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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN her biyolojik 6rnegdin igeriginin saptanmasi ve izolasyonunu mumkun
kilacak sekilde yenilikgi ornek ve test teknolojilerinin 6nde gelen saglayicisidir.
Gelismis ve yUksek kalitede Urtnlerimiz ve hizmetlerimiz érnekten sonuca
kadar basariyi garanti eder.

QIAGEN sunlarda standartlan belirler:

B DNA, RNA ve protein saflastirma

B Ndukleik asit ve protein testleri

B mikroRNA arastirmasi ve RNAI

B Ornek ve test teknolojilerinin otomasyonu

Misyonumuz, ustun basari ve dnemli buluslar elde etmenizi saglamaktir. Daha
fazla bilgi icin, www.giagen.com adresini ziyaret edin.
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Kullanim Amaci

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

Uriintin, molekiler biyoloji teknikleri konusunda egitiimis teknisyenler ve
doktorlar gibi profesyonel kullanicilar tarafindan kullanilmasi amaclanmistir.

QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit, in vitro tani amaglh kullanima ydneliktir.

Ozet ve Aciklama

QlIAamp DSP DNA Blood Mini Kit, genomik DNA'nin 200 ul tam kandan izole
edilmesi ve saflastiriimasina yoénelik hizli ve kolay bir ydontem saglamak adina
iyi yapilandirilmig bir teknoloji kullanir.

Birden fazla kan 6rneginin es zamanli iglenmesi icin tasarlanan QlAamp DSP
DNA Blood Mini prosedurleri ile saflastiriimis ve kullanima hazir DNA elde
edilir. Prosedurler, taze veya dondurulmus tam kan ile kullanima ve sitrat veya
EDTA ile islem gormus kan ile kullanima uygundur.

Kolay QIAamp DSP doéndirme ve vakumlama prosedurleri, birden fazla
ornegin es zamanl islenmesi i¢cin uygundur. QlAamp dondurme
prosedurlerinden bazilari, yuksek standardizasyon ve kullanim kolayligi
saglamak adina QlAcube® lizerinde tamamen otomatik hale getirilebilir (bkz:
sayfa 6).

Lokositlerin dnceden ayrilimis olmasi gerekmez. Prosedurler fenol/kloroform
ekstraksiyonu veya alkol presipitasyonu gerektirmez; asgari kullanici etkilesimi
gerektirir ve bdylece, potansiyel olarak enfeksiydz érnekler tizerinde givenle
caligsilmasini saglar. Prosedurler, ornekten drnege ¢apraz kontaminasyonu
minimum duzeyde tutmak Uzere tasarlanmistir. Saflastiriimig DNA, PCR veya
diger uygulamalarda kullanima hazir olup alternatif olarak, daha sonra
kullanilmak Uzere —25°C ila —15°C sicaklikta saklanabilir.
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Prosedur Prensipleri

Her QlIAamp DSP DNA Blood Mini proseduru 4 adimdan olusgur:
B Kan orneginde hlcrelerin pargalanmasi

B Hducre lizatinda bulunan genomik DNA'nin, QlIAamp Mini donel kolon
membranina baglanmasi

B Membranin yikanmasi
B Genomik DNA'nin membrandan ayristiriimasi

Bu el kitabinda, 2 alternatif QIAamp DSP DNA Blood Mini prosedirine
yonelik protokoller yer almaktadir: santrifij gerektiren dondlirme proseduri ve
santrifdj ile vakum sistemi gerektiren vakumlama proseduri (bkz. akis semasi,
sayfa 7).

Kan hucrelerinin parcalanmasi

Ornekler, yiiksek sicakliklarda, denatliran kosullar altinda pargalanir. Lizis,
QIAGEN Proteazi (QP) ve Lizis Tamponu (AL) varliginda gerceklestirilir.

Genomik DNA'nin QlAamp Mini donel kolon membranina
baglanmasi

Genomik DNA'nin QIAamp Mini dénel kolon membranina baglanmasini
optimize etmek icin lizatlara oncelikle etanol eklenir. Ardindan, her bir lizat

QlAamp Mini dénel kolonuna uygulanir ve lizat, vakum basinci veya santrifij
kuvveti tarafindan gekilirken genomik DNA, silika membrana adsorbe edilir.

________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Otomatik saflagtirma

QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit kullanilarak DNA saflastirma islemi,
QIAcube lzerinde tamamen otomatik hale getirilebilir. Yenilik¢i QlAcube'da,
QIAGEN donel kolonlarinin igslenmesi amaciyla gelismis teknoloji kullanilir ve
boylece, otomatik ve dusuk ¢iktili drnek hazirlama isleminin laboratuvarinizin
is akigina kusursuz bir sekilde entegre olmasi saglanir. QlAcube kullanilarak
ornek hazirlama isleminde, manuel prosedur ile ayni adimlar (pargalama,
baglama, yikama ve ayristirma) izlenir. Boylece, yuksek kaliteli DNA
saflastirmasi icin QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit kullanmaya devam
edebilirsiniz.

Otomatik prosedur hakkinda daha fazla bilgi i¢cin www.giagen.com/MyQIAcube
adresinde bulunan ilgili protokol sayfasina bakin. Glincel protokol sayfalari
ucretsiz olarak indirilebilir veya QIAGEN'in Teknik Servis Departmani ile
iletisime gecilerek edinilebilir (bkz. sayfa 35).

QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit'i QlAcube cihazinda otomatik hale
getirmeniz durumunda cihaz; 6lU 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 ornek hazirlanabilecegini garanti eder.

QlAcube } —

Sekil 1. QlAcube.
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QIAamp DSP DNA Blood Mini
Dondirme ve Vakumlama Proseddrleri

QlAamp Dondiurme QlAamp Vakumlama
Prosedurd Prosedurd Baslamadan 6nce protokolleri (20 ve 24 no.lu
) . sayfalar) dikkatli bir sekilde okuyun
Ornek Ornek
LT icine, 20 pl QP, 200 ul 6rnek ve 200 pl AL ekleyin
l 1 15 saniye vorteksle karistirin

56°C'de (+ 1°C) 10 dakika (+ 1 dakika) inkiibe edin
Parcalama 200 pl etanol ekleyin

15 saniye vorteksle karistirin

Lizati QlAamp Mini dénel kolonuna aktarin

Dondiurme Proseddri: 6000 x g hizda 1 dakika
santrifijleyin

Baglama

Yikama
(Tampon AW1)

T Vakumlama
-

¥
Dondirme Prosediird: QlAamp Mini donel kolonunu yeni
Yikama WT igine yerlestirin, 500 yl AW2 ekleyin ve 1 dakika
(Tampon AW2) boyunca tam hizda
(yaklasik 20.000 x g veya 14.000 rpm) santrifiijleyin

Vakumlama Vakumlama Prosediiri: 750 pl AW2 ekleyin ve vakum
uygulayin

Vakumlama

3

Vakumlama Proseduri: vakum uygulayin

Dondirme Prosediri: QlAamp Mini donel kolonunu yeni
WT igine yerlestirin, 500 yl AW1 ekleyin ve 6000 x g hizda
1 dakika santrifijleyin

Vakumlama Prosediri: 750 pl AW1 ekleyin ve vakum
uygulayin

QlAamp Mini doénel kolonu WT igine yerlestirin

3 dakika boyunca tam hizda (yaklasik

Eltsyon A
20.000 x g veya 14.000 rpm) santriftjleyin

QlAamp Mini dénel kolonu ET igine yerlestirin
50-200 pl AE ekleyin ve 1 dakika inkiibe edin

