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QIAGEN Minta és Vizsgalati Technologiak

A QIAGEN vezet6 szerepet jatszik az innovativ minta- €s vizsgalati
technoldgiak terén, lehetbve téve barmely biolégiai minta tartalmanak
izolalasat és feltarasat. Fejlett, magas szinvonall termékeink és
szolgaltatasaink biztositjak a sikert a mintatol az eredmeényig.

A QIAGEN iranyado6 az aldbbi tertleteken:

DNS, RNS és fehérje tisztitas

Nukleinsav és fehérje vizsgalatok

mikro RNS kutatas és RNSi

Minta- és vizsgalati technolégidk automatizalasa

Kildetésiink, hogy On kimagaslo sikereket és attoréseket érjen el.
Tovabbi informacioért latogasson el honlapunkra: www.giagen.com.
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Tervezett felhasznalas

A QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit egy szilika-membran technolégiat
(QlAamp technolodgia) hasznald kit, amley biologiai mintakbaol torténé DNS
izolalasara és tisztitdsara szolgal.

A termék szakemberek szamara ajanlott, mint példaul technikusok és orvosok,
akik képzettséggel rendelkeznek a molekularis bioldgiai technikakban.

A QlAamp DSP DNA Blood Mini Kitet In-vitro diagnosztikai hasznalatra
ajanljuk.

Osszefoglalas és magyarazat

A QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit egy mar jol bejaratott technologia
hasznélataval nyujt segitséget abban, hogy 200 pl teljes vérbél gyorsan és
egyszerlen izolaljunk és tisztitsunk genomialis DNS-t.

A QlAamp DSP DNA Blood Mini eljarasokat tébbféle vérminta egyidejd
feldolgozésara tervezték és hasznalatra alkalmas tisztitott DNS-t
eredményeznek. Az eljarasok friss vagy fagyasztott teljes vér mintara
alkalmasak illetve EDTA-val vagy citrattal kezelt vérre.

Az egyszerl QlAamp DSP spin és vakuum eljarasok tébbféle minta egyidejl
feldolgozasara alkalmasak. Némely QIAamp spin eljaras teljes mértékben
automatizalhaté a QlAcube®-on, névelve a standardizalast és a konnyebb
hasznélatot (lasd a 6. oldalt).

Nincs szUkség az eljarast megel6z6 leukocyta szeparalasra. Ahogy sem
fenol/chloroformos kinyrésre, sem alkoholos kicsapasra és mindemellett
minimalis felhasznal6i beavatkozast igényel, kdnnyitve az esetlegesen fert6zé
mintak biztonsagos kezelését. Az eljarasokat ugy tervezték, hogy
minimalizaljak a mintak kozti kereszfert6z6deést. A tisztitott DNS-t PCR
reakcioban vagy egyéb applikaciokban hasznalhatjuk, esetleg —25°C és —15°C
kozti héméréskleten tarolhatjuk késbébbi felhasznalasra.
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A folyamat alapjali
Mindegyik QlAamp DSP DNA Blood Mini eljaras 4 |épést tartalmaz:
B A vérmintaban lév0 sejtek lizalasa

B A sejtlizatumban lévé DNS megkotése a QlAamp Mini spin oszlop
membranjahoz

B A membran moséasa
B A genomidlis DNA eludlasa a membranrol

Ez a kézikonyv 2 kulonb6zé QlAamp DSP DNA Blood Mini eljaras protokolljat
tartalmazza: a spin eljaras, amelyhez centrifuga szikséges, és a vakuum
eljaras, amelyhez centrifuga és vakuum rendszer sztikséges (lasd a 7. oldali
folyamatabrét).

Vérsejtek lizalasa

A mintakat denaturald korulmények kozott emelt hémérsékleten lizaljuk. A lizis
QIAGEN Proteaz (QP) és Lizis Buffer (AL) jelenlétében zajlik le.

