA Blood Mini proseduri 4 adimdan olugur:

Kan 6érneginde hicrelerin parcalanmasi

® Hiucre lizatinda bulunan genomik DNA'nin, QlAamp Mini dondirme kolonu membranina
baglanmasi
Membranin yikanmasi

Genomik DNA'nin membrandan ayristiriimasi

Bu el kitabinda, 2 alternatif QlAamp DSP DNA Blood Mini prosediriine yonelik protokoller
yer almaktadir: santrif(lj gerektiren veya QlAcube® Connect MDx (izerinde otomatik hale
getirilebilen dondirme prosediri (Sekil 1) ve santrifiij ile vakum sistemi gerektiren
vakumlama prosedurl (bkz. akis semasi, sayfa 9).

Kan hucrelerinin pargalanmasi

Ornekler, ylUksek sicakliklarda, denatiiran kosullar altinda pargalanir. Lizis, QIAGEN®

Protease (QP) ve Lizis Tamponu (AL) varliginda gerceklestirilir.

Genomik DNA'nin QlAamp Mini dondidrme kolonu membranina
baglanmasi

Genomik DNA'nin QlAamp Mini doéndirme kolonu membranina bagdlanmasini optimize
etmek icin lizatlara dncelikle etanol eklenir. Ardindan, her bir lizat QlAamp Mini dondirme
kolonuna uygulanir ve lizat, vakum basinci veya santriflij kuvveti tarafindan cekilirken

genomik DNA, silika membrana adsorbe edilir.
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Kalan kontaminanlarin giderilmesi

Genomik DNA QlAamp Mini déndurme kolonu membranina bagl haldeyken kontaminanlar,
oncelikle Yikama Tamponu 1 (AW1) ve ardindan Yikama Tamponu 2 (AW2) kullanilarak
etkili bir sekilde yikanarak giderilir.

Saf genomik DNA'nin eliisyonu

Genomik DNA, QlAamp Mini déndlrme kolonu membranindan, 50-200 pl Elisyon Tamponu
(AE) kullanilarak elle edilir. Elisyona tabi tutulan DNA, gesitli in vitro tani amagcli asagi akisli
tahliller dahil olmak Gzere, farkli asagdi akigh tahlillerde kullanima hazirdir. Elisyon Tamponu

(AE), kolona uygulanmadan 6nce oda sicakliina (15-25°C) dengelenmelidir.

Santrifljleme sonrasinda dondirme kolonu membrani tarafindan tutulan kalan eliisyon
tamponu nedeniyle, kazanilan eliat hacmi, kolona uygulanan Elisyon Tamponu (AE)
hacminden distik olabilir. Kazanilan eltatin hacmi, 6rnegin niteligine baglidir. Eliisyona tabi
tutulan DNA Elisyon Tuplerinde (ET) toplanir ve 4 haftaya kadar 2—-8°C'de saklanabilir. Uzun

sireli saklama igin —20°C'de saklanmasini Oneririz.

Not: ElGat stabilitesi bliylk olgtide gesitli faktorlere baghdir ve spesifik asagi akisli uygulama
ile ilgilidir. Stabilite, 6rnek niteliginde asag akish uygulamalar ile birlikte QlAamp DSP DNA
Blood Mini Kit icin degerlendirilmistir. Laboratuvarinda kullanilan spesifik asagi akisli
uygulamanin kullanim talimatlarina basvurmak ve/veya uygun saklama kosullarini

belirlemek icin is akisinin tamamini dogrulamak kullanicinin sorumlulugundadir.
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Genomik DNA'nin verimi ve kalitesi

DNA verimi, 6érnege ve baslangi¢c materyalinin kalitesine baghdir. Daha disik hacimlerde
ellsyon, eltat icindeki nihai DNA konsantrasyonunu artirir ancak genel DNA verimini biraz

disirir. Istenen asagi akish uygulama icin uygun bir eliisyon hacmi kullanilmasini éneririz.

izole edilen genomik DNA'nin verimi ve kalitesi, PCR gibi molekiiler tani amagcl asagdi akisli
saptama prosedurlerine uygundur. Tani amach tahliller, Greticinin talimatlari dogrultusunda

gerceklestiriimelidir.
QIAcube Connect MDx'te otomatik saflastirma

QlAcube Connect MDx, nukleik asitler icin otomatik izolasyon ve saflastirma gerceklestirir.
Tek bir galismada en fazla 12 6rnek isleyebilir.

QlAcube Connect MDx kullanilarak érnek hazirlama isleminde, manuel proseddr ile ayni
adimlar (pargalama, baglama, yikama ve eliisyon) izlenir. Boylece, ylksek kaliteli DNA
saflastirmasi icin QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit kullanmaya devam edebilirsiniz.

QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit'i QlAcube Connect MDx uzerinde otomatik hale getirmeniz
durumunda cihaz; 6li hacimler, buharlasma ve otomatik pipetleme kaynakl ilave reaktif
tiketimi nedeniyle 50'nin altinda drnek isleyebilir. QIAGEN, QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit'in

manuel kullanimi ile yalnizca 50 6rnek hazirlanabilecegini garanti eder.
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‘QlAcube Connect MDx

Sekil 1. QlAcube Connect MDx.
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QlAamp DSP DNA Blood Mini

Dondiirme ve Vakumlama Prosediirleri
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QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit Kullanim Talimatlari

Baslamadan 6nce protokolleri (sayfa 26 ve 30)
dikkatli bir sekilde okuyun.

LT igine, 20 pl QP, 200 pl 6rnek ve 200 pl AL ekleyin.
15 saniye boyunca vorteksleyin.

56°C'de 10 dakika boyunca inkiibe edin.

200 pl etanol ekleyin.

15 saniye boyunca vorteksleyin.

Lizati QIAamp Mini déndiirme kolonuna aktarin.
Doéndirme Prosediri: 6000 x g hizda 1 dakika
boyunca santrifiijleyin.

Vakumlama Prosediri: Vakum uygulayin.

Déndirme Proseduri: QlAamp Mini déndlrme
kolonunu yeni WT igine yerlestirin, 500 pl AW1
ekleyin ve 6000 x g hizda 1 dakika boyunca
santriftjleyin.

Vakumlama Prosediri: 750 ul AW1 ekleyin ve vakum
uygulayin.

Dondirme Prosediri: QlAamp Mini dondirme
kolonunu yeni WT icine yerlestirin, 500 pl AW2
ekleyin ve 1 dakika boyunca tam hizda (yaklasik
20.000 x g veya 14.000 rpm) santrifjleyin.

Vakumlama Proseduri: 750 pyl AW2 ekleyin ve vakum
uygulayin.

QlAamp Mini déndiirme kolonunu WT icine
yerlestirin.

3 dakika boyunca tam hizda (yaklasik 20.000 x g
veya 14.000 rpm) santrifijleyin.

QlAamp Mini déndirme kolonunu ET igine yerlestirin.

50-200 pl AE ekleyin ve 1 dakika boyunca inklbe
edin.

6000 x g hizda 1 dakika boyunca santrifijleyin.
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Ozet ve aciklama

QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit, genomik DNA'nin 200 pl tam kandan izole edilmesi ve
saflastiriimasina yonelik hizli ve kolay bir yontem saglamak adina iyi yapilandiriimis bir
teknoloji kullanir.

Birden fazla kan 6rneginin es zamanli islenmesi icin tasarlanan QlAamp DSP DNA Blood Mini
prosedirleri ile saflastirimis ve kullanima hazir DNA elde edilir. Proseddrler, taze veya
dondurulmusg tam kan ile kullanima ve sitrat veya EDTA ile islem gérmis kan ile kullanima

uygundur.

Lokositlerin dnceden ayrilmis olmasi gerekmez. Prosedurler fenol/kloroform ekstraksiyonu
veya alkol presipitasyonu gerektirmez; asgari kullanici etkilesimi gerektirir ve bdylece,
potansiyel olarak enfeksiy6z érnekler lzerinde glivenle caligiimasini sagdlar. Prosedirler,
ornekten 6rnege capraz kontaminasyonu minimum dizeyde tutmak lzere tasarlanmistir.
Saflastiriimis DNA, PCR veya diger uygulamalarda kullanima hazir olup alternatif olarak,
uzun sureli saklama igin —20°C'de saklanabilir.

Kolay QlAamp DSP déndirme ve vakumlama proseddirleri, birden fazla 6érnegin es zamanli
islenmesi icin  uygundur. QIAamp dondiurme prosedirlerinden bazilar, yuksek
standardizasyon ve kullanim kolayhdi saglamak adina QlAcube Connect MDx Uizerinde

tamamen otomatik hale getirilebilir (sayfa 7).