6000 x g hizda 1 dakika santriftjleyin

Saf genomik veya viral DNA

________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Saglanan Materyaller

Kit icerigi

QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit

Katalog no. 61104

Prep sayisi 50*

QlAamp  QlAamp Mini Spin COL 50

Mini Spin ~ Columns with Wash
Tubes (WT) (2 ml)
(Yikama Tupleri (WT) (2
ml) ile QlAamp Mini
Donel Kolonlar)

ET Elution Tubes (1.5 ml) | ELU | TUBE | 50
(Elusyon Tupleri (1,5 ml))

VC VacConnectors | VAC | CON | 50

LT Lysis Tubes (1.5 ml) LYS |TUBE 50
(Lizis Tupleri (1,5 ml))

WT Wash Tubes (2 ml) |WASH| TUBE | 3x50
(Yikama Tapleri (2 ml))

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

AW1 Wash Buffer 11 WaASH | BUF| 1 JCONC|] 19 ml
(concentrate) (Yikama
Tamponu 1 (konsantre))

AW2 Wash Buffer 21 | WASH | BUF | 2 [CONC] 13 ml
(concentrate) (Yikama
Tamponu 2 (konsantre))

AE Elution Buffer | ELU | BUF | 25 mi
(Eltisyon Tamponu)*

PS Protease Solvent |QPROT| SOLV | 2ml
(Proteaz Solvent)*

QP QIAGEN Protease 1 sise

(QIAGEN Proteaz)®
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* QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit'i QlAcube cihazinda otomatik hale getirmeniz
durumunda cihaz; 6l hacimler, buharlagsma ve otomatik pipetleme kaynakli ilave reaktif
tiketimi nedeniyle 50'nin altinda 6rnek isleyebilir. QIAGEN, QlAamp DSP DNA Blood Mini
Kit'in manuel kullanimi ile yalnizca 50 érnek hazirlanabilecegini garanti eder.

T Guanidin hidroklorir igerir. Camasir suyu iceren dezenfektanlarla uyumlu degildir. Daha
fazla bilgi icin bkz. sayfa 12.

* Koruyucu madde olarak sodyum azit icerir.
§ Restuispansiyon hacmi 1,2 ml. Bkz. "QIAGEN Proteazi hazirlama", sayfa 15.
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Gerekli olan ancak saglanmayan malzemeler

Kimyasallar ile ¢alisirken, her zaman uygun laboratuvar onlugu, tek kullanimhik
eldiven ve koruyucu gézluk kullanin. Daha fazla bilgi igin Grtin tedarikgisinden
elde edilebilecek uygun malzeme guivenlik veri sayfalarina (material safety
data sheets, MSDS'ler) basvurun.

Dondirme ve vakumlama proseddrleriigin
M Etanol (%96 - %100)

B Pipetler* ve pipet uclari (capraz kontaminasyonu 6nlemek icin aerosol
bariyerli pipet ucglarinin kullanimini siddetle dneririz)

B Tek kullanimlik eldiven

M Ornek lizisi icin 56°C'de 1sitma blogu* (1,5 ml'lik mikro test tpleri' icin
termobloklu Eppendorf® Thermomixer comfort dneririz)

B Mikrosantrifij*
B Dereceli silindir (50 ml)
M Vorteksleyici

Yalnizca vakumlama prosediiri igin

B QIlAvac 24 Plus vacuum system (QlAvac 24 Plus, kat. no. 19413, QIAvac
Connecting System, kat. no. 19419 ve Vacuum Pump, kat. no. 84020)
veya muadili olan genel bir laboratuvar vakum sistemi

* Orneklerin QIAamp DSP DNA Blood Mini prosediirlerinde uygun sekilde islenmesini
saglamak icin cihazlarin (6rn. pipetler ve isitma bloklari), Greticinin énerileri dogrultusunda
kalibre edilmesini siddetle 6neririz.

T Bu liste, tedarikgilerin tam bir listesi degildir ve birgok biyolojik malzeme saticisini igermez.
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Guvenlik Bilgileri

Kimyasallar ile ¢caligirken, her zaman uygun laboratuvar 6nlugu, tek kullanimlik
eldiven ve koruyucu gozluk kullanin. Daha fazla bilgi i¢in lutfen uygun
malzeme guvenligi veri sayfalarina (MSDS'ler) basvurun. Bunlar, ¢evrimici
olarak pratik ve kompakt PDF biciminde www.giagen.com/Support/MSDS.aspx
adresinde yer almaktadir ve burada, her QIAGEN Kkiti ve kit bileseni icin
MSDS'yi bulabilir, okuyabilir ve yazdirabilirsiniz.

DIKKAT: Ornek hazirlama atik maddesine dogrudan camasir suyu
veya asit solusyonlari KATMAYIN.

Lizis Tamponu (AL) ve Yikama Tamponu 1 (AW1), camasir suyu ile
birlestiginde yluksek derecede reaktif bilesikler olusturabilen guanidin
hidroklorur igermektedir. Eger bu tamponlari igceren sivi dokilirse uygun
laboratuvar deterjani ve suyla temizleyin. Dékilen sivi enfeksiy6z olabilecek
ajanlar iceriyorsa etkilenmis bolgeyi once laboratuvar deterjani ve suyla ve
sonrasinda %1 (h/h) sodyum hipoklorarle temizleyin. Tampon siseleri hasarli
veya sizdiriyorsa kendinizin veya bagkalarinin yaralanmasini énlemek adina
siseleri atarken eldiven ve koruyucu gozluk kullanin.

QIAGEN, QlAamp DSP DNA Blood Mini prosedurlerinde olusan sivi atidi
kalinti enfeksiydz materyaller bakimindan test etmemistir. Sivi atigin
enfeksiydz materyaller ile kontamine olmasi muhtemel olmasa da, bu olasilik
tamamen g6z ardi edilemez. Bu nedenle, sivi atigin enfeksiydz oldugu kabul
edilmeli ve sivi atik, yerel gluvenlik duzenlemeleri dogrultusunda atilmahdir.

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

Lizis Tamponu (AL) ve Yikama Tamponu 1 (AW1)

X

Guanidin hidroklorur icerir: zararli, tahris edici. Risk ve guvenlik ifadeleri:* R22-
36/38, S13-26-36-46.

QIAGEN Proteaz (QP)

X

Subtilizin igerir: duyarhlastirici, tahrig edici. Risk ve guvenlik ifadeleri:* R37/38-
41-42, S22-24-26-36/37/39-46.

24 saat acil durum bilgileri

ingilizce, Fransizca ve Almanca dillerinde acil tibbi bilgiler giinde 24 saat
suradan elde edilebilir:

Poison Information Center Mainz, Almanya
Tel: +49-6131-19240

* R22: Yutulursa zararlidir; R36/38: Gozleri ve cildi tahris edici; R37/38 Solunum sistemini
ve cildi tahris edici; R41: Gdzlerde ciddi hasar riski; R42: Solunmasi duyarllasmaya
neden olabilir; S13: Yiyecekler, icecekler ve hayvan besleme Urinlerinden uzak
tutun; $22: Tozunu solumayin; S24: Ciltle temasindan kacinin; S26: Gézlerle temas
durumunda hemen bol suyla yikayin ve tibbi yardim isteyin; S36: Uygun koruyucu
giysi giyin; $36/37/39: Uygun koruyucu giysi giyin; S46: Yutulursa hemen tibbi yardim
isteyin ve bu kap veya etiketi gosterin.
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Reaktifi Saklama ve Kullanma

QlAamp Mini donel kolonlar, teslim edildikten sonra 2-8°C'de saklanmalhdir
ve kit kutusunda yer alan son kullanma tarihine kadar kullanilabilir.