Genomialis DNS megkdtése a QlAamp Mini spin oszlop
membranjahoz

Hogy a genomialis DNS QIAamp Mini spin oszlop membranjahoz torténé
megkotddését optimalizaljuk, a lizatumhoz el6szor etanolt adunk. Ez utan
mindegyik lizatumot felvissziik a QIAamp Mini spin oszlopra, hogy a
genomialis DNS adszorbealddjon a szilika membranra, mikdzben a lizatumot
vakuum nyomassal vagy centrifugalis erével atszlrjuk.
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Automatizalt tisztitas

A QlAamp DSP DNA Blood Mini Kittel torténé DNS izolalast teljesen
automatizalhatjuk a QIAcube-on. Az innovativ QlAcube fejlett technoldgidja
révén képes a QIAGEN spin oszlopokat kezelni, elésegitve az automatizalt,
kis mennyiség( minta feldolgozas tokéletes 6sszekapcsolasat a laboratérium
munkafolyamataival. A QlAcube-o0s minta preparalas ugyanazon Iépéseket
koveti, mint a manualis eljaras (pl. lizis, megkotés, mosas és elualas),
el6segitve a felhasznalot, hogy a QlAamp DSP DNA Blood Mini Kitet tovabbra
is hasznalhassa nagy tisztasagu DNS tisztitasara.

Az automatizalt eljarasrol a bévebben a www.giagen.com/MyQIAcube oldalon
tajékozodhat a vonatkozo protokoll lapon. A legfrissebb protokoll lapok
ingyenesen letdlthetdék vagy beszerzésikhodz vegye fel a kapcsolatot a
QIAGEN Technikai Szerviz Osztélyaval (lasd a 34. oldalt).

Amennyiben a QIAamp DSP DNA Blood Mini Kitet automatizalja a QIAcube
berendezésen, el6fordulhat, hogy a készllék 50-nél kevesebb mintat dolgoz
fel a holttérfogatok, parolgas és az automatizalt pipettazasboél adédé reagens
tobblet felhasznalds miatt. A QIAGEN csak akkor garantalja 50 minta
feldolgozasat, ha a QlAamp DSP DNA Blood Mini Kitet manudlisan
hasznaljuk.

QlAcube

1. Abra. A QlAcube.
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QlAamp DSP DNA Blood Mini Spin
és Vakuum Eljarasok

QlAamp Spin QlAamp Vacuum
Eljaras Eljaras
Minta Minta

Lizalas
Megkotés
Vakuum
\ 4
Mosas
(AW1 Puffer)

Vakuum
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(AW2 puffer)
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Tiszta genomidlis vagy viralis DNS

Kezdés elé6tt figyelmesen olvassa el a
protokollokat (19. és Fehler! Textmarke nicht
definiert.. oldalak)

LT-be tegyen 20 pl QP-t, 200 pl mintat és 200 ul AL-t
Vortexelje 15 mp-ig

Inkubalja 10 percig (+ 1 perc) 56°C-on (+ 1°C)

Adjon hozza 200 pl etanolt

Vortexelje 15 mp-ig

Vigye fel a lizdtumot a QlAamp Mini spin oszlopra

Spin Eljaréas: centrifugélja 1 percig 6000 x g-n

Vakuum Eljaras: alkalmazza a vakuumot

Spin Eljaras: helyezze a QIAamp Mini spin oszlopot Uj WT-
be, adjon hozzé 500 pl AW1-t és centrifugalja 1 percig
6000 x g-n

Vakuum Eljaras: adjon hozza 750 pl AW1-t és alkalmazza
a vakuumot

Spin Eljaras: helyezze a QIAamp Mini spin oszlopot Uj WT-be,
adjon hozza 500 pl AW2-t és centrifugalja 1 percig teljes
sebességen

(kb. 20,000 x g vagy 14,000 rpm)