Vakumlama prosediriinde protokol igin bir vakum manifoldu (6rn. QlAvac Connecting
System ile QlAvac 24 Plus) ve yaklasik 800-900 mbar vakum Uretme kapasitesine sahip bir
vakum pompasi (6rn. QIAGEN Vacuum Pump) gereklidir. Vakum basincinin kolayca
izlenmesi ve vakumun uygun bir sekilde tahliye edilmesi icin Vacuum Regulator

kullaniimahdir (QlAvac Connecting System'in bir pargasi olarak).
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Saglanan Materyaller
Kit icerigi

QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit

Katalog no. 61104
Terkip sayisi 50
Kimlik Semboller Adet
5 QlAamp Mini Spin Columns with Wash Tubes COL 50
(WT) (2 ml) (Yikama Tupleri (WT) (2 ml) ile
QIAamp Mini Déndlirme Kolonlarr)
ET Elution Tubes (Eltsyon Tupleri) (1,5 ml) ELU | TUBE 50
COL | EXT
VC VacConnectors 50
LT Lysis Tubes (Lizis Tipleri (1,5 ml)) 50
WT Wash Tubes (Yikama Tupleri) (2 ml) TUBE 3 x50
AL Lysis Buffer* (Lizis Tamponu) | LYS | BUF | 12 ml
AWA1 Wash Buffer 17 (Yikama Tamponu 1) WASH | BUF | 1 JCONC 19 ml
(konsantre)
AW2 Wash Buffer 2t (Yikama Tamponu 2) [WASH JBUF | 2 [€cONC] 13 ml
(konsantre)
AE Elution Buffer (Ellisyon Tamponu)* ELU | BUF | 25 ml
PS Protease Solvent (Proteaz Solvent)* 2ml
QP QIAGEN Protease (QIAGEN Proteaz)$ QPROT 1 sise

Kullanim Talimatlari (El Kitabr)

*

Sl

QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit'i QlAcube Connect MDx cihazinda otomatik hale getirmeniz durumunda cihaz;

6li hacimler, buharlagsma ve otomatik pipetleme kaynakl ilave reaktif tiketimi nedeniyle 50'nin altinda érnek
isleyebilir. QIAGEN, QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit'in manuel kullanimi ile yalnizca 50 érnek hazirlanabilecegini

garanti eder.

-+

Guvenlik bilgileri, sayfa 15.
Koruyucu madde olarak sodyum azid igerir.

@
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Resuspansiyon hacmi 1,2 ml. Bkz. "Reaktifleri ve tamponlari hazirlama", sayfa 22.

Guanidin hidroklorir igerir. Camasir suyu iceren dezenfektanlarla uyumlu degildir. Daha fazla bilgi igin bkz.
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Kit bilesenleri

Aktif bilesenler dahil olmak uzere kitin ana bilesenleri asagida agiklanmaktadir.

Reaktif Aktif bilesenler Konsantrasyon (a/a) [%)]
QIAGEN Protease Subtilizin 20 ila <100
AL Guanidin hidroklorir 230 ila <50
Maleik asit 20,1 ila <1
AW1 Guanidin hidroklorur 250 ila <70
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Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Materyaller

Ek reaktifler

e FEtanol (%96-100)*

Sarf malzemeleri

® PipetlerT ve pipet uglari (gapraz kontaminasyonu 6nlemek igin aerosol bariyerli pipet
uclarinin kullanimini 6nemle tavsiye ederiz)

® Tek kullanimlik eldiven

Ekipman

Orneklerin 56°C'de lizisi igin 1sitma blogu' (1,5 ml'lik mikro test tiipleri igin)
Mikrosantrifiijt
Dereceli silindir (50 ml)

Vorteksleyici

Yalnizca vakumlama proseduru igin

QlAvac 24 Plus vakum sistemi (kat. no. 19413) veya muadilit
VacValves (kat. no. 19408)

QlAvac Connecting System (kat. no. 19419)

Vacuum Pump (kat. no. 84020)

Vacuum Regulator (kat. no. 19530)

* Metanol veya metiletilketon gibi baska maddeler iceren denatiire alkol kullanmayin.
T Orneklerin QlAamp DSP DNA Blood Mini prosediirlerinde uygun sekilde islenmesini saglamak igin cihazlarin (6rn.
pipetler ve 1sitma bloklari), Ureticinin dnerileri dogrultusunda kontrol ve kalibre edilmesini 6nemle tavsiye ederiz.
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Yalnizca otomatik prosedur igin

QlAcube Connect MDx cihazi (kat. no. 9003070)*
Rotor Adapters (kat. no. 990394)

Rotor Adapter Holder (kat. no. 990392)

Sample Tubes CB (kat. no. 990382; 6rnek giris tlpl)
Shaker Rack Plugs (kat. no. 9017854)

Reagent Bottles, 30 ml (kat. no. 990393)

Filter Tips, 1000 pl (kat. no. 990352)

Filter Tips, 200 pl (kat. no. 990332)

SafeSeal Tube, 1,5 ml (Sarstedt®, kat. no. 72.706)

* Orneklerin QlAamp DSP DNA Blood Mini prosediirlerinde uygun sekilde islenmesini saglamak igin cihazlarin (6rn.
pipetler ve Isitma bloklari), Ureticinin 6nerileri dogrultusunda kontrol ve kalibre edilmesini 6nemle tavsiye ederiz.
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Uyarilar ve Onlemler

Cihazla ilgili olarak meydana gelen ciddi olaylari Ureticiye ve/veya yetkili temsilcisine ve
kullanicinin ve/veya hastanin bulundugu Ulkenin duzenleyici makamina rapor etmek igin

yerel dizenlemelerinize basvurmaniz gerekebilecegini litfen dikkate alin.
in vitro tani amacl kullanim igindir.

Kiti kullanmadan énce tim talimatlar dikkatle okuyun.

Guvenlik bilgileri

Kimyasallar ile caligirken, her zaman uygun laboratuvar 6nligu, tek kullanimlik eldiven ve
koruyucu goézluk kullanin. Daha fazla bilgi icin lGtfen uygun glvenlik veri sayfalarina (Safety
Data Sheets, SDS'ler) bagvurun. Bunlar, her bir QIAGEN Kkiti ve kit bilesenlerine ait SDS'yi
bulabileceginiz, goérintileyebileceginiz ve yazdirabileceginiz www.giagen.com/safety
adresinde ¢evrimigi olarak uygun ve kompakt PDF bigiminde mevcuttur.

DIKKAT | Ornek hazirlama atigina dogrudan gamasir suyu veya asidik soliisyonlar

f EKLEMEYIN.

® Lizis Tamponu (AL) ve Yikama Tamponu 1 (AW1), camasir suyu ile birlestiginde

yuksek derecede reaktif bilesikler olusturabilen guanidin hidroklortr icermektedir. Eger
bu tamponlari igeren sivi dokillirse uygun laboratuvar deterjani ve suyla temizleyin.
Dokilen sivi enfeksiydz olabilecek ajanlar igeriyorsa etkilenmis bdlgeyi dnce
laboratuvar deterjani ve suyla ve sonrasinda %1 (h/h) sodyum hipoklorit ile temizleyin.
Tampon siseleri hasarli veya sizdiriyorsa kendinizin veya baskalarinin yaralanmasini

Onlemek adina siseleri atarken eldiven ve koruyucu gozlik kullanin.
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® QIAGEN, QlAamp DSP DNA Blood Mini prosedurlerinde olusan sivi atigi kalinti
enfeksiydz materyaller bakimindan test etmemistir. Sivi atigin enfeksiy6z materyaller
ile kontamine olmasi muhtemel olmasa da, bu olasilik tamamen g6z ardi edilemez.
Bu nedenle, sivi atigin enfeksiy6z oldugu kabul edilmeli ve sivi atik, yerel glivenlik
dizenlemeleri dogrultusunda kullaniimali ve atilmalidir.

e Numuneler ve érnekler potansiyel olarak enfeksiydzdiir. Ornegi ve tahlil atiklarini, yerel

guvenlik proseddrlerinize uygun olarak imha edin.

Acil durum bilgileri

CHEMTREC
ABD ve Kanada 1-800-424-9300
ABD ve Kanada digI +1 703-527-3887

Onlemler

Asagidaki risk ve guvenlik ifadeleri QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit bilesenleri igin
gecerlidir.

Buffer AL

igerik: guanidin hidrokloriir ve maleik asit. Uyari! Yutulursa veya solunursa zararli
olabilir. Cilt tahrisine neden olur. Alerjik cilt reaksiyonuna neden olabilir. Ciddi g6z
tahrisine neden olur. Koruyucu eldiven/koruyucu giysi/géz korumasi/yliz korumasi
kullanin. Kendinizi iyi hissetmezseniz bir ZEHIR MERKEZI veya doktoru arayin.
Ciltte tahris veya kasinti olursa: Tibbi tavsiye/yardim alin. Kontamine giysileri
cikarin ve tekrar kullanmadan énce yikayin. igerigi/kabi onayli bir atik imha tesisine
atin.