Tum tamponlari, kit kutusunda yer alan son kullanma tarihine kadar oda
sicakliginda (15-25°C) saklanabilir.

Liyofilize QIAGEN Proteaz (QP), performans etkilenmeden kitin son kullanma
tarihine kadar oda sicakliginda (15-25°C) saklanabilir. Yeniden hazirlanan
QIAGEN Proteaz, en gec kitin son kullanma tarihine kadar olmak tzere, 2-
8°C'de saklandiginda 1 yila kadar stabildir.

Yeniden hazirlanan Yikama Tamponu 1 (AW1) ve yeniden hazirlanan Yikama
Tamponu 2 (AW2), en gec kitin son kullanma tarihine kadar olmak tzere, oda
sicakliginda (15-25°C) saklandiginda 1 yila kadar stabildir.

Numune Kullanimi ve Saklama

Dondurulmus orneklerin ¢ozdurulmesi sirasinda olusan kriyopresipitatlar,
QlAamp Mini donel kolon membranini tikar. Kriyopresipitatlar gormeniz
durumunda ornek aspirasyonu sirasinda bunlari aspire etmekten kaginin. Kan
orneklerini dondurmanin ve ¢ézdurmenin QlIAamp DSP DNA Blood Mini Kit
kullanilarak yapilan DNA saflastirma Uzerindeki etkileri belirlenmistir (bkz.
Sekil 2.).
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Dondurmal/g¢oézdiirme dongiilerinin sayisi

Sekil 2. Kan orneklerini dondurma ve ¢ézdiirmenin etkileri. EDTA ile islenmis kan, en
fazla 3 kez dondurulup ¢ozdurilir ve ardindan, QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit
kullanilarak DNA saflastirmasina tabi tutulur. Hesaplanan DNA verimleri, taze 6rnekten
alinan verime (%100) goére normalize edilmigtir. Grafik Uzerindeki her bir cubuk, 32 tekrardan
elde edilen sonuglari (ortalama + standart sapma) temsil eder.
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QlAamp DSP DNA Blood Mini prosedurlerinde saflastirilan DNA'nin miktari,
her bir kan érnegdinin akyuvar igerigine bagldir. DNA, dondirme veya
vakumlama prosedurt kullanilarak, sadlikli dondrlerden alinan 200 ul'lik kan
orneklerinden saflastirilir. QlAamp DSP DNA Blood Mini proseddrleri icin kan
ornekleri toplama amaciyla gesitli farkli primer tapler ve antikoagulanlar
kullanilabilir (Tablo 1).

Tablo 1. Cesitli primer tupler ve koagulanlar kullanilarak toplanan kan
orneklerinden elde edilen DNA'nin ortalama bagil verimleri

Nominal Ortalama
Primer tup Uretici Kat. no. hacim verim*
BD™ Vacutainer® BD 366007 9ml 6,4 ug
ONC
BD Vacutainer K3E BD 36847 10 ml 6,6 ug
BD Vacutainer K2ZE BD 367864 6 ml 6,4 ug
S-Monovette® EDTA Sarstedt® 02.1066.001 9 ml 6,5 g
S-Monovette CPDAL1 Sarstedt 01.1610.001 8,5 ml 6,3 ug
Vacuette® K3E Greiner Bio- 455036 9 ml 6,5 ug

One®

Vacuette 9NC Greiner Bio-One 454382 2 mi 6,3 ug

Genomik DNA, saglikli dondérlerden alinan 200 pl'lik kan érneklerinden (4,0 x 108 hiicre/ml ila
9,0 x 10° hiicre/ml) saflastiriimistir.

* Her bir primer tlp icin ortalama verim, 11 adet Ucerli 6rnekten belirlenmistir.

Kalinti kontaminanlari giderme

Genomik DNA; QlAamp Mini Spin Column membranina bagli haldeyken
kontaminanlar, dncelikle Yikama Tamponu 1 (AW1) ve ardindan Yikama
Tamponu 2 (AW2) kullanilarak etkili bir sekilde yikanarak giderilir.

Saf genomik DNA'yi ayristirma

Genomik DNA, QIAamp Mini Spin Column membranindan, 50-200 pl Elisyon
Tamponu (AE) kullanilarak ayristirilir. Ayristirilan DNA, birgok c¢esitte in vitro
tani amacl asagi akiglh testler de dahil olmak Uzere, farkli asagi akisli
testlerde kullanima hazirdir.

________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Onemli Notlar

Protokole baslamadan once onemli noktalar

Kiti aldiktan sonra kit bilesenleri hasar yontunden kontrol edin. Kabarcikl
paketler veya tampon siseleri hasar gormusse QIAGEN Teknik Servisi
veya yerel distribUtoraniz ile iletisime gegin. Sivi dokdlmesi durumunda
"Guvenlik Bilgileri" bolimine (sayfa 11) basvurun. Hasarli kit
bilesenlerinin kullanimi zayif kit performansina yol agabileceginden
bunlari kullanmayin.

Sivi transferleri arasinda daima pipet uclarini degistirin. Capraz
kontaminasyonu en aza indirmek adina aerosol bariyerli pipet uglarinin
kullanilmasini Oneririz.

TUm santrifigasyon adimlari oda sicakliginda (15-25°C) gerceklestirilir.

Her zaman tek kullanimlik eldiven kullanin ve eldivenin ornek materyal ile
kontamine olmadigini kontrol edin. Kontamine olmasi halinde eldiveni
atin.

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

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

Kit reaktiflerinden kaynakl mikrobiyal kontaminasyondan kaginin.

Potansiyel olarak enfeksiyoz materyal kaynakli enfeksiyondan kaginmak
icin 6rnekler parcalanana kadar laminar hava akigina sahip kosullarda
calismanizi oneririz.

Bu kit yalnizca, in vitro tani amagli laboratuvar uygulamasi Gzerine egitim
almis personel tarafindan kullaniimalidir.

Reaktifleri ve tamponlari hazirlama
B QIAGEN Proteazi hazirlama

Liyofilize QIAGEN Proteaz (QP) sisesine 1,2 ml Proteaz Solvent (PS)
ekleyip dikkatlice karigtirin. Kopurmeyi engellemek igin siseyi birkag kez
bas asagi cevirerek karistirin. QIAGEN Proteazin (QP) tamamen
¢ozuldigunden emin olun.

® QIAGEN Proteazi (QP) dogrudan Lizis Tamponuna (AL) eklemeyin.
B Yikama Tamponu 1'yi hazirlama

QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit El Kitab1 06/2012

Bir dereceli silindir kullanarak 19 ml konsantre Yikama Tamponu 1 (AW1)
iceren siseye 25 ml etanol (%96 ila 100) ekleyin. C6zUImUs Yikama
Tamponu 1'i (AW1) oda sicakliginda (15 ila 25°C) saklayin.
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® Prosedire baglamadan 6nce mutlaka, yeniden hazirlanmis Yikama
Tamponu 1'i (AW1) siseyi birkag kez bas asagi cevirerek karigtirin.