Vakuum Eljaréas: adjon hozza 750 pl AW2-t és alkalmazza a
vakuumot

Helyezze a QIAamp Mini spin oszlopot Uj WT-be

Centrifugélja 3 percig teljes sebességen (kb. 20,000 x g
vagy 14,000 rpm)

Helyezze a QIAamp Mini spin oszlopot az ET-be

Adjon hozza 50-200 pl AE-t és inkubdlja 1 percig

Centrifugélja 1 percig 6000 x g-n
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Biztositott anyagok

A kit tartalma

QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit
Kat. szadm 61104
Preparalasok szama 50*
QlAamp QIAamp Mini Spin COL 50
Mini Spin  Oszlopok Moso6 Csovekkel
(WT) (2 ml)
ET Eltciés Csovek (1.5 ml) ELU | TUBE 50
VC VacConnectorok VAC | CON 50
LT Lizis Csovek (1.5 ml) LYs |[TUBE 50
WT Mos6 Csdvek (2 ml) WASH| TUBE 3 x50
AL Lizis Puffert LYS | BUF 12 ml
AW1 Moso6 Puffer 11 WASH | BUF| 1 JCONC| 19 ml
(koncentratum)
AW?2 Moso Buffer 2* WASH | BUF | 2 JCONC] 13 ml
(koncentratum)
AE Ellciés Puffer? ELU | BUF 25 ml
PS Prote4z Beold6* QPROT| SOLV 2ml
QP QIAGEN Proteazs QPROT 1 fiola
CD o 1
Kézikonyv 1

* Amennyiben a QlAamp DSP DNA Blood Mini Kitet automatizélja a QIAcube berendezésen,
el6fordulhat, hogy a készulék 50-nél kevesebb mintét dolgoz fel a holttérfogatok, parolgas és az
automatizalt pipettazasbdl adodé reagens tébblet felhasznalas miatt. A QIAGEN csak akkor
garantdlja 50 minta feldolgozasat, ha a QlAamp DSP DNA Blood Mini Kitet manudlisan hasznaljuk..

t Guanidin-hidrokloridot tartalmaz.Nem kompatibilis fehérit6t tartalmazé fertétlenitészerekkel. Tovabbi
informé&cidért lasd a 11. oldalt.

¥ Tartésitoszerként natrium-azidot tartalmaz.
§ Beoldasi térfogat 1.2 ml. Lasd “QIAGEN Proteaz elkészitése” a 14 oldalon.
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Szikséges, de nem biztositott anyagok

Kémiai anyagokkal torténé munka soran mindig megfelel6 laboratoriumi
ruhdzatot szukséges viselni, eldobhaté kesztyliket, és védészemiiveget.
Tovabbi informaciokat a vonatkozo biztonsagi adatlapokbol (MSDSs) tudhat
meg, mely a termék forgalmazojatdl szerezhetd be.

Spin és vakuum eljardsokhoz
B Etanol (96-100%)

B Pipettdk* és pipettahegyek (hogy a kereszt szennyezddést
megakadalyozzuk, hasznaljon szlirés pipettahegyeket)

M Eldobhato kesztylik

B Fithet6 blokk* a mintak 56°C-os liziséhez (Eppendorf® Thermomixer
comfort-ot ajanlunk 1.5 ml-es micro teszt csdvekhez val6 thermoblokkal )

B Microcentrifuga*
B Méréhenger (50 ml)
M Vortex

Csak a vakuumos eljarasokhoz

B QlAvac 24 Plus vakuum rendszer (QlAvac 24 Plus, kat. sz. 19413,
QlAvac Connecting System, kat. sz. 19419, és Vakuum Pumpa, kat. sz.
84020), vagy egy ennek megfelel6 altalanos labor vakuum rendszer

* Hogy biztositsuk a mintak QlAamp DSP DNA Blood Mini eljarasokkal torténé megfeleld
feldolgozasat, ajanljuk, hogy az egyes késziilékek (pl. pipettak és fitéblokkok) ellenérzése
és kalibralasa a gyarto javaslatainak megfeleléen.