Buffer AW1

icerik: guanidin hidrokloriir. Uyar! Yutulursa veya solunursa zararldir. Cilt tahrisine
neden olur. Ciddi gz tahrisine neden olur. Koruyucu eldiven/koruyucu giysi/géz
korumasi/yliz korumasi kullanin. Kontamine giysileri ¢ikarin ve tekrar kullanmadan
dnce yikayin. igerigi/kabi onayl bir atik imha tesisine atin.
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QIAGEN Protease
igerik: subtilizin. Tehlike! Yutulursa zararlidir. Cilt tahrisine neden olur. Ciddi g6z
< hasarina neden olur. Solunursa alerji veya astim belirtileri ya da solunum
> zorluklarina neden olabilir. Solunum yollarinda tahrise neden olabilir.
Tozu/buguyu/gazi/dumani/buhari/spreyi solumaktan kaginin. Koruyucu
eldiven/koruyucu giysi/gdz korumasi/yliz korumasi kullanin. Solunum korumasi
kullanin. GOZE KACMISSA: Birkag dakika suyla iyice durulayin. Eger mevcut ve
kolaysa kontak lensleri gikarin. Durulamaya devam edin. Maruz kalinmasi veya
endiselenilmesi DURUMUNDA: Hemen bir ZEHIR MERKEZINI veya doktoru
arayin. Kisiyi temiz havaya cikarin ve solunum igin rahat bir pozisyonda tutun.

Bertaraf

Atik icinde ornekler ve reaktifler bulunmaktadir. Bu atik, toksik veya enfeksiydz materyaller
icerebilir ve uygun sekilde imha edilmelidir. Uygun bertaraf prosedurleri igin yerel guvenlik

diizenlemelerinize basvurun.

Daha fazla bilgi icin litfen uygun givenlik veri sayfalarina (Safety Data Sheets, SDS'ler)
bagvurun. Bunlar cevrimici olarak PDF halinde www.qiagen.com/safety adresinde yer
almaktadir ve burada her QIAGEN kiti ve kit bileseni igin SDS'yi bulabilir, okuyabilir ve

yazdirabilirsiniz.
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Reaktif Saklama ve Kullanma

TUm bilesenlerin kutusunda ve etiketlerinin Gistiinde yazili olan son kullanma tarihlerine ve
saklama kosullarina dikkat edilmelidir. Siresi dolmus veya hatali saklanmis bilesenleri
kullanmayin.

QlAamp Mini déndirme kolonlari, teslim edildikten sonra 2—-8°C'de saklanmalidir ve kit
kutusunda yer alan son kullanma tarihine kadar kullanilabilir.

Not: Farkli kitlerden kit bilesenlerinin karismadigindan emin olmak icin litfen QlAamp Mini
déndurme kolonlarini ilgili kit lotu numarasiyla etiketleyin.

Tim tamponlar, kit kutusunda yer alan son kullanma tarihine kadar oda sicakhginda
(15-25°C) saklanabilir.

Liyofilize QIAGEN Protease (QP), performans etkilenmeden kitin son kullanma tarihine
kadar oda sicakhginda (15-25°C) saklanabilir.

Kullanimda stabilite

Sulandirilan QIAGEN Protease (QP), en geg kitin son kullanma tarihine kadar olmak uzere,
2-8°C'de saklandiginda 1 yila kadar stabildir. QIAGEN Protease (QP) stok sollisyonunu oda
sicakhiginda uzun sire saklamaktan kaginiimalidir.

Sulandirilan Yikama Tamponu 1 (AW1) ve sulandirilan Yikama Tamponu 2 (AW2), en geg
kitin son kullanma tarihine kadar olmak lzere, oda sicakliginda (15-25°C) saklandiginda 1
yila kadar stabildir.

Otomatik prosediir igin tamponlarin hazirlanmasi amaciyla, QlAcube Connect MDx Kullanim

Kilavuzu belgesinde (www.giagen.com adresindeki urlin sayfasinda kaynak sekmesi
altinda bulunabilir) yer alan talimatlari izleyin.
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Numune Alma, Saklama ve Kullanma

Not: Ornek stabilitesi biiyiik 6lciide cesitli faktorlere baghidir ve spesifik asagi akisli
uygulama ile ilgilidir. Stabilite, ©6rnek niteliginde asadi akish uygulamalar ile
degerlendirilmigtir. Laboratuvarinda kullanilan spesifik asagdi akigh uygulamanin kullanim
talimatlarina basvurmak ve/veya uygun saklama kosullarini belirlemek igin is akiginin
tamamini dogrulamak kullanicinin sorumlulugundadir.

Genel alma, tasima ve saklama oOnerileri igin onaylanmis CLSI ydnergesi MM13-A
"Collection, Transport, Preparation, and Storage of Specimens for Molecular Methods"
(Molekiiler Yéntemler igin Numunelerin Alinmasi, Taginmasi, Hazirlanmasi ve Saklanmas)
belgesine bakin. Ayrica 6rnek hazirlama, saklama, tagsima ve genel kullanim sirasinda,
secilen érnek toplama cihazina iliskin Uretici talimatlari da izlenmelidir. Kan toplama tlpu
ureticisinin  talimatlarindan badimsiz olarak, venéz tam kandan genomik DNA
ekstraksiyonunda ISO 20186-2:2019 (E) dikkate alinmalidir.

Not: ISO 20186-2:2019(E) uyarinca, kan toplama tlplerinden heparin, izole edilmis niikleik
asitlerin safligini etkileyebilir ve eltatlara olasi tasinma, bazi asagdi akisl uygulamalarda
inhibisyonlara neden olabilir. Bu nedenle, antikoagulan olarak EDTA veya sitrat ile islenmis
kan drneklerinin kullaniimasini éneririz.

Birincil tuplerde taze kan érnekleri kullaniyorsaniz érnek transferinden énce kan érneklerini iyice
karigtinn (6rnegin tupleri birkag defa bas asagi cevirerek). Donmus o6rnekler (en fazla 3
dondurma/¢cdzdirme dongustyle) 37°Cllik bir su banyosunda iyice karismalarini saglamak icin
hafifce c¢alkalanarak cabucak ¢dzdurtimeli ve ardindan prosedir baslatimadan énce oda
sicakhgina (15-25°C) dengelenmelidir. 3 defadan fazla dondurulmus ve ¢ozdurilmuis kan
orneklerini  kullanmayin. Guvenilir érnek transferi saglamak icin 6rnek tuplerinde kdépik
olusmasindan kaginin. Orneklerde kan pihtilari bulunmasindan kaginmaya cgaligin ve Srnegi
pihtilar olmadan aktarin. Dondurulmus o6rneklerin  ¢dzdurdlmesi  sirasinda olusan
kriyopresipitatlar, QI Aamp Mini déndiirme kolonu membranini tikar veya QlAcube Connect MDx
Uzerinde gerceklestirilen otomatik prosedire zarar verebilir. Gorlinir kriyopresipitatlar varsa
bunlari aspire etmekten kaginin.
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Saflastiriilmis DNA'nin verimi ve kalitesi kanin saklanma kosullarina baglidir. Daha taze
olan kan 6rnekleri daha iyi sonuglar verebilir. 10 gline kadar olan kisa sireli saklama
icin 2-8°C'de saklama oneririz. Bununla beraber, "southern blotting" gibi maksimum
parcacik boyutu gerektiren uygulamalar igin yalnizca 3 gline kadar 2-8°C'de saklama
yapilmasini Oneririz ¢linkl bu sureden sonra dusik seviyelerde DNA bozunmasi
gerceklesecektir. Uzun sureli saklama (10 ginden fazla) icin kani standart bir
antikoagulan (yuksek molekuler agirlikli DNA gerekiyorsa tercihen EDTA) iceren
tuplerde toplayin ve —20 veya —80°C'de saklayin.
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Onemli Notlar
Protokole baslamadan 6nce 6nemli noktalar

e Kiti aldiktan sonra kit bilesenleri hasar yoniinden kontrol edin. Kabarcikli paketler veya
tampon siseleri hasar gérmusse QIAGEN Teknik Servisi veya yerel distribitériniz ile
iletisime gegin. Sivi dokilmesi durumunda "Guvenlik bilgileri" bélimiine (sayfa 15)
bagvurun. Hasarli kit bilesenlerinin kullanimi disuk kit performansina yol
acabileceginden bunlari kullanmayin.

® Syvi transferleri arasinda daima pipet uclarini degistirin. Capraz kontaminasyonu en
aza indirmek adina aerosol bariyerli pipet uglarinin kullaniimasini éneririz.

® Her zaman tim prosedir boyunca tek kullanimlik eldiven kullanin ve eldivenin érnek
materyali ile kontamine olmadigini diizenli olarak teyit edin. Kontamine olmasi halinde
eldiveni atin.

Capraz kontaminasyonu en aza indirmek igin tek seferde yalniz bir tip agin.

Tam puls vorteksleme adimlarindan sonra, kapaklarin i¢ kismindaki damlalari gidermek
icin mikrosantrifiij tiplerini kisa bir slire santrifiijleyin. Kullanici, tim prosedir boyunca
drneklerin izlenebilirliginin korundugundan emin olmalidir.

TUm santrifijleme adimlari oda sicakliginda (15-25°C) gergeklestirilir.

Baska kitlere ait kit bilesenlerini, lot numaralari birbirine esit degilse kullanmakta
oldugunuz kit ile birlikte kullanmayin.

Kit reaktiflerinden kaynakli mikrobiyal kontaminasyondan kaginin.