M Yikama Tamponu 2'yi hazirlama

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

® Prosedure baglamadan once mutlaka, yeniden hazirlanmig Yikama
Tamponu 2'i (AW2) siseyi birkag kez bas asagi cevirerek karistirin.

M Eliisyon Tamponunu hazirlama

Kit ile bir sise Elusyon Tamponu (AE) tedarik edilmistir. ElGsyon
Tamponunun (AE) kontaminasyonunu engellemek icin Eliisyon
Tamponunu (AE) siseden pipetlerken aerosol bariyerli pipet uclari
kullanilmasini ve ardindan sisenin kapaginin derhal kapatiimasini siddetle
tavsiye ederiz.

® Elisyon Tamponu (AE), 260 nm'de absorbans gésteren koruyucu sodyum
azit icerir. Bu nedenle, 260 nm'de absorbans dlcimuyle eltat icindeki
DNA'nin miktarini belirlerken, 260 nm'de veya 280 nm'de absorbans
Olctimleriyle eltat icindeki DNA'nin safligini belirlerken veya 220 nm - 350
nm araliginda absorbans taramasi yaparken bos ornegin, ellUat ile ayni
konsantrasyonda sodyum azit icerdiginden emin olun. Ornegin, 50 pl
eltati 100 ul suyla seyrelterek absorbans olgimleri igcin eltat
hazirliyorsaniz bos 6rnegi, 50 ul Elisyon Tamponunu (AE) 100 ul suyla
seyrelterek hazirlamalisiniz. Seyreltme islemleri icin taze ve distile su
kullanin.

QlAamp Mini donel kolonlarinin kullanilmasi

Nukleik asit amplifikasyonu teknolojilerinin hassasiyeti nedeniyle, QIAamp
Mini donel kolonlar kullanilirken 6rnek hazirliklari arasinda ¢apraz
kontaminasyondan kaginmak i¢in su onlemler gereklidir:

M Ornegi veya cozeltiyi QIAamp Mini spin kolonuna dikkatli bir sekilde

uygulayin. Ornegi, kolon kenarini islatmadan QlAamp Mini donel
kolonuna pipetleyin.

B Sivi transferleri arasinda daima pipet uglarini degistirin. Aerosol bariyerli
pipet uclarinin kullanilmasi énerilir.

B QlAamp Mini dénel kolon membranina pipet ucuyla dokunmaktan
kaginin.

B TUm puls vorteksleme adimlarindan sonra, kapaklarin i¢ kismindaki
damlalari gidermek igin mikrosantrifij tiplerini kisa bir sure santrifljleyin.
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B Her defasinda yalnizca bir adet QlAamp Mini dénel kolonu agin ve
aerosol olusturmaktan kacginin.

B Tum iglem boyunca eldiven kullanin. Eldivenler ile 6rnedin temasi
durumunda eldivenleri hemen degistirin.

Genomik DNA'y1 ayrigtirma

QlAamp Mini donel kolonundan ayristirilan DNA'nin hacmi, kolona uygulanan
Elisyon Tamponunun (AE) hacminden

20 pl'ye kadar daha az olabilir. Kazanilan eltatin hacmi, 6rnegin niteligine
baglidir. Eltisyon Tamponu (AE), kolona uygulanmadan 6nce oda sicakhgina
(15-25°C) dengelenmelidir. Ayristirilan DNA, elusyon tuplerinde (ET) toplanir.
DNA 4 haftaya kadar saklanacaksa 2-8°C'de saklanmasini 6neririz. Uzun
sureli saklama igin —20°C'de saklanmasini Oneririz.

Genomik DNA'nin verimi ve kalitesi

izole edilen genomik DNA'nin verimi ve kalitesi, molekiler tani amagl bircok
turde asagi akis saptama prosedurtune uygundur. Tani amagli testler,
ureticinin talimatlari dogrultusunda gergeklestiriimelidir.

QIlAvac 24 Plus vakum sisteminin kurulumu

QlAamp Mini dénel kolonun, VacConnector'in (VC), ve VacValve'in
kurulumunu dogru yaptiginizdan emin olun (bkz. Sekil 3.).

AT
‘*'\"»‘?g

el

Sekil 3. Orneklerin vakum ii§|emleri icin QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit bilegenlerinin
bir araya getirilmesi.

1. VacValve (vakum sistemi ile birlikte verilir)
2. VacConnector (VC)
3. QlAamp Mini donel kolon

Vakumlama prosedurini QlAvac 24 Plus vakum sistemiyle gergeklestirmeniz
durumunda orneklerin birbirine karismasini onlemek adina lizis tuplerinin (LT),
eltiisyon tuplerinin (ET) ve QlIAamp Mini donel kolonlarin, Sekil 4'te yer alan
(sonraki sayfaya bakin) semaya gore etiketlenmesini 6neririz. Bu seklin
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fotokopisi alinabilir ve 6rnek adlariyla etiketlenebilir. Farkl vakum sistemleri
kullanilmasi veya dondurme prosedurunun kullaniimasi durumunda benzer bir
sema kullaniimasini oneririz.
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Sekil 4. Lizis tupleri (LT), eltisyon tupleri (ET) ve QlAvac 24 Plus vakum sisteminde
kullanima yénelik QIAamp Mini donel kolonlar icin etiketleme semasi.
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Protokol: Genomik DNA'nin kan orneklerin, vakum sistemi
kullanilarak izolasyonu ve saflastiriimasi
Genomik DNA'nin EDTA veya sitrat ile igslenmig 200 pl'lik tam kan

orneklerinden, QIAvac 24 Plus vakum sistemi gibi bir vakum sistemi
kullanilarak izolasyonu ve saflasgtiriimasi igin.

Baslamadan once 6nemli noktalar

B Asagidaki prosedur, tek bir kan érneginin islenmesine yodnelik talimatlar
sunmaktadir. Bununla birlikte, QlAvac 24 Plus vakum sisteminde ayni
anda 24'e kadar ornek iglenebilir.

Baslamadan once yapilacaklar

B Kan orneklerini oda sicakligiyla dengeye getirin (15-25°C) ve iyi karismis
olduklarindan emin olun.

B Pargalama Tamponu iginde (AL) ¢dkelti olustuysa, 56°C'de inklibe ederek
¢cOzdurdn.

B Yikama Tamponu 1 (AW1), Yikama Tamponu 2 (AW2), ve QIAGEN
Proteazin (QP), 15 ve 16 sayfalarinda yer alan "Reaktifleri ve tamponlari
hazirlama" talimatlari dogrultusunda hazirlanmig oldugundan emin olun.

B Elusyon Tamponunu (AE), adim 14'te kullanilmak Gzere oda sicakhdina
(15-25°C) dengeleyin.
B Adim 4'te kullaniimak tzere bir 1sitma blogunu 56°C'ye getirin.

B Capraz kontaminasyonu en aza indirmek icin vakum sisteminin her bir
luer adaptértine birer VacConnector (VC) yerlestirin.

B QIAGEN'deki kalite kontrol prosedurleri her bir kit lotu icin islevsel kit
piyasaya surum testi barindirir. Bu nedenle, farkli kit lotlarindan reaktifleri
karistirmayin ve farkl reaktif lotlarindan ayri reaktifleri bir araya
getirmeyin.

B Vakum sisteminin atik sisesinin bos oldugundan ve tim baglantilarindan
dogru yapildigindan emin olun.