T A beszallitok listdja nem teljes és nem tartalmazza tobb fontos biol6giai gyart6 termékeit
sem.
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Biztonsdgi informaciék

Kémiai anyagokkal torténé munka soran mindig viseljen megfelel
laboratoriumi kopenyt, eldobhato keszty(t és védészemuveget. Tovabbi
informacidkért olvassa el a megfeleld anyagbiztonsagi adatlapokat (MSDSS).
Ezek online elérhetbek praktikus és tomor PDF formatumban a
www.giagen.com/support/MSDS.aspx oldalon, ahol megtalalhaté, olvashato
és kinyomtathato az MSDS az egyes QIAGEN kitekre és kit komponensekre
vonatkozédan.

VIGYAZAT: NE Ontsiink sem fehéritét, sem savas oldatot a
mintatisztitas soran keletkezett hulladékhoz.

A Lizis Puffer (AL) és a Moso Puffer 1 (AW1) guanidin hidrokoridot tartalmaz,
amely fehéritével vegyitve erésen reaktiv elegyet képezhet. Amennyiben ezen
puffereket tartalmazo oldat kiomlik, azt megfelel6 laboratériumi fertétlenitével
és vizzel tisztitsa le. Amennyiben a kiomlott folyadék fert6zé agens tartalmaz,
tisztitsa le laboratériumi fertétlenitével és vizzel, majd 1 %-os (v/v) natrium-
hipokloriddal. Amennyiben a puffertarté palackok sérultek vagy szivarognak,
viseljen kesztyt és véddszemuveget kidobasuk alkalmaval, hogy elkerulje az
esetleges személyi sérliléseket.

A QIAGEN nem tesztelte a QIAamp DSP DNA Blood Mini eljarasok soran
keletkez6 folyékony hulladékot maradeék fert6zd anyagra vonatkozéan. A
folyékony hulladék maradék fert6z6 anyaggal torténd szennyezettsége nem
jellmezd, de nem zarhato ki teljesen. Ezért a folyékony hulladék fertézé
anyagnak tekintendé és vonatkozoé helyi biztonsagi el6irasoknak megfelel6éen
kell kezelni.

D
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Az alabbi kockazati és biztonsagi kitételek vonatkoznak a QlIAamp DSP DNA
Blood Mini Kit egyes 0sszetevoire.

Lizis Puffer (AL) és Moso Puffer 1 (AW1)

X

Guanidin-hidrochloridot tartalmaz: karos, irritald. Kockézati és biztonsagi
kitételek:* R22-36/38, S13-26-36-46.

QIAGEN Proteéaz (QP)

X

Subtilisin-t tartalmaz: érzékenységet okozg, irritdl6. Kockazati és biztonsagi
kitételek:* R37/38-41-42, S22-24-26-36/37/39-46.

24 o6ras silirgosségi informacié

Slrg8ésségi, egészségugyi informaciot angolul, francidul és németil kaphat 24
oran keresztul:

Poison Information Center Mainz, Németorszag

Telefon: +49-6131-19240

* R22: Lenyelve karos; R36/38: Irritalo a szem és a bér szamara; R37/38 Irritélo a
légzérendszer és a bOr szamara; R41: Sulyos szemkéarosodast okozhat; R42: Belélegezve
szenzitizalast okozhat; S13: Eteltd|, italtdl és allatedeltsl tavol tartando; S22: Ne lélegezze
be a port; S24: Kertilje a bérrel vald érintkezést; S26: szemmel térténd érintkezés esetén
Oblitse ki azonnal b8 vizzel a szemet és kérjen orvosi tanacsot; S36: viseljen megfelelé
védbruhazatot; S36/37/39: viseljen megfeleld védbruhazatot; S46: Ha lenyelte, azonnal
kérjen orvosi tanacsot (mutassa a cimkét, ha van ilyen).
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Reagensek tarolasa és kezelese

A QlAamp Mini spin oszlopokat a megérkezéskor 2-8 °C-on kell tarolni.
Megfelel6 tarolas esetén az oszlopok a lejarati id6ig stabilak.