Potansiyel olarak enfeksiy6z materyal kaynakli enfeksiyondan kaginmak igin érnekler
parcalanana kadar laminar hava akisina sahip kosullarda galismanizi dneririz.

® Bu kit yalnizca, in vitro tani amagh laboratuvar uygulamasi tizerine egitim almis
personel tarafindan kullaniimalidir.
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Reaktifleri ve tamponlari hazirlama

22

QIAGEN Protease hazirlama

Liyofilize QIAGEN Protease (QP) sisesine 1,2 ml Protease Solvent (PS) ekleyip
dikkatlice karistirin. Képlrmeyi engellemek igin siseyi birkag kez bas asagi gevirerek
karistirin. QIAGEN Protease'in (QP) tamamen ¢6zildiginden emin olun.

Onemli: QIAGEN Protease'l (QP) dogrudan Lizis Tamponu'a (AL) eklemeyin.

Yikama Tamponu 1'i hazirlama

Bir dereceli silindir kullanarak 19 ml konsantre Yikama Tamponu 1 (AW1) iceren siseye
25 ml etanol (%96-100) ekleyin. Cozilmus Yikama Tamponu 1'i (AW1) oda
sicakhginda (15-25 °C) saklayin.

Onemli: Prosediire baslamadan énce mutlaka sulandirilmis Yikama Tamponu 1'i
(AW1) siseyi birkag kez bas asagdi gevirerek karistirin.

Yikama Tamponu 2'yi hazirlama

Bir dereceli silindir kullanarak 13 ml konsantre Yikama Tamponu 2 (AW?2) iceren siseye
30 ml etanol (%96-100) ekleyin. Cozilmus Yikama Tamponu 2'yi (AW2) oda
sicakliginda (15-25 °C) saklayin.

Onemli: Prosediire baglamadan énce mutlaka sulandiriimis Yikama Tamponu 2'yi
(AW?2) siseyi birkag kez bas asagdi gevirerek karistirin.

Elisyon Tamponunu hazirlama

Kit ile bir sise Elisyon Tamponu (AE) tedarik edilmistir. EIisyon Tamponunun (AE)
kontaminasyonunu engellemek igin Elisyon Tamponunu (AE) siseden pipetlerken
aerosol bariyerli pipet uglari kullanilmasini ve ardindan sisenin kapaginin derhal
kapatilmasini siddetle tavsiye ederiz.
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Onemli: Eliisyon Tamponu (AE), 260 nm'de absorbans gésteren koruyucu sodyum
azid icerir. Bu nedenle, 260 nm'de absorbans olgimuyle eltat icindeki DNA'nin
miktarini belirlerken, 260 nm'de veya 280 nm'de absorbans dlgimleriyle elGat igindeki
DNA'nin safligini belirlerken veya 220 nm - 350 nm araliginda absorbans taramasi
yaparken bos 6rnegin, eltat ile ayni konsantrasyonda sodyum azid icerdiginden emin
olun. Ornegin, 50 pl eliiati 100 pl suyla seyrelterek absorbans dlgiimleri icin eliiat
hazirliyorsaniz bos 6rnegi, 50 ul Elisyon Tamponunu (AE) 100 ul suyla seyrelterek
hazirlamalisiniz. Dilisyon islemleri icin taze ve distile su kullanin.

QIAamp Mini déndirme kolonlarinin kullaniimasi

Nukleik asit amplifikasyonu teknolojilerinin duyarliligi nedeniyle, QlAamp Mini déndirme
kolonlari kullanilirken érnek hazirliklari arasinda gapraz kontaminasyondan kaginmak igin
su onlemler gereklidir:

o Ornegi veya gozeltiyi QIAamp Mini déndiirme kolonunu dikkatli bir sekilde uygulayin.
Ornegi, kolon kenarini 1slatmadan QIAamp Mini déndiirme kolonuna pipetleyin.
QlAamp Mini déndirme kolonu membranina pipet ucuyla dokunmaktan kaginin.
Her defasinda yalnizca bir adet QlAamp Mini déndirme kolonunu agin ve aerosol

olusturmaktan kaginin.
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QlAvac 24 Plus vakum sisteminin kurulumu

QlAamp Mini déndirme kolonunun, VacConnector'in (VC) ve VacValve'in kurulumunu dogru
yaptiginizdan emin olun (bkz. Sekil 2).

J

Sekil 2. Orneklerin vakum iglemleri icin QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit bilesenlerinin bir araya getirilmesi.
(1) VacValve, (2) VacConnector (VC) ve (3) QlAamp Mini déndiirme kolonu.

Vakumlama prosedurinid QlAvac 24 Plus vakum sistemiyle gerceklestirmeniz durumunda
orneklerin birbirine karismasini 6nlemek adina Lizis Tuplerinin (LT), Elisyon Tlplerinin (ET)
ve QlAamp Mini dondirme kolonlarinin, Sekil 3'te yer alan (sonraki sayfaya bakin) semaya
gbre etiketlenmesini 6neririz. Bu seklin fotokopisi alinabilir ve érnek adlariyla etiketlenebilir.
Farkli vakum sistemleri kullaniimasi veya dondiirme proseduriiniin kullaniimasi durumunda
benzer bir sema kullaniimasini éneririz.
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Sekil 3. Lizis Tupleri (LT), Eliisyon Tiipleri (ET) ve QlAamp Mini dondiirme kolonlarinin QlAvac 24 Plus vakum
sisteminde kullanimina yo6nelik etiketleme semasi.
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Prosedur

Protokol: Genomik DNA'nin kan orneklerinden,
mikrosantrifij/QIAcube Connect MDx Gzerinde otomatik saflagtirma
kullanilarak izolasyonu ve saflastiriimasi

Mikrosantrifuj kullanilarak veya QlAcube Connect MDx tzerinde otomatik olarak, EDTA veya
sitrat ile islenmis 200 pl tam kan o&rneklerinden genomik DNA'nin izolasyonu ve

saflastirilmasi igin.

Baslamadan dnce dnemli noktalar

® Asagidaki prosedur, tek bir kan érnegdinin islenmesine yonelik talimatlar sunmaktadir.
Bununla birlikte, ayni anda birgok érnek iglenebilir. Ornek sayisi, kullanilan
mikrosantriflijin kapasitesine baghdir.

® QIAcube Connect MDx cihazinda 2—10 veya 12 6rnegin otomatik islenmesi
gerceklestirilebilir.

® Otomasyon igin, kullanici arayiiziinde (QlAcube Connect MDx) yer alan talimatlari
izleyin ve QIAcube Connect MDx Kullanim Kilavuzu belgesine (www.giagen.com

adresindeki Urlin sayfasinda kaynak sekmesi altinda bulunabilir) basvurun.

Baslamadan 6nce yapilacaklar

Kan dérneklerini oda sicakhigina dengeleyin ve iyi karismis olduklarindan emin olun.
Tum reaktiflerin ve QlAamp Mini déndirme kolonlarinin (kapali blister ambalaj iginde)
oda sicakligina dengelendiginden emin olun.

® Adim 4'te kullanmak Uzere bir isitma blogunu 56°C'ye ayarlayin (cihaz disi manuel lizis

ile manuel proseduir ve otomatik prosedur icin gereklidir).
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Yikama Tamponu 1 (AW1), Yikama Tamponu 2 (AW2) ve QIAGEN Protease'in (QP),
sayfa 22'de yer alan "Reaktifleri ve tamponlari hazirlama" talimatlari dogrultusunda
hazirlanmis oldugundan emin olun.

Lizis Tamponu (AL) icinde ¢okelti olustuysa, 56°C'de inkiibe ederek ¢ozduriin.
QIAGEN'deki kalite kontrol proseddrlerinde her bir kit lotu igin islevsel kit piyasaya
surdim testleri kullanilir. Bu nedenle, farkli kit lotlarindan reaktifleri karigtirmayin ve farkh

reaktif lotlarindan ayri reaktifleri bir araya getirmeyin.

Prosedur

Mikrosantrifiij ile manuel prosedur igin 1-15 arasi adimlari izleyin.

Bu prosedur 3 farkli versiyonda otomatik hale getirilebilir:

O Elisyon hacmi: 100 yl tamamen otomatik (adim 1 ile baslayan otomasyon)
O Elisyon hacmi: 200 yl tamamen otomatik (adim 1 ile baslayan otomasyon)
O Manuel lizis: cihaz digi manuel lizis ve 10 pl'lik artiglarla 100-200 pl ellisyon

hacimleri ile kismen otomatik (adim 5 sonrasinda baslayan otomasyon)

20 pyl QIAGEN Protease'l (QP) bir Lizis Tupu (LT) icine pipetleyin.
® Sulandiriimig proteazi kullanmadan dnce son kullanma tarihini kontrol
edin.
Lizis TUpune (LT) 200 pl kan 6rnegi ekleyin.
Lizis TUpune (LT) 200 pl Lizis Tamponu (AL) ekleyip kapagi kapatin ve puls
vorteksleme ile 215 saniye karistirin.
@ Lizisin verimliligini saglamak igin 6rnek ve Lizis Tamponu'in (AL)
homojen bir ¢dzelti verecek sekilde iyice karismasi son derece 6nemlidir.
@ Lizis Tamponu (AL) yuksek viskoziteli oldugu igin dikkatlice pipetleyerek
ve uygun bir pipet kullanarak dogru hacimde Lizis Tamponu (AL)

eklediginizden emin olun.