B Vakum sisteminin galistiriimasina, dzellikle de bakima iligkin ayrintilar igin
urtinle verilen el kitabina basvurun.
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Prosedur
1. 20 pl QIAGEN Proteaz (QP) bir lizis tiipi (LT) icine pipetleyin.

®Yeniden hazirlanmig proteazi kullanmadan énce son kullanma tarihini
kontrol edin.

2. Lizis tupune (LT) 200 pl kan ornegi ekleyin.
3. Lizis tuptline (LT) 200 pl Lizis Tamponu (AL) ekleyip kapagi kapatin ve
puls vorteksleme ile 15 saniye karigtirin.

Verimli lizisi saglamak adina ornek ve Lizis Tamponunun homojen bir
¢cOzelti verecek sekilde iyice karigmalari son derece dnemlidir.

® Lizis Tamponu (AL) yUksek viskoziteli oldugu icin dikkatlice pipetleyerek
veya uygun bir pipet kullanarak dogru hacimde Lizis Tamponu (AL)
eklediginizden emin olun.

® QIAGEN Proteazi (QP) dogrudan Lizis Tamponuna (AL) eklemeyin.

4. 56°C'de (x1°C) 10 dakika (x1 dakika) inkibe edin.

5. Kapagin icindeki damlalari gidermek igin lizis tupunt (LT) tam hizda
25 saniye santrifijleyin.

6. Lizis tupune (LT) 200 pl etanol (%96-%100) ekleyip kapag: kapatin ve
puls vorteksleme ile 215 saniye boyunca iyice karistirin.

7. Kapagin icindeki damlalari gidermek igin lizis tipuni (LT) tam hizda
25 saniye santrifijleyin.

QlAamp Mini donel kolonu, vakum sisteminin VacConnector'i (VC)
icine yerlestirin. Ana vakum valfinin (vakum sistemi ile vakum
manifoldu arasinda) ve vidali kapakh valfin (vakum manifoldu
uzerinde) kapali oldugundan emin olun. Vakum pompasini agin.

QlAamp Mini dénel kolonun kabarcik icine yerlestirildigi yikama tlipuna
(WT) (2 ml) atin.

Vakum yalnizca baglanti sistemine (kullaniliyorsa) uygulanir; vakum
manifolduna uygulanmaz.

o

9. Adim 7'deki lizatin tamamini QlIAamp Mini donel kolonuna kenarini
iIslatmadan dikkatlice uygulayin. QlAamp Mini donel kolon
membranina pipet ucuyla dokunmaktan kaginin.

® Birden fazla drnek isliyorsaniz bir seferde sadece bir lizis tipu (LT) agin.

10. Ana vakum valfini agin. Lizat, QlAamp Mini dénel kolondan
cekildikten sonra ana vakum valfini kapatin ve manifoldu
havalandirmak i¢in vakum manifoldu lizerindeki vidali kapakl valfi
acin. Vakum, manifolddan salindiktan sonra vidali kapakh valfi
kapatin.
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Ana vakum valfini kapattiktan sonra vakum yalnizca baglanti sistemine
(kullanihyorsa) uygulanir; vakum manifolduna uygulanmaz.

®Vakumun hizlica saglanmasi igin vakum manifoldunun vidah kapakh valfini
kullanin.

®Ayn| anda birgok QlAamp Mini donel kolon iglemeniz durumunda bu
vakumlama adiminin suresini kisaltmak adina lizat gegtikten sonra her bir
kolonun VacValve'inin kapatiimasini oneririz.

® Lizat, 10 dakika gectikten sonra membran icinden tamamen gecmediyse
QlIAamp Mini dénel kolonu temiz bir yikama tipiane (WT) yerlestirin,
kapagi kapatin ve 3 dakika boyunca veya lizat tamamen iginden gecene
kadar 6000 x g (8000 rpm) hizda santrifajleyin. QlIAamp Mini dénel
kolonu, bagka bir temiz yikama tupune (WT) yerlestirin ve sayfa 25 iginde
yer alan protokolin 10. adimi ile devam edin.

® Lizat santrifljleme sirasinda hala membrandan gegmiyorsa sayfa 21 iginde
yer alan adim 1'den baglayarak, drnegi atip izolasyon ve saflastirmayi
yeni ornek materyaliyle tekrarlayin.

11. QIAamp Mini dénel kolona, kenarini islatmadan 750 ul Yikama
Tamponu 1 (AW1) uygulayin. QIAamp Mini donel kolon membranina
pipet ucuyla dokunmaktan kaginin. Kolon kapagini agik birakin ve
ana vakum valfini a¢in. Yikama Tamponu 1 (AW1), QlAamp Mini
donel kolondan ¢ekildikten sonra ana vakum valfini kapatin ve
manifoldu havalandirmak igin vidali kapakh valfi agin. Vakum,
manifolddan salindiktan sonra vidali kapakh valfi kapatin.

12. QIAamp Mini donel kolona, kenarini islatmadan 750 pl Yikama
Tamponu 2 (AW2) uygulayin. QIAamp Mini donel kolon membranina
pipet ucuyla dokunmaktan kag¢inin. Kolon kapagini a¢ik birakin ve
ana vakum valfini a¢in. Yikama Tamponu 2 (AW2), QlAamp Mini
donel kolondan gekildikten sonra ana vakum valfini kapatin ve
manifoldu havalandirmak igin vidali kapakh valfi agin. Vakum,
manifolddan salindiktan sonra vidali kapakl valfi kapatin.

13. QIAamp Mini donel kolonun kapagini kapatin, vakum sisteminden
ayirin ve VacConnector'i atin (VC). QlAamp Mini donel kolonu temiz
bir yikama tipune (WT) yerlestirin ve membrani tamamen kurutmak
icin 3 dakika boyunca tam hizda (yaklasik 20.000 x g veya 14.000 rpm)
santrifujleyin.

® Kuru santrifigasyon adiminin atlanmasi, asagi akis testinin inhibisyonuna
yol acabilir.
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14. QlIAamp Mini dénel kolonunu temiz bir eltisyon tipune (ET)
yerlestirin ve suzlintliyl iceren yitkama tupuna (WT) atin.
QlAamp Mini donel kolon kapagini dikkatlice agin ve membranin
ortasina 50 ila 200 pl Elisyon Tamponu (AE) uygulayin. Kapagi
kapatin ve oda sicakliginda (15-25°C) 1 dakika boyunca inklibe edin.
DNA'y1 ayrigstirmak i¢in 6000 x g (8000 rpm) hizda 1 dakika boyunca
santrifujleyin.

® Bu protokolu gergeklestirdikten sonra, vakum sistemine yonelik bakim
prosedurinu izleyin (daha fazla ayrinti icin vakum sistemi ile birlikte
verilen el kitabina bakin).
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Protokol: Genomik DNA'nin kan orneklerin, mikrosantrifiij
kullanilarak izolasyonu ve saflastiriimasi

Genomik DNA'nin EDTA veya sitrat ile igslenmig 200 pl'lik tam kan
orneklerinden, mikrosantrifuj kullanilarak izolasyonu ve saflastiriimasi igin.

Baslamadan 6nce 6nemli noktalar

W Asagidaki prosedur, tek bir kan 6rneginin iglenmesine yonelik talimatlar
sunmaktadir. Bununla birlikte, ayni anda birgok ornek islenebilir. Ornek
sayisl, kullanilan mikrosantrifijin kapasitesine baglidir.