Minden puffert szobah6mérsékleten lehet tarolni (15-25 °C) és a kiten jelzett
lejarati id6pontig stabilak.

A liofilizalt QIAGEN Proteaz (QP) szobahémérsékleten (15-25 °C) tarolhato a
kiten jelzett lejarati id6pontig, teljesitmény romlas nélkul.

A feloldtott QIAGEN Proteaz (QP) 1 évig stabil, ha 2-8 °C-on taroljuk, de csak
a kiten jelzett lejarati hatariddig.

A bekevert Moso Puffer 1 (AW1) és a szintén bekevert Moso Puffer 2 (AW2) 1
évig stabil, ha szobahémérsékleten (15-25 °C) taroljuk, de csak a kiten jelzett
lejarati hataridoig.

Mintakezelés és tarolas

A fagyasztott mintak felolvasztasakor keletkez6 kriokicsapddas eltomiti a
QIAamp Mini spin oszlop membranjat. Amennyiben ezek a kriokicsapédasok
lathatdak, ne szivja fel ket a mintak felszivasakor. A vérmintak
lefagyasztasanak és felolvasztasanak DNS tisztitasra gyakorolt hatasait a
QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit esetében az alabbi médon hataroztak meg
(lasd a 2. Abrat).
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Fresh 1 2 3

Lefagyasztasi/felolvasztasi ciklusok szama

2. Abra. A vérminték lefagyasztasanak és felolvasztasanak hatasai. EDTA-val kezelt vér
3x lefagyasztva és felolvasztva, majd abbdl DNS tisztitdsa QlAamp DSP DNA Blood Mini
Kittel. A kikalkulalt DNS kinyeréseket a friss mintabo6l szarmazo kinyerésre (100 %)
normalizaltdk. A grafikon mindegyik oszlopa 32 ismétlés adatanak felel meg (atlag +
standard szoras).
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A QlAamp DSP DNA Blood Mini eljarasokkal tisztitott DNS mennyisége
mindegyik vérminta esetében a fehérvérsejt tartalomtol figg. Mind a spin,
mind a vakuumos eljaras soran 200 pl egészséges donorbdl szarmazd vérbdl
tisztitjuk a DNS-t. A QlAamp DSP DNA Blood Mini eljarasokhoz térténd vér
gydjtésére kulonb6zé primer tubusok és véralvadasgatlok hasznalhatok (1.
Tablazat).

1. Tablazat. Atlagos viszonyitott DNS kinyerések kiilonb6z6 primer
tubusokban és véralvadasgatlokkal gyiijtott vérmintak esetében

Névleges Atlagos
Primer tubus Gyarté Kat. sz. térfogat kinyerés*
BD™ Vacutainer® BD 366007 9 mi 6.4 ug
ONC
BD Vacutainer K3E BD 36847 10 ml 6.6 ug
BD Vacutainer K2E BD 367864 6 ml 6.4 ug
S-Monovette® EDTA Sarstedt® 02.1066.001 9 ml 6.5 ug
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 ml 6.3 ug

Genomialis DNS 200 pl egészséges donor vér mintabdl tisztitva (4.0 x 10° sejt/ml-t6l 9.0 x

10° sejt/ml-ig).

* Az atlagos kinyerés 11 triplikadtum minta alapjan kerult meghatarozasra mindegyik primer
cs6 esetén.

Maradék szennyezddés eltavolitasa

Amig a genomialis DNS kik6tédik a QlAamp Mini Spin Oszlop membranjan, a
szennyez&déseket az 1-es Moso Pufferrel (AW1) és a 2-es Mos6 Pufferrel
(AW2) kimossuk.