@ QIAGEN Protease'l (QP) dogrudan Lizis Tamponu'a (AL) eklemeyin.
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10 dakika boyunca 56°C'de inkibe edin.

Kapagin i¢cindeki damlalari gidermek icin Lizis Tupunu (LT) tam hizda 25 saniye

boyunca santrifljleyin.

® Manuel lizis (adim 1-5) cihaz diginda yapilmigsa asagidaki adimlar
(adim 6-15), manuel lizis igin protokol kullanilarak QlAcube Connect

MDx Uzerinde otomatik hale getirilebilir.

Lizis Tupulne (LT) 200 pl etanol (%96—100) ekleyip kapag! kapatin ve puls vorteksleme
ile 215 saniye boyunca iyice karigtirin.

Kapagin igindeki damlalari gidermek igin Lizis TUpUni (LT) tam hizda =5 saniye
boyunca santrifijleyin.

Adim 7'deki lizatin tamamini QlAamp Mini dondiirme kolonuna kenarini islatmadan
dikkatlice uygulayin. QlAamp Mini déndiirme kolonu membranina pipet ucuyla

dokunmaktan kaginin.

@ Birden fazla 6rnek isliyorsaniz bir seferde sadece bir Lizis Tupu (LT)
acin.
QlAamp Mini dondirme kolonunun kapagdini kapatin ve 1 dakika boyunca yaklasik
6000 x g'de santrifijleyin. QlAamp Mini déndirme kolonunu temiz bir yikama tiptne (WT)

yerlestirin ve stzintlyu iceren tupd atin.

(D 6000 x g hizda (8000 rpm) santriflj isleminden sonra lizat membrandan
tamamen ge¢gmediyse, tam hizda (20.800 x g hiza kadar) 1 dakika
boyunca yeniden santrifijleyin.

@ Lizat santrifijleme sirasinda hala membrandan gegmiyorsa sayfa 27'de
yer alan adim 1'den baslayarak, 6rnegi atip izolasyon ve saflastirmayi

yeni 6rnek materyaliyle tekrarlayin.

10. QlAamp Mini dondiirme kolonunu dikkatlice agip kenari i1slatmadan 500 pl Yikama

28

Tamponu 1 (AW1) ekleyin. QlAamp Mini déndirme kolonu membranina pipet ucuyla

dokunmaktan kaginin.
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11. QlAamp Mini dondiirme kolonunun kapagini kapatin ve 1 dakika boyunca yaklasik
6000 x g'de santrifujleyin. QlAamp Mini déndirme kolonunu temiz bir yikama tuptne

(WT) yerlestirin ve sliziintlyl iceren tlpU atin.

12. QlAamp Mini déndirme kolonunu dikkatlice agip kenari i1slatmadan 500 pl Yikama
Tamponu 2 (AW2) ekleyin. QlAamp Mini déndirme kolonu membranina pipet ucuyla

dokunmaktan kaginin.

13. QlAamp Mini dondirme kolonunun kapagini kapatin ve 1 dakika boyunca tam hizda
(yaklasik 20.000 x g veya 14.000 rpm) santriftjleyin. QIAamp Mini dondiirme kolonunu
temiz bir yikama tuplne (WT) yerlestirin ve stzuntiyu igeren tipa atin.

Membrani tamamen kurutmak igin tam hizda (yaklasik 20.000 x g veya 14.000 rpm)

3 dakika boyunca santrifujleyin.

®

Kuru santrifujleme adiminin atlanmasi, asagi akislh tahlilin inhibisyonuna
yol acgabilir.

14. QlAamp Mini dondiirme kolonunu yeni bir Elisyon Tipune (ET) yerlestirin ve

sUizlintlyU iceren yikama tUpinu (wash tube, WT) atin. QIAamp Mini dondirme

kolonunun kapagini dikkatlice agin ve membranin ortasina 50 ila 200 pl Elisyon

Tamponu (AE) uygulayin.

®

®

Asagi akigli tahlilin inhibisyonuna yol acabilecek, kalan yikama
tamponlariyla kontaminasyondan kaginmak i¢in yeni bir Ellisyon
Tapundn kullaniimasi énemlidir.

Elisyon Tamponunun (AE) membranin ortasina dagitiimasi, nikleik
asitlerin ve Elisyon Tamponunun (AE) optimum sekilde alinmasini
saglamak adina daha kuiglk ellisyon hacimleri elde etmek bakimindan
ozellikle 6nemlidir.

15. Kapagi kapatin ve oda sicakliginda 1 dakika boyunca inkiibe edin. DNA ellisyonunu
saglamak igin yaklasik 6000 x g'de (8000 rpm) 1 dakika boyunca santriftjleyin.

®

®

Elisyon TupuU kapaklarini, rotorun déniis yoniniin tersine bakacak
sekilde yonlendirin (6rn. rotor saat yoniinde donliyorsa kapaklari saat
yonunin tersine bakacak sekilde yonlendirin).

Tdm otomatik prosedurlerde, biten ¢calismadan hemen sonra elGatlar
cihazdan cikarin ve uygun sekilde saklayin.
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Protokol: Genomik DNA'nin kan orneklerinden, vakum sistemi
kullanilarak izolasyonu ve saflastiriimasi

Genomik DNA'nin EDTA veya sitrat ile iglenmis 200 pl'lik tam kan orneklerinden,
QlAvac 24 Plus vakum sistemi gibi bir vakum sistemi kullanilarak izolasyonu ve

saflastiriimasi igin.

Baslamadan dnce dnemli nokta

Asagidaki prosedur, tek bir kan 6rneginin islenmesine yodnelik talimatlar sunmaktadir.
Bununla birlikte, QlAvac 24 Plus vakum sisteminde ayni anda 24'e kadar ¢rnek islenebilir.

Baslamadan 6nce yapilacaklar

Kan 6rneklerini oda sicakligina dengeleyin ve iyi karismis olduklarindan emin olun.
Tdm reaktiflerin ve QlAamp Mini dondirme kolonlarinin (kapal blister ambalaj icinde)
oda sicakligina dengelendiginden emin olun.
Adim 4'te kullaniimak Uzere bir 1sitma blogunu 56°C'ye getirin.
Yikama Tamponu 1 (AW1), Yikama Tamponu 2 (AW2) ve QIAGEN Protease'in (QP),
sayfa 22'de yer alan "Reaktifleri ve tamponlari hazirlama" talimatlari dogrultusunda
hazirlanmis oldugundan emin olun.
Lizis Tamponu (AL) icinde ¢okelti olustuysa, 56°C'de inkibe ederek ¢ozduriin.
Capraz kontaminasyonu en aza indirmek i¢in vakum sisteminin her bir luer adaptériine
birer VacConnector (VC) yerlestirin.

® Vakum sisteminin atik sisesinin bos oldugundan ve tim baglantilarin dogru
yapildigindan emin olun.

® Vakum sisteminin ¢alistirlmasina, 6zellikle de bakima iliskin ayrintilar i¢in Urtinle
verilen el kitabina bagvurun.

® QIAGEN/'deki kalite kontrol prosedirlerinde her bir kit lotu igin islevsel kit piyasaya
surdm testleri kullanilir. Bu nedenle, farkli kit lotlarindan reaktifleri karigtirmayin ve farkl

reaktif lotlarindan ayri reaktifleri bir araya getirmeyin.
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Prosedur

1. 20 pyl QIAGEN Protease'l (QP) bir Lizis Tupu (LT) igine pipetleyin.

® Sulandiriimig proteazi kullanmadan dnce son kullanma tarihini kontrol
edin.

2. Lizis Tipulne (LT) 200 pl kan 6rnegi ekleyin.
3. Lizis Tuptne (LT) 200 ul Lizis Tamponu (AL) ekleyip kapagi kapatin ve puls
vorteksleme ile 215 saniye karistirin.
@ Lizisin verimliligini saglamak igin 6rnek ve Lizis Tamponu'in (AL)
homojen bir ¢cdzelti verecek sekilde iyice karismasi son derece 6nemlidir.

@ Lizis Tamponu (AL) yuksek viskoziteli oldugu igin dikkatlice pipetleyerek
ve uygun bir pipet kullanarak dogru hacimde Lizis Tamponu (AL)

eklediginizden emin olun.
@ QIAGEN Protease'l (QP) dogrudan Lizis Tamponu'a (AL) eklemeyin.
4. 10 dakika boyunca 56°C'de inkibe edin.

5. Kapagin igindeki damlalari gidermek igin Lizis Tipuni (LT) tam hizda =5 saniye

boyunca santrifijleyin.

6. Lizis Tuptne (LT) 200 ul etanol (%96—-100) ekleyip kapagdi kapatin ve puls vorteksleme

ile 215 saniye boyunca iyice karistirin.