Baslamadan once yapilacaklar

B Kan orneklerini oda sicakhgiyla dengeye getirin (15-25°C) ve iyi karismis
olduklarindan emin olun.

B Parcalama Tamponu icinde (AL) ¢okelti olustuysa, 56°C'de inklibe ederek
¢Ozdurdn.

B Yikama Tamponu 1 (AW1), Yikama Tamponu 2 (AW2), ve QIAGEN
Proteazin (QP), 15 ve 16 sayfalarinda yer alan "Reaktifleri ve tamponlari
hazirlama" talimatlari dogrultusunda hazirlanmig oldugundan emin olun.

B Eldsyon Tamponunu (AE), adim 15'te kullaniimak tzere oda sicakligina
(15-25°C) dengeleyin.

B Adim 4'te kullaniimak tzere bir 1sitma blogunu 56°C'ye getirin.

M QIAGEN'deki kalite kontrol prosedurleri her bir kit lotu icin islevsel kit
piyasaya surum testi barindirir. Bu nedenle, farkli kit lotlarindan reaktifleri

karistirmayin ve farkl reaktif lotlarindan ayri reaktifleri bir araya
getirmeyin.

Prosedur
1. 20 pl QIAGEN Proteaz (QP) bir lizis tiipii (LT) igcine pipetleyin.

®Yeniden hazirlanmig proteazi kullanmadan once son kullanma tarihini
kontrol edin.

2. Lizis tupune (LT) 200 pl kan ornegi ekleyin.
3. Lizis tupine (LT) 200 pl Lizis Tamponu (AL) ekleyip kapagi kapatin ve
puls vorteksleme ile 15 saniye karigtirin.

Verimli lizisin garanti edilmesi igin 6rnek ve Lizis Tamponunun (AL)
homojen bir ¢dzelti verecek sekilde iyice karigsmalar elzemdir.

® Lizis Tamponu (AL) yuksek viskoziteli oldugu igin dikkatlice pipetleyerek
veya uygun bir pipet kullanarak dogru hacimde Lizis Tamponu (AL)
eklediginizden emin olun.
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® QIAGEN Proteazi (QP) dogrudan Lizis Tamponuna (AL) eklemeyin.

4. 56°C'de (x1°C) 10 dakika (1 dakika) inklbe edin.

5. Kapagin icindeki damlalari gidermek igin lizis tlipuni (LT) tam hizda
25 saniye santrifiijleyin.

6. Lizis tupune (LT) 200 ul etanol (%96-%100) ekleyip kapagi kapatin ve
puls vorteksleme ile 215 saniye boyunca iyice karistirin.

7. Kapagin icindeki damlalari gidermek igin lizis tlipuni (LT) tam hizda
25 saniye santrifiijleyin.

8. Adim 7'deki lizatin tamamini QIAamp Mini donel kolonuna kenarini

iIslatmadan dikkatlice uygulayin. QlAamp Mini dénel kolon
membranina pipet ucuyla dokunmaktan kaginin.

® Birden fazla 6rnek isliyorsaniz bir seferde sadece bir lizis tipu (LT) agin.

9. QlAamp Mini donel kolonunun kapagini kapatin ve yaklasik 6000 x
g'de 1 dakika boyunca santrifijleyin. QlAamp Mini ddnel kolonunu
temiz bir yikama tupune (WT) yerlestirin ve slizlintliyl igeren tipu
atin.

® 6000 x g hizda (8000 rpm) santriflij isleminden sonra lizat membrandan
tamamen ge¢mediyse tam hizda (20.800 x g hiza kadar) 1 dakika
boyunca yeniden santrifjleyin.

® Lizat santrifljleme sirasinda hala membrandan gegmiyorsa sayfa 24 icinde
yer alan adim 1'den baglayarak, 6rnegi atip izolasyon ve saflastirmayi
yeni ornek materyaliyle tekrarlayin.

10. QIAamp Mini donel kolonu dikkatlice agip kenari islatmadan 500 pl
Yikama Tamponu 1 (AW1) ekleyin. QlIAamp Mini donel kolon
membranina pipet ucuyla dokunmaktan kaginin.

11. QlIAamp Mini dénel kolonunun kapagini kapatin ve yaklasik 6000 x
g'de 1 dakika boyunca santrifijleyin. QlAamp Mini dénel kolonunu
temiz bir yikama tuipune (WT) yerlestirin ve stzintlyl iceren tipu
atin.

12. QlIAamp Mini donel kolonu dikkatlice a¢ip kenari islatmadan 500 pl
Yikama Tamponu 2 (AW2) ekleyin. QlAamp Mini donel kolon
membranina pipet ucuyla dokunmaktan kaginin.

13. QIAamp Mini donel kolonunun kapagini kapatin ve tam hizda
(yaklasik 20.000 x g veya 14.000 rpm) 1 dakika boyunca santrifijleyin.
QlAamp Mini dénel kolonunu temiz bir yikama tiipiune (WT)
yerlestirin ve suzlintliyl igeren tlipu atin.

14. Membrani tamamen kurutmak i¢in tam hizda (yaklasik 20.000 x g
veya 14.000 rpm) 3 dakika boyunca santrifijleyin.
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® Kuru santrifigasyon adiminin atlanmasi, asagi akis testinin inhibisyonuna
yol acabilir.

15. QlIAamp Mini dénel kolonunu temiz bir eltisyon tiptne (ET)
yerlestirin ve suziuntiuyu igeren yikama tuptinua (WT) atin. QlAamp
Mini donel kolon kapagini dikkatlice agin ve membranin ortasina 50
ila 200 pl Elusyon Tamponu (AE) uygulayin. Kapagi kapatin ve oda
sicakliginda (15-25°C) 1 dakika boyunca inkiibe edin. DNA
elisyonunu saglamak icin yaklasik 6000 x g'de (8000 rpm) 1 dakika
boyunca santrifijleyin.

26 QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit El Kitabir 06/2012



Kalite Kontrol

QIAGEN'in ISO sertifikall Kalite Yonetim Sistemi uyarinca her QIAamp DSP
DNA Blood Mini Kit, tutarh Gran kalitesini saglamak Gzere 6nceden belirlenmis
spesifikasyonlara gore test edilir.

Sinirlamalar

Sistem performansi, genomik DNA'nin izolasyonuna yonelik tam kan
kullanilarak ortaya konmamistir.

Laboratuvarlarinda QIAGEN performans ¢aligmalarinin kapsaminda olmadan
kullanilan herhangi bir iglem icin sistem performansini dogrulamak kullanicinin
sorumlulugundadir.

Diagnostik sonuclar Gizerine negatif bir etki riskini minimuma indirmek tizere
asagi yonde uygulamalar icin yeterli kontroller kullaniimalidir. Daha ileri
dogrulama i¢in International Conference on Harmonisation of Technical
Requirements (ICH) (Teknik Gereklilikler Uluslararasi Uyumlastirma
Konferansi) ICH Q2 (R1) Validation of Analytical Procedures (Analitik
Islemlerin Dogrulanmasi): Text And Methodology (Metin Ve Metodoloji) kilavuz
ilkeleri 6nerilir.

Elde edilmis herhangi bir tani amagl sonucun diger klinik veya laboratuvar
bulgular ile birlikte yorumlanmasi gerekir.