Tiszta genomidlis DNS elualasa

A genomialis DNS-t 50-200 pl Eltciés Pufferrel (AE) eludljuk a QlIAamp Mini
Spin Oszlop membranjarol. Az eluélt DNS igy felhasznéalasra kész a
kilénb6z6 downstream assay-kben, beleértve az in vitro diagnosztikus
downstream assay-k sokasagat.
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Fontos megjegyzések

A protokoll megkezdése el6tti fontos tudnivalok

B Miutan a kitet megkapta, ellenérizze, hogy valamely 6sszetevé nem
sérilt-e. Ha a foliazott csomagolasok vagy a puffer palackok sértiltek,
keresse fel a QIAGEN Technikai Szervizét vagy a helyi disztribatort.
Folyadék kiomlés esetén, hivatkozzon a “Bizotnsagi Informaciok” részre
(10. oldal). Ne hasznaljon sérult kit dsszetevbket, mert az csokkentett
mikodéshez vezethet.

B Az egyes folyadékatvitelek kdz6tt mindig cseréljen pipettahegyet. Hogy a
keresztszennyezddés eseélyét csokkentsuk, ajanlatos szirés
pipettahegyeket hasznalni.

B Mindegyik centrifugalo Iépést szobahémérsékleten (15-25°C) végezziik.

B Mindig hasznaljon eldobhaté keszty(t és rendszeresen ellenbrizze, hogy
nem szennyezettek-e mintaval. A beszennyzett keszty(t dobja el.

B Hogy a keresztszennyez6dés esélyét csdkkentslik, egyszerre csak egy
csoOvet nyissunk Kki.

B Ne hasznaljunk masik kitbél szarmazo dsszetbket az aktualisan hasznalt
kittel egyutt, ha csak nem azonos a lot szamuk.

B KerUljuk el a kit reagenseinek mikrobialis szennyez6dését.

B Hogy a potencialis fert6zé anyagtdl szarmazo fertézést megakadalyozzuk,
a mintak lizalasaig ajanlatos laminaris fulke alatt dolgozni.

B Ezt a kitet csak in vitro labortériumi dignosztikus gyakorlattal rendelkez6k
hasznalhatjak.

Reagensek és pufferek elkészitése
B QIAGEN Proteaz elkészitése

Adjunk 1.2 ml Proteaz Beoldot (PS) a liofilizalt QIAGEN Proteaz (QP)
csébe és ovatosan keverjuk meg. Hogy a habzast elkeruljuk, forditsuk fel-
le néhanyszor a fiolat. Gy6zédjunk meg réla, hogy a QIAGEN Proteaz
(QP) teljesen feloldddott.

® Ne tegytk a QIAGEN Proteazt (QP) kdzvetlenll a Lizis Puffer-hez (AL).
B Moso Puffer 1 elkészitése

Méréhengert hasznalva, adjunk 25 ml etanolt (96-100%) a 19 ml Moso
Puffer 1 (AW1) koncentratumot tartalmazo6 palackba. A beoldott Moso
Puffer 1-et (AW1) szobahén (15-25°C) taroljuk.
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®Az eljards megkezdése el6tt a beoldott Mosoé Puffer 1-et (AW1) mindig
keverjuk meg a palackot néhanyszor fel-le forditva.

B Moso Puffer 2 elkészitése

Méréhengert hasznalva, adjunk 30 ml etanolt (96-100%) a 13 ml Moso6
Puffer 2 (AW2) koncentratumot tartalmazo palackba. A beoldott Moso
Puffer 2-t (AW2) szobahén (15-25°C) taroljuk.

® Az eljaras megkezdése elbtt a beoldott Mosé Puffer 2-t (AW2) mindig
keverjuk meg a palackot néhanyszor fel-le forditva..