7. Kapagin igindeki damlalari gidermek igin Lizis TUplnu (LT) tam hizda 25 saniye
boyunca santrifjleyin.

8. QlAamp Mini déndirme kolonunu, vakum sisteminin VacConnector'i (VC) igine
yerlestirin. Ana vakum valfinin (vakum sistemi ile vakum manifoldu arasinda) ve vidali
kapakl valfin (vakum manifoldu Gzerinde) kapali oldugundan emin olun. Vakum

pompasini agin.

QlAamp Mini déndirme kolonunun kabarcik icine yerlestirildigi yikama tlptnd (WT)
(2 ml) atin.
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10.

32

Vakum yalnizca baglanti sistemine (kullaniliyorsa) uygulanir; vakum manifolduna

uygulanmaz.

Adim 7'deki lizatin tamamini QlAamp Mini dondiirme kolonuna kenarini islatmadan
dikkatlice uygulayin. QlAamp Mini dondirme kolonu membranina pipet ucuyla

dokunmaktan kaginin.

® Birden fazla drnek isliyorsaniz bir seferde sadece bir Lizis Tupu (LT)
acin.
Ana vakum valfini agin. Lizat, QlAamp Mini dondirme kolonundan g¢ekildikten sonra
ana vakum valfini kapatin ve manifoldu havalandirmak igin vakum manifoldu tGzerindeki
vidal kapakh valfi agin. Vakum, manifolddan salindiktan sonra vidali kapakli valfi

kapatin.

Ana vakum valfini kapattiktan sonra vakum yalnizca baglanti sistemine (kullaniliyorsa)

uygulanir; vakum manifolduna uygulanmaz.

@ Vakumun hizlica salinmasi igin vakum manifoldunun vidal kapakl valfini
kullanin.
@ Ayni anda birgok QIAamp Mini dondiirme kolonu islemeniz durumunda

bu vakumlama adiminin siresini kisaltmak adina lizat gectikten sonra

her bir kolonun VacValve'inin kapatilmasini éneririz.

(D Lizat, 10 dakika gegctikten sonra membran icinden tamamen ge¢mediyse
QlAamp Mini déndirme kolonunu temiz bir yikama tupine (WT)
yerlestirin, kapagi kapatin ve 3 dakika boyunca veya lizat tamamen
icinden gecene kadar 6000 x g (8000 rpm) hizda santrifijleyin. QlAamp
Mini ddndirme kolonunu, bagka bir temiz yikama tiplne (WT) yerlestirin

ve sayfa 32'da yer alan protokoldeki adim 10 ile devam edin.

(D Lizat santrifujleme sirasinda hala membrandan ge¢cmiyorsa sayfa 31'de
yer alan adim 1'den baslayarak, ornegdi atip izolasyon ve saflastirmayi
yeni 6rnek materyaliyle tekrarlayin.
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11. QlAamp Mini déndirme kolonuna, kenarini islatmadan 750 pl Yikama Tamponu 1
(AW1) uygulayin. QlAamp Mini déndirme kolonu membranina pipet ucuyla
dokunmaktan kaginin. Kolon kapagini agik birakin ve ana vakum valfini agin. Yikama
Tamponu 1 (AW1), QlAamp Mini dondirme kolonundan cekildikten sonra ana vakum
valfini kapatin ve manifoldu havalandirmak igin vidali kapakli valfi agin. Vakum,
manifolddan salindiktan sonra vidali kapakli valfi kapatin.

12. QlAamp Mini déndiirme kolonuna, kenarini islatmadan 750 pl Yikama Tamponu 2
(AW2) uygulayin. QlAamp Mini déndirme kolonu membranina pipet ucuyla
dokunmaktan kaginin. Kolon kapagini acik birakin ve ana vakum valfini agin. Yikama
Tamponu 2 (AW2), QlAamp Mini dondiirme kolonundan gekildikten sonra ana vakum
valfini kapatin ve manifoldu havalandirmak igin vidali kapakli valfi agin. Vakum,

manifolddan salindiktan sonra vidali kapakl valfi kapatin.

13. QlAamp Mini dondiirme kolonunun kapagini kapatin, vakum sisteminden ayirin ve
VacConnector'l atin (VC). QlAamp Mini ddndirme kolonunu temiz bir yikama tipiine
(WT) yerlestirin ve membrani tamamen kurutmak igin 3 dakika boyunca tam hizda
(yaklasik 20.000 x g veya 14.000 rpm) santrifGjleyin.

@ Kuru santrifijleme adiminin atlanmasi, asagi akish tahlilin inhibisyonuna
yol acabilir.

14. QlAamp Mini dondirme kolonunu yeni bir Elisyon Tipune (ET) yerlestirin ve
stzlntlyd iceren yikama tipund (WT) atin. QlAamp Mini dondirme kolonunun
kapagini dikkatlice agin ve membranin ortasina 50 ila 200 ul Elisyon Tamponu (AE)
uygulayin.

® Asagi akigli tahlilin inhibisyonuna yol agabilecek, kalan yikama
tamponlariyla kontaminasyondan kaginmak i¢in yeni bir Elisyon

TapUndn (ET) kullaniimasi énemlidir.

@ Eltisyon Tamponunun (AE) membranin ortasina dagitiimasi, nikleik
asitlerin ve Elisyon Tamponunun (AE) optimum sekilde alinmasini
saglamak adina daha kuguk eltisyon hacimleri elde etmek bakimindan

ozellikle 6Gnemlidir.
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15. Kapagi kapatin ve oda sicakliginda 1 dakika boyunca inklibe edin. DNA ellisyonu
saglamak igin 6000 x g (8000 rpm) hizda 1 dakika boyunca santrifijleyin.

@ ElGsyon Tipu (ET) kapaklarini, rotorun dénds ydnlniin tersine bakacak
sekilde yonlendirin (6rn. rotor saat yoninde donuyorsa kapaklari saat
yonlnin tersine bakacak sekilde yonlendirin).

® Bu protokoll gergeklestirdikten sonra, vakum sistemine yénelik bakim
prosediriini izleyin (daha fazla ayrinti igin vakum sistemi ile birlikte

verilen el kitabina bakin).
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Kalite Kontrol

QIAGEN'in ISO sertifikali Kalite Yonetim Sistemi uyarinca her QlAamp DSP DNA Blood Mini
Kit, tutarli Uriin kalitesini saglamak Uzere 6nceden belirlenmis spesifikasyonlara gore test

edilir.
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Sinirlamalar

Sistem performansi, genomik DNA'nin izolasyonuna yoénelik tam kan kullanilarak ortaya
konmamisgtir.

QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit'in kullanimi ile ilgili bilgiler "Agiklama ve ilke" bélimiinde
bulunabilir. Otomatik prosedir, "Protokol: Genomik DNA'nin kan &rneklerinden,
mikrosantrifij/QIAcube Connect MDx UGzerinde otomatik saflastirma kullanilarak izolasyonu
ve saflastinimasi" béliminde ayrintilariyla agiklanmistir.

Laboratuvarlarinda kullanilan ve QIAGEN performans galismalarinin kapsaminda olmayan

herhangi bir prosedir i¢in sistem performansini dogrulamak kullanicinin sorumlulugundadir.

Taniya yonelik sonuglar tzerinde olumsuz etki riskini minimuma indirmek tzere asagi akish
uygulamalar icin yeterli kontroller kullaniimahdir. Daha ileri dogrulama igin "International
Conference on Harmonisation of Technical Requirements (ICH) ICH Q2 (R1) Validation of
Analytical Procedures: Text And Methodology" kilavuz ilkeleri 6nerilir.

Elde edilmis herhangi bir tani amagh sonucun diger klinik veya laboratuvar bulgulari ile

birlikte yorumlanmasi gerekir.
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Performans Ozellikleri

Gegcerli performans 6zellikleri, www.qiagen.com adresindeki Urlin sayfasinda kaynak

sekmesi altinda bulunabilir.
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Sorun Giderme Kilavuzu

Bu sorun giderme kilavuzu ortaya ¢ikabilecek sorunlarin ¢éziiminde yardimci olabilir. Daha
fazla bilgi icin ayrica Teknik Destek Merkezimizdeki Sik Sorulan Sorular sayfasina da
bakin: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN Teknik Servisindeki bilim insanlari
bu el kitabindaki bilgi ve protokollerle ya da érnek ve/veya tahlil teknolojileriyle ilgili herhangi
bir sorunuzu cevaplandirmaktan daima mutlu olacaktir (irtibat bilgileri icin www.qiagen.com

adresini ziyaret edin).

Yorumlar ve oneriler

Genel kullanim

a) Pipet uglarinin érnek Ornek transferinden énce kan érneklerini iyice karistirin (6rnegin tiipleri birkag
transferi sirasinda defa bas asagi cevirerek). Donmus 6rnekler 37°C'lik bir su banyosunda iyice
tikanmasi karismalarini saglamak igin hafifge galkalanarak gabucak ¢ézdirtimeli ve

ardindan prosedir baslatilmadan énce oda sicakligina (15-25°C)
dengelenmelidir.