Performans Ozellikleri

Saflasgtiriimis DNA'nin verimi

QlIAamp DSP DNA Blood Mini vakumlama proseduru kullanilarak elde edilen
DNA veriminin lineer araligi, 3,8 x 108-1,34 x 107 hiicre/ml araliginda akyuvar
sayisina sahip saglikh donérlerden alinan kan igin belirlenmistir (bkz. Sekil 5,
sayfa 25).
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Sekil 5. 200 pl eliisyon hacmiyle QlAamp DSP DNA Blood Mini vakum proseduru
kullanilarak elde edilen DNA veriminin lineer araligi. Saglikli dondrlerin akyuvar sayilari
belirlenmistir ve 3,8 x 106-1,34 x 107 hiicre/ml araliginda oldugu tespit edilmistir. DNA, 200 pl
elisyon hacmiyle QIAamp DSP DNA Blood Mini vakumlama proseduri kullanilarak kan
orneklerinden saflastiriimistir. Seksen yedi adet U¢ll drnek islenmistir.

Asagi akis testlerinde performans

Ayristirilan genomik DNA, birgok c¢esitte in vitro tani amacl agagi akisli testler
de dahil olmak Uzere, farkli asagi akigh testlerde kullanima hazirdir (Tablo 2-
6). PCR'de kullanilan elisyon hacminin ve eliat hacminin PCR performansi
uzerindeki etkisi belirlenmigtir (bkz. Tablo 7).
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Tablo 2. Dynal® AllSet*™ SSP Assays HLA-A "Diisiik Cozunurluk", HLA-
B "Dusiik Cozunurluk", DR "Dusiik Cozunurluk" ve DQ "Dusuk
Cozunurluk" kullanilarak HLA tiplendirme

HLA lokus A HLA lokus B HLA lokus DR HLA lokus DQ
Genotip No.  Genotip No. Genotip No. Genotip No.
A2/A3 2 B51,B51/ 1 DR1/DR3 1 DQ2 1
B13 veya
B51/B27
A3/Al 1 B13/B35 DR3veya 1 DQ2/DQ3 2
DR3/DR13
A3/A25 1 B8/B27 DR3/DR7 1 DQ6 1
A2/A24 2 B7/B13 DR7/DR15 DQ2/DQ5 1
veya
B7/B15
Al/A2 2 B7/B18 DR4/DR15 1 DQ2/DQ5 2
A30/A68 1 B7/B44 DR4/DR7 1 DQ3 1
A2/A32 1 Diger DR4 1 DQ3/DQ6 2
Diger 0 DR15 1 Diger 0
DR1/DR7Y 1
Diger 0

Ayri donérlerden tam kan alinmig ve genomik DNA, QIAamp DSP DNA Blood
Mini Kit kullanilarak 200 pl tam kandan saflastiriimigtir. Alleller, Dynal AllSet*
SSP Assays (Dynal Biotech) kullanilarak, belirli sayida kisinin belirtilen
lokuslarinda belirlenmistir. No.: kigi sayisi.
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Tablo 3. LightCycler® Factor V Leiden Mutation Detection Kit kullanilarak
Factor V Leiden (FV) genotiplemesi

Genotip Numara
Dogal Tip 17
FV G16191 A hetorozigot 13
FV G16191 A homozigot 0

30 ayri donorden tam kan alinmis ve genomik DNA, QlIAamp DSP DNA
Blood Mini Kit kullanilarak 200 ul tam kandan saflagtirimigtir. FV G1691 A
lokusun allelik durumu, LightCycler Factor V Leiden Mutation Detection Kit
(Roche Group) kullanilarak belirlenmistir.

Tablo 4. Son nokta PCR ve Pyrosequencing PSQ 96MA lizerinde PSQ-96
SNP-Reagent Kit ile yapilan Pyrosequencing® analizi kullanilarak Factor
V Leiden (FV) genotiplemesi

Genotip Numara
Dogal Tip 17
FV G16191 A hetorozigot 13
FV G16191 A homozigot 0

30 ayri dondrden tam kan alinmis ve genomik DNA, QlIAamp DSP DNA
Blood Mini Kit kullanilarak 200 ul tam kandan saflastiriimistir. FV G1691 A
lokusun allelik durumu, son nokta PCR ve Pyrosequencing PSQ 96MA
(Biotage) tzerinde PSQ-96 SNP Reaktif Kiti ile yapilan Pyrosequencing analizi
kullanilarak belirlenmistir.
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Tablo 5. Son nokta PCR ve Pyrosequencing PSQ 96MA lzerinde PSQ-
Q96 SNP Reaktif Kiti ile yapilan Pyrosequencing analizi kullanilarak
protrombin (PT) genotiplemesi

Genotip Numara
Dogal Tip 30
PT G20210A hetorozigot 0
PT G20210A homozigot 0

30 ayri donorden tam kan alinmis ve genomik DNA, QIAamp DSP DNA
Blood Mini Kit kullanilarak 200 ul tam kandan saflastiriimistir. PT G20210A
lokusun allelik durumu, son nokta PCR ve Pyrosequencing PSQ 96MA
(Biotage) tizerinde PSQ-96 SNP Reaktif Kiti ile yapilan Pyrosequencing analizi
kullanilarak belirlenmistir.

Tablo 6. ApoE Polimorfizmleri T112C ve C158T'nin, amplikonun BigDye™
v1.1 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit kullanilarak sekanslanmasi ve
ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer lizerinde ayrilmasi ile, son nokta PCR
kullanilarak analizi

Genotip Numara
ApoE*3/*3 5
ApOE*3/*4 5
Diger 0

10 ayri dondrden tam kan alinmig ve genomik DNA, QIAamp DSP DNA
Blood Mini Kit kullanilarak 200 pl tam kandan saflastiriimistir. APoE
polimorfizmleri T112C ve C158T'nin analizi, amplikonun BigDye v1.1 Ready
Reaction Cycle Sequencing Kit kullanilarak sekanslanmasi ve ABI PRISM
3100 Genetic Analyzer (Life Technologies Corporation) tizerinde ayriimasi ile,
son nokta PCR kullanilarak gergeklestirilmigtir.

________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tablo 7. PCR'de kullanilan eliisyon hacminin ve eliiat hacminin PCR
performansi lizerindeki etkisi

50 pl PCR basina eluat hacmi*
Elisyon hacmi 2 ul 5ul 10 pl
50 pl %100 %100 %2100
100 %100 %100 %97
200 pl %100 %2100 %100

* Degerler, PCR dogruluk oranlarini géstermekte ve 48 drnegin ortalamasini temsil
etmektedir.

ElGat stabilitesi

Ayni teknolojinin kullanildigi genel laboratuvar kullanimina yonelik bir kit olan
QIAamp DNA Blood Mini Kit kullanilarak olusturulan eltatlar ile yapilan
saklama testlerinde, Tampon AE icin ve QIAamp Mini Dénel Kolonlardan
ayristirilan DNA'nin, 8 yil boyunca 5°C veya —20°C'de saklandiginda stabil
oldugu ortaya konmustur (Sekil 6.). Bununla birlikte, QlAamp DSP DNA
Blood Mini Kit kullanilarak elde edilen eltatlarin stabilitesine iliskin uzun vadeli
calismalar devam etmektedir.