B Ellcios Puffer elkészitése

A kithez egy palack Eluciés Puffer (AE) biztositott. Hogy az Eluciés Puffer
(AE) beszennyez6dését megakadalyozzuk, pipettazasakor fokozottan
ajanlott szlrés pipettahegyek hasznalata illetve a palack kupakjat rogton a
pipettazas utan csavarjuk vissza.

®Az Eltcios Puffer (AE) tartésitoszerként natrium-azidot tartalmaz,
amelynek fényelnyelése 260 nm-nél van. Ezért ha az eluatum DNS
tartalmat 260 nm-es abszorbancia méréssel szeretnénk meghatarozni,
figyeljunk arra, hogy akar 260 nm és 280 nm kozti tartomanyban mérjuk
az eluatum DNS-ének tisztasagat, akar 220 nm és 350 nm kozti
tartomanyban mérink abszorbanciat, a vak(oldat) natrium-azid
koncentracioja megegyezzen az eluatumban levéével. Példaul ha az
abszorbancia méréshez 50 ul eluatumot 100 pl vizzel higitunk, a
vak(oldat)ot is 50 pl Elucios Puffer (AE) 100 ul vizzel térténd higitasaval
kell elkészitenuink. A higitdsokhoz friss desztillalt vizet hasznaljunk.

QlAamp Mini spin oszlopok kezelése

A nukleinsav amplifikacids technolégiak érzekenysége miatt, az alabbi
ovintézkedésekre feltétlendl figyeljink a QlAamp Mini spin oszlopok
hasznalatakor, hogy az egyes mintafeldolgozasok kozti keresztfert6zédést
elkeruljuk:

B A mintat vagy a folyadékot évatosan vigye fel a QlAamp Mini spin
oszlopra. A mintat gy pipettaza bele a QlAamp Mini spin oszlopba, hogy
az oszlop pereme ne legyen nedves.

B Az egyes folyadékatvitelek k6zott mindig cseréljen pipettahegyet.
Ajanlatos sz(rés pipettahegyeket hasznalni.

M Ugyeljink arra, hogy a pipettahegy ne érintkezzen a QlAamp Mini spin
oszlop membranjaval.

B Mindegyik révid vortexelési |épés utan réviden centrifugaljuk le a
mikrocentrifuga csdveket, hogy a kupakjukban lévé cseppeket
eltavolitsuk.
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B Egyszerre csak egy QlAamp Mini spin oszlopot nyissunk ki €s 6vakodjunk
aeroszolok képzésétol.

B Ateljes eljaras soran viseljunk keszty(t. Ha a keszty(i mintaval érintkezik,
azonnal cseréljuk le.

Genomialis DNS elualasa

A QlAamp Mini spin oszloprdl eludlt DNS térfogata akar 20 pl-rel is kevesebb
lehet az oszlopra felvitt Elaciés Puffer (AE) térfogatatdl. A kinyert eluatum
térfogata a minta fajtajatol/tipusatol fligg. Az oszlopra torténd felvitel elétt az
Elucios Puffert (AE) szobahdn ekvilibratjuk (15-25°C). Az elualt DNS-t elucids
csovekben (ET) gydijtjuk 6ssze . 4 héten beldli tarolas esetén 2—-8°C-os
tarolast javaslunk, hosszabb tavu tarolas esetén pedig —20°C-ot.

A kinyert genomialis DNS mennyisége és minésége

Az izolalassal kinyert genomialis DNS mennyisége és mindsége sokféle
molekuléaris diagnosztikai downstream detektalasi applikacidban/eljarasban
felhasznélhat6. A diagnosztikus assay-ket a gyarté eléirasai alapjan végezzik
el.

A QlAvac 24 Plus vakuum rendszer dsszeallitasa

Gy6z4djon meg rola, hogy a QlAamp Mini spin oszlopot a VacConnector-t
(VC) és a VacValve-t (szelepet) helyesen illesztette 6ssze (lasd a 3. Abrat).