Orneklerde kan pihtilari bulunmasindan kaginmaya galisin ve érnegi pihtilar
olmadan aktarin. Dondurulmus 6rneklerin ¢ézdirilmesi sirasinda olugsan
kriyopresipitatlar, Ql/Aamp Mini déndirme kolonu membranini tikar veya
otomatik prosedir sirasinda sorunlara yol agabilir.

b)  Tikanmig QlAamp Mini Dondiirme is akisi:

déndtrme kolonu 6000 x g hizda (8000 rpm) santrifiij isleminden sonra lizat membrandan

tamamen ge¢cmediyse, tam hizda (20.800 x g hiza kadar) 1 dakika boyunca
yeniden santrifiijleyin.

Lizat santrifijleme sirasinda hala membrandan gegmiyorsa adim 1'den
baslayarak, 6rnegdi atip izolasyon ve saflastirmayi yeni érnek materyaliyle
tekrarlayin.

Vakumlama is akisi:
Akis hizi distllyse vakumlama suresi uzatilabilir.

Alternatif olarak, kullaniliyorsa VacValve'i kapatin ve lizat kaybi olmadan
VacConnector—VacValve grubunu QlAamp Mini déndiirme kolonundan
dikkatlice gikarin.

QlAamp Mini déndlrme kolonunu vakum manifoldundan ¢ikarin, 2 ml'lik bir
yikama tupune yerlestirin ve 6rnek membrandan tamamen gecene kadar tam
hizda déndirin. Kalan lizati igeren VacConnector-VacValve grubunu tekrar
yerine yerlestirin. Vakum pompasini acin, VacValve'i agin ve kalan lizati
ylklemeye devam edin.

QlAamp Mini déndlrme kolonu tikanmaya devam ederse yukaridaki proseduri
tekrarlayin.

Lizat santrifijleme sirasinda hala membrandan ge¢miyorsa adim 1'den
baslayarak, 6rnegi atip izolasyon ve saflastirmayi yeni 6rnek materyaliyle
tekrarlayin.
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Yorumlar ve oneriler

c) Lizis Tamponu (AL)
icinde cokelti olustu

d)  Degisken elisyon
hacimleri

e)  Yaklasik 800-900 mbar
vakum basincina
ulasiimadi

f) Otomatik is akisinda
gorilen sorunlar igin

Diisiik DNA verimi

a) Tam olmayan 6rnek
lizisi

Genel bilgiler

Tekrarlanan dondurma ve ¢ézdlrme nedeniyle kriyopresipitatlar olusmus
olabilir. Bunlar QlAamp Mini déndiirme kolonunu tikayabilir. 3 defadan fazla
dondurulmus ve ¢6zdurilmis kan érneklerini kullanmayin. Donmus 6rnekler
37°C'lik bir su banyosunda iyice karismalarini saglamak igin hafifce
calkalanarak gabucak ¢oézdirllmeli ve ardindan prosediir baglatiimadan 6nce
oda sicakligina (15-25°C) dengelenmelidir.

Lizis Tamponu'i (AL) 56°C'de inkiibe ederek ¢ozin.

Kazanilan eltatin hacmi, 6rnegin niteligine baghdir.

Santrifijleme sonrasinda déndiirme kolonu membrani tarafindan tutulan kalan
Elisyon Tamponu (AE) nedeniyle, kazanilan eliiat hacmi, kolona uygulanan
elisyon tamponu hacminden dusk olabilir.

Ellisyon Tamponunu (AE) membranin ortasina uygulayin. Elisyon
Tamponunun (AE) membranin ortasina dagitilmasi, nikleik asitlerin ve Ellisyon
Tamponunun (AE) optimum sekilde alinmasini saglamak adina daha kiigik
elisyon hacimleri elde etmek bakimindan 6zellikle 6nemlidir.

Vakum manifoldu sikica kapatiimamistir. Vakum acildiktan sonra vakum
manifoldunun kapagina bastirin. Vakum basincina ulasilip ulagiimadigini
kontrol edin. QlAvac kapaginin contasi aginmigtir. Manifoldun contasini gérsel
olarak kontrol edin ve gerekirse degistirin.

VacValves asinmistir. Tim VacValves pargalarini gikarin ve VacConnectors (VC)
Urliniini dogrudan luer uzantilarina yerlestirin. QIAamp Mini déndiirme kolonlarini
VacConnectors (VC) icine yerlestirin, kolonlarin kapagini kapatin ve vakumu agin.
Vakum basincina ulasilip ulagiimadigini kontrol edin. Gerekirse VacValves trinini
degistirin.

Vakum pompasi baglantisinda kagak vardir. Tim luer uzantilarini luer kapaklari
ile kapatin ve vakum pompasini agin. Pompa agildiktan sonra vakum basincinin
stabil olup olmadigini (ve Vacuum Regulator valfinin kapali olup olmadigini)
kontrol edin. Gerekirse pompa ile vakum manifoldu arasinda baglanti degisimi
yapin.

Vakum basincina hala ulasilamiyorsa vakum pompasini daha guigla bir
pompayla degistirin.

QIAcube Connect MDx Kullanim Kilavuzu belgesine (www.qiagen.com
adresindeki Urtin sayfasinda kaynak sekmesi altinda bulunabilir) bakin.

QIAGEN Protease (QP), uzun siire boyunca yiiksek sicakliga maruz birakilmasi
halinde etkinligini yitirebilir. Prosediri yeni érnekler ve taze QIAGEN Protease
(QP) kullanarak tekrarlayin.

QIAGEN Protease'l (QP), yukaridaki talimatlar dogrultusunda Protease Solvent
(PS) ile gozdiiglinlizden emin olun. Koplrmeyi engellemek igin siseyi birkag kez
bas asagi gevirerek karistirin. QIAGEN Protease'in (QP) tamamen
¢6zuldugiinden emin olun. QIAGEN Protease'i (QP) dogrudan Lizis Tamponu'a
(AL) eklemeyin.

Lizisin verimliligini saglamak igin 6rnek ve Lizis Tamponu'in (AL) homojen bir
cOzelti verecek sekilde iyice karismasi son derece 6nemlidir. Lizis Tamponu
(AL) ylksek viskoziteli oldugu igin dikkatlice pipetleyerek ve uygun bir pipet
kullanarak dogru hacimde Lizis Tamponu (AL) eklediginizden emin olun.
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Yorumlar ve oneriler

b)

d)

e)

%96-100 yerine disik
ylzdeli etanol
kullaniimasi

Buffer AW1 veya Buffer
AW?2 yanlis hazirlandi

Kan érnekleri uygun
sekilde saklanmadi

Donmus kan érnekleri
¢bzdirme sonrasinda
uygun sekilde
karistiriimadi

Saflastirma prosedurini yeni 6rnekler ve %96-100 etanol ile tekrarlayin.
Metanol veya metiletilketon gibi bagka maddeler iceren denature alkol
kullanmayin.

Prosedur baslatiimadan énce Buffer AW1 ve Buffer AW2 konsantrelerinin dogru
hacimde %96-100 etanol ile seyreltildiginden ve sise birkag kez bas asagi
cevrilerek karistirildigindan emin olun.

Saflastinimig DNA'nin verimi ve kalitesi kanin saklanma kosullarina baghdir.
Daha taze olan kan 6rnekleri daha iyi sonuglar verebilir. 10 gline kadar olan
kisa sureli saklama igin 2—-8°C'de saklama 6neririz. Bununla beraber, "southern
blotting" gibi maksimum pargacik boyutu gerektiren uygulamalar igin yalnizca

3 gline kadar 2—8°C'de saklama yapilmasini 6neririz ¢linkl bu siireden sonra
disuk seviyelerde DNA bozunmasi gergeklesecektir. Uzun sireli saklama

(10 guinden fazla) igin kani standart bir antikoagtilan (yiiksek molekler agirlikli
DNA gerekiyorsa tercihen EDTA) iceren tuplerde toplayin ve —20 veya —80°C'de
saklayin.

Donmus 6rnekler 37°C'lik bir su banyosunda iyice karigsmalarini saglamak igin
hafifge ¢alkalanarak gabucak ¢ézdirilmeli ve ardindan prosedir baslatiimadan
once oda sicakhgina (15-25°C) dengelenmelidir.

DNA, asagi akiglh reaksiyonlarda iyi performans gostermiyor

a)

b)

d)

e)

40

ElGat icinde gok az DNA
var veya hig DNA yok

Uygun olmayan ellisyon
hacmi kullanildi

Yetersiz DNA kullanildi

Fazla DNA kullanildi

Potansiyel inhibitor
taginmasi

Olasi nedenler igin yukaridaki "Diistiik DNA verimi" kismina bakin. Mimkiinse
reaksiyona eklenen ellat miktarini artirin.

Asag akisli uygulamaniz igin uygun olan maksimum eliiat hacmini belirleyin.
Asagdi akisl uygulamaya eklenen eltiat hacmini uygun sekilde azaltin veya
artirin. Eltsyon hacmi orantili olarak uyarlanabilir. Daha dusiik Buffer AE
hacimleriyle eliisyon, daha yiiksek niikleik asit konsantrasyonlari saglar ancak
daha distk toplam verimle sonuglanabilir.