M 2-8°C -20°C M

| B ]

il AR
L

Sekil 6. QlAamp Mini donel kolonlar kullanilarak izole edilen ve saflasgtirilan DNA'nin
uzun slreli stabilitesi. DNA, QlAamp DNA Blood Mini Kit kullanilarak saflastiriimis, 200 pl
Tampon AE icinde ayristiriimis ve 2-8°C'de veya 8 yil boyunca —20°C'de saklanmistir. DNA
ornekleri, etidyum bromdr ile boyanmis agaroz jeli izerinde analiz edilmistir. M: isaret.
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Semboller

<N> 6rnek hazirlama igin yeterli reaktif icerir
<N>

Son kullanma tarihi

Ld <

IVD in vitro tani amagl tibbi cihaz

Gelince

Teslim edildikten sonra QlAamp Mini donel kolonlari 2-
8°C'de saklayin

Katalog numarasi

O

-]

Lot numarasi

Materyal numarasi

Bilesenler

icerik

Numara

Hacim

Sicaklik sinirlamasi

Uretici

Siseye etanol kattiktan sonra gegerli tarihi yazin

Ekleme

— __ o P
Q E M o - B E B E | E -
- :

Liyofilize
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RCNS Yeniden hazirlama maddesi

Etanol

GuHCI Guanidin hidroklortr
SUBT Subtilizin

- Suna neden olur

Dﬂ Kullanma talimatlarina bakin

@ Onemli not

Referanslar

QIAGEN, kendi trlnlerinin kullanildigi bilimsel yayinlari iceren genis, guncel
bir gcevrimigi veri tabani saglar. Kapsamli arama segenekleri gereksinim
duydugunuz makaleleri basit bir anahtar kelimesi aramasi veya uygulama,
arastirma alani, baslik vb. belirterek bulmanizi mumkun kilar.

Referanslarin tam listesi icin www.giagen.com/RefDB/search.asp adresindeki
cevrimici QIAGEN Referans Veritabani'ni ziyaret edin ya da QIAGEN Teknik
Servisleri veya yerel distribltorinuzle iletisime gecgin.
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lletisim Bilgileri

QIAGEN'deki teknik destegimizin kalitesi ve her an hazir bulunmasi yonuyle
kendimizle gurur duyuyoruz. Teknik Servis Departmanlarimizda 6rnek ve
molekuler biyoloji teknolojileri ve QIAGEN UrUnlerinin kullanimi konusunda
genis pratik ve teorik deneyimi bulunan tecrubeli bilim insanlari istihdam
edilmektedir. QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit veya genel olarak QIAGEN
arunleri ile ilgili herhangi bir sorunuz oldugunda ya da herhangi bir zorlukla
karsilagtiginizda Iutfen bizimle irtibat kurmaktan ¢ekinmeyin.

QIAGEN mdugterileri Grtnlerin ileri seviyedeki kullanimi ya da uzmanlagsmis
kullanimi konusunda ana kaynaktir. Bu bilgiler diger bilim insanlari i¢in oldugu
kadar QIAGEN'deki arastirmacilar igin de yararlidir. O nedenle biz sizlerin Griin
performansi ya da yeni uygulamalar ve teknikler hakkinda herhangi bir
Oneriniz oldugunda bizimle irtibat kurmanizi destekliyor ve arzu ediyoruz.

Teknik yardim ve daha fazla bilgi igin IGtfen www.giagen.com/Support
adresindeki Teknik Destek Merkezimize gidin veya QIAGEN Teknik Servis
Bolumlerinden ya da yerel distribttorlerden birini arayin (arka kapaga bakin
veya www.giagen.com) adresini ziyaret edin.

QIAGEN GmbH, QIAGEN Strasse 1, D-40724 Hilden, Almanya
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Siparis Bilgileri

Uriin icindekiler Kat. no.
QlAamp DSP DNA 50 DNA iglemi igin: QlAamp Mini 61104
Blood Mini Kit (50) done kolonlar, VacConnector'lar,

QIAGEN Proteaz, Reaktifler,
Tamponlar ve toplama tupleri

Aksesuarlar

QIlAvac 24 Plus 1-24 ddnel kolon islemek icin vakum 19413
vacuum manifold * manifoldu: QlAvac 24 Plus Vakum

manifoldu, Luer Tapalar, Hizli Baglanti

Elemanlari

Vacuum Pump * Evrensel vakum pompasi 84020

Guncel lisans bilgileri ve Urine 6zgl yasal uyarilar igin ilgili QIAGEN Kkiti el
kitabina veya kullanici kilavuzuna bakin. QIAGEN kit el kitaplari ve kullanim
kilavuzlari www.giagen.com adresinde bulunabilir veya QIAGEN Teknik
Servisinden veya yerel distribttériintizden istenebilir.

* Vakum protokolleri ile kullanim igin.
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Ticari markalar: QIAGEN®, QlAamp®, QIAcube®, artus®, Pyrosequencing® (QIAGEN Group); ABI PRISM®, BigDye™ (Life Technologies
Corporation); BD™, Vacutainer® (Becton, Dickinson and Company); Bio-One®, Vacuette® (Greiner Bio-One); Dynal®, AllSet*™ (Dynal Biotech);
Eppendorf® (Eppendorf AG); LightCycler® (Roche Group); Monovette®, Sarstedt® (Sarstedt AG & Co.). Bu belgede gegen kayitli isimler, ticari
markalar vb. acikga bu sekilde belirtiimemis olsa bile yasalar tarafindan korunmaktadir.

QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit igin Sinirli Lisans S6zlegmesi

Bu UriinGin kullanimi herhangi bir alicinin veya rlin kullanicisinin asagidaki kosullari kabul ettigi anlamina gelir:

1.

o > w0 DN

Uriin yalnizca (riinle ve bu el kitabinda verilen protokollere uygun olarak kullanilabilir ve yalnizca kitin iginde bulunan bilesenlerle kullanim
icindir. QIAGEN, bu kit ile birlikte verilen bilesenlerin el kitabinda ve www.giagen.com adresinden ulasilabilen ek protokollerde belirtilenlerin
disinda bu kitin iginde yer almayan herhangi bir bilesenle kullanimi veya birlestirilmesi igin kendi fikri milkiyet haklarinin herhangi biri altinda
lisans hakki vermez. Bu ek protokollerden bazilart QIAGEN kullanicilari tarafindan QIAGEN kullanicilari igin saglanmistir. Bu protokoller
QIAGEN tarafindan kapsamli sekilde test edilmemis veya optimize ediimemistir. QIAGEN uglincu taraflarin haklarini ihlal etmedigini garanti
etmez ve beyan etmez.

Acikga belirtilen lisanslar diginda, QIAGEN bu kit ve/veya kullanimlarinin tglincii taraflarin haklarini ihlal etmeyecegini garanti etmez.
Bu kit ve bilesenleri bir kez kullanim igin lisanslidir ve tekrar kullanilamaz, yenilenemez veya tekrar satilamaz.
QIAGEN aglikga ifade edilenlerin disinda agik veya zimni diger tiim lisanslari agikca reddeder.

Kitin satin alicisi ve kullanicisi yukarida yasaklanan herhangi bir eyleme neden olabilecek veya bunlari kolaylastirabilecek herhangi bir adim
atmamay! veya bagkasinin atmasina izin vermemeyi kabul eder. QIAGEN herhangi bir Mahkemede bu Sinirli Lisans Anlagmasi
yasaklamalarini uygulayabilir ve bu sinirli lisans anlagsmasinin veya kit ve/veya bilesenleriyle ilgili fikri mulkiyet haklarinin herhangi birinin
uygulanmasina yol agan tim durumlarda avukat tcreti dahil tim sorusturma ve mahkeme masraflarini geri alabilir.

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

© 2012 QIAGEN, tim haklar saklidir.
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