/

A

L
L
A/ A\

3. Abra. A QlIAamp DSP DNA Blood Mini Kit egyes elemeinek 6sszeillesztése a
mintak vakuumos feldolgozasahoz.

1. VacValve (szelep)(a vakuum rendszerrel egyitt csomagolva)

2. VacConnector (VC)

3. QlAamp Mini spin oszlop
Amennyiben a vakuumos eljarast alkalmazzuk a QlAvac 24 Plus vakuum
rendszert hasznalva, javasoljuk, hogy a lizis csoveket (LT), az eltcios

csoveket (ET) és a QlAamp Mini spin oszlopokat a 4. abran (lasd a kdvetkezd
oldalon) szerepl6 elrendezés alapjan szamozzuk/jeldljuk, hogy elkeruljuk a
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mintak O0sszekeverését. Az abrat lefénymasolva a mintak nevei is bejelolheték.
Mas vakuum rendszer illetve a spin eljaras alkalmazasa esetén is hasonlo
elrendezést ajanlunk.
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4. Abra. A lizis csdvek (LT), eltcios csévek (ET) és a QlAamp Mini spin oszlopok
szamozasanak/jelolésének elrendezése a QlAvac 24 Plus vakuum rendszerrel torténé
hasznélathoz.
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Protokoll: Genomi DNS izolalasa és tisztitasa vérmintabal,
vakuum rendszer hasznalataval

Genomi DNS izolalasara és tisztitasara EDTA-val vagy citrattal kezelt 200 pl
teljes vérmintabdl, vakuum rendszer, mint a QIAvac 24 Plus, hasznalataval.

Kezdés elbtti fontos szempontok

B A kdvetkezd protokoll egy vérminta kezelésére szolgal, azonban
maximum 24 minta kezelhetd egy idében a QlAvac 24 Plus vakuum
rendszeren.

Kezdés elotti teendok

B Engedjuk felmelegedni a mintakat szobahémérsékletre (ekvilibralas) (15-
25°C), és a mintak legyenek megfeleléen megkeverve.

B Amennyiben csapadék lathaté az AL lizis pufferben (AL Lysis Buffer),
inkubaljuk a puffert 56°C-on, amig a csapadék fel nem oldodik.

B Legyen megfeleléen el6készitve a mosépuffer 1 (Wash Buffer 1, AW1),
mosopuffer 2 (Wash Buffer 2, AW2), és a QIAGEN proteaz (QIAGEN
Protease, QP), a hasznalati utasitas "Reagensek és pufferek
el6készitése” cimi pontja szerint (14. és 15. oldal).

B Az elual6 puffert (Elution Buffer, AE) engedjuk felmelegedni
szobahdémérsékletre (ekvilibralas, 15-25°C-ra) a 14. 1épésben valo
hasznalatra.

M Allitsuk a fiitéblokkot 56°C-ra a 4-es lépéshez.

B A kereszt-kontamin&cié minimalizalaséara, helyezzink egy-egy
VacConnector-t (VC) a vakuum rendszer minden egyes luer adapterébe.

B A QIAGEN — mindségellenérzési protokollja szerint — a kit minden egyes
sarzsaral/lotjara funkcionalis kibocsatasi tesztet végez. Emiatt, a
kildnb6z6 sarzsokbdl szarmazo egyedi reagenseket ne kombinaljuk
egymassal.

M Uritsiik ki a vakuum rendszer hulladéktartalyat és ellenérizziik, hogy
minden csatlakozé megfelel6en illeszkedik.

B A vakuum rendszerrel kapcsolatos részletesebb informaciokért, kilonds
tekintettel a karbantartasra, kérjik, hasznalja a rendszerhez mellékelt
kézikonyvet.

D
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Procedura
1. Pipettazzunk 20 ul QIAGEN Proteazt (QP) egy lizalé csébe (LT).

® Felhasznalas el