Saflastiriimis DNA'nin miktarini, 260 nm'de spektrofotometrik absorbans
Olclimiyle belirleyin.

Fazla DNA, bazi enzimatik reaksiyonlari inhibe edebilir. Saflastiriimis DNA'nin
miktarini, 260 nm'de spektrofotometrik absorbans élgtimuyle belirleyin.

Asagdi akisgli tahlilin potansiyel inhibisyonunu énlemek icin ellisyon éncesinde
kuru santrifiijleme adimini uyguladiginizdan emin olun. Asagi akisli tahlilin
inhibisyonuna yol agabilecek, kalan yikama tamponlariyla kontaminasyondan
kaginmak igin yeni bir Eliisyon Tipunun (ET) kullaniimasi énemlidir.
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Semboller

Asagidaki semboller, kullanim talimatlarinda veya ambalaj ve etiket tizerinde goéralur:

Sembol

Sembol tanimi
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<N> reaksiyon i¢in yeterli reaktif igerir

Son kullanma tarihi

Bu Urln, in vitro tani amagh tibbi cihazlar i¢in Avrupa
Yonetmeligi 2017/746'nin gerekliliklerini karsilamaktadir.

in vitro tani amagli tibbi cihaz

Gelince

Teslim edildikten sonra QIAamp Mini dondirme
kolonlarini agin ve 2-8°C'de saklayin

Katalog numarasi

Lot numarasi

Malzeme numarasi (bilesen etiketi)

Bilesenler

icindekiler
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Sembol

Sembol tanimi

42

= HH

=

VOL

ADD

LYOPH

RCNS

Numara

Kiresel Ticaret Parca Numarasi

R, Kullanim Talimatlari revizyonu olup n ise revizyon

numarasidir

Sicaklik sinirlamasi

Uretici

Kullanim talimatlarina bakin

Hacim

Siseye etanol kattiktan sonra gegerli tarihi yazin

Ekleme

Liyofilize

Yeniden hazirlama maddesi

Etanol
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Sembol

Sembol tanimi

GuHClI

SUBT

UDI

Guanidin hidroklortr

Subtilizin

Suna neden olur

Kullanim talimatlarina bakin

Onemli not

Benzersiz cihaz tanimlayici
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Siparis Bilgileri

Uriin icerik Kat. no.
QlAamp DSP DNA Blood Mini 50 terkip icin: QlAamp Mini Spin 61104
Kit (50) Columns, Tamponlar, Reaktifler,
Tapler, VacConnectors

igili Giriinler

QlAcube Connect MDx* Cihaz ve pargalar ve isgilik igin 1 yillik 9003070
garanti

Aksesuarlar

QlAvac 24 Plust 1-24 déndirme kolonunu islemek 19413
icin vakum manifoldu: QlAvac 24
Plus Vacuum manifold, Luer Tapalar,
Hizli Baglanti Elemanlari igerir

Vacuum Pump (230 V, 50 Hz)f Evrensel vakum pompasi 84020
(34 litre/dak kapasite, 8 mbar mutlak
vakum)

VacConnectors (500)f Luer konektorlerinde QlAamp 19407
doéndirme kolonlariyla kullanim igin
500 tek kullanimlik konektér

VacValves (24) QlAvac 24 ve QlAvac 24 Plus ile 19408
kullaniimak UGzere 24 valf

Vacuum Regulator QlAvac manifoldlari ile kullaniimak 19530
lzere

QlAvac Connecting System Vakum manifoldunu vakum 19419

44

pompasina baglamak igin

sistem: Tepsi, Atik Siseleri, Borular,
Baglanti Elemanlari, Valf, Olgim
Aleti, 24 VacValves igerir
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Uriin icerik Kat. no.

Rotor Adapters (10 x 24) 240 terkip icin: 240 Tek Kullanimlik 990394
Rotor Adaptért ve 240 Ellisyon Tupl
(1,5 ml); QlAcube Connect MDx ile
kullaniimak tzere

Rotor Adapter Holder 12 tek kullanimlik rotor adapt6ra igin 990392
tutucu; QlAcube Connect MDx ile
kullaniimak Gzere

Sample Tubes CB (2 ml) 1000 etekli tabansiz konik vida kapakli 990382
tlp (2 ml); QlAcube Connect MDx ile
kullaniimak Gzere

Shaker Rack Plugs Calkalayici Rafi Tikaglari (12) 9017854

Reagent Bottles, 30 ml (6) Reaktif Siseleri (30 ml) kapakli; 6'li 990393
paket; QlAcube Connect MDx ile
kullaniimak Gzere

Filter-Tips, 1000 ul (1024) Tek Kullanimlik Filtre Uglart, 990352
askilanmisg; (8 x 128). QlAcube
Connect MDx ile kullaniimak tzere

Filter-Tips, 1000 pl, wide-bore Tek Kullanimlik Filtre Uglari, genis 990452
(1024) delikli, askilanmis; (8 x 128); tim

protokoller icin gerekli degildir.

QlAcube Connect MDx ile

kullaniimak Gzere

Filter-Tips, 200 pl (1024) Tek Kullanimlik Filtre Uglari, 990332
askilanmis; (8 x 128). QlAcube
Connect MDx ve QlAsymphony
SP/AS cihazlariyla kullanim igindir
* QIlAcube Connect MDx tiim ilkelerde mevcut degildir. Daha ayrintili bilgi igin litfen QIAGEN Teknik Servisleri ile
iletisime gegin.
T Vakum protokolleri ile kullanim igin.
Gincel lisanslama bilgileri ve Urine 6zgl ret beyanlar icin ilgili QIAGEN kiti Kullanim
Talimatlarina bakin. QIAGEN kiti Kullanim Talimatlari www.qiagen.com adresinde

bulunabilir veya QIAGEN Teknik Servislerinden veya yerel distribltériiniizden istenebilir.
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Belge Revizyon Gecmisi

Revizyon Aciklama

R1, Haziran 2022 Versiyon 3, Revizyon 1

IVDR ile uyum igin Kit Versiyonu 3'e glincelleme
Aciklama ve Ilke bélimiiniin giincellenmesi
Saglanan Materyaller (aktif bilesenlerin eklenmesi)
ve Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Materyaller
bélimlerinin glincellenmesi

Uyarilar ve Onlemler béliimiiniin giincellenmesi (Acil
durum bilgilerinin ve Bertaraf boliminin eklenmesi)
Reaktif Saklama ve Kullanma bdlimuanin
glncellenmesi

Numune Alma, Saklama ve Kullanma boliminin
glncellenmesi

Onemli Notlar ve Prosediir bolimlerinin
glncellenmesi

Sinirlamalar bélimindn glincellenmesi

Performans Ozellikleri bdliimiinin giincellenmesi
Semboller bolimunin gincellenmesi

Siparis Bilgileri bolimUnin gliincellenmesi
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QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit igin Sinirli Lisans Sézlesmesi

Bu riintin kullanimi herhangi bir alicinin veya rtin kullanicisinin asagidaki kosullari kabul ettigi anlamina gelir:

1. Uriin yalnizca iiriinle birlikte ve bu el kitabinda verilen protokollere uygun olarak kullanilabilir ve yalnizca panelin iginde bulunan bilesenlerle kullanim igindir.
QIAGEN, bu panel ile birlikte verilen bilesenlerin el kitabinda ve www.giagen.com adresinden ulasilabilen ek protokollerde belirtilenlerin disinda bu panelin iginde
yer almayan herhangi bir bilesenle kullanimi veya birlestirimesi igin kendi fikri milkiyet haklarinin herhangi biri altinda lisans hakki vermez. Bu ek protokollerden
bazilari QIAGEN kullanicilari tarafindan QIAGEN kullanicilar igin saglanmistir. Bu protokoller QIAGEN tarafindan kapsamli sekilde test edilmemis veya optimize
edilmemistir. QIAGEN (giinci taraflarin haklarini ihlal etmedigini garanti etmez ve beyan etmez.

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

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

4. QIAGEN agikea ifade edilenlerin disinda agik veya zimni diger tiim lisanslari agikga reddeder.

5. Panelin alicisi veya kullanicisi yukarida yasaklanan eylemlere neden olabilecek veya kolaylastirabilecek herhangi bir girisimde bulunmayacagini ve baska

birisine izin vermeyecegini kabul eder. QIAGEN herhangi bir Mahkemede bu Sinirli Lisans Anlagsmasi yasaklamalarini uygulayabilir ve bu sinirli lisans anlagmasinin
veya panel ve/veya bilesenleriyle ilgili fikri mlkiyet haklarinin herhangi birinin uygulanmasina yol agan tiim durumlarda avukat ticreti dahil tim sorusturma ve
mahkeme masraflarini geri alabilir.

Giincellenmis lisans sartlari igin bkz. www.qgiagen.com.

Ticari Markalar: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp®, QlAcube® (QIAGEN Group); Sarstedt® (Sarstedt AG and Co. KG).
Jun-2022 HB-3030-001 1127543 © 2022 QIAGEN, tiim haklari saklidir.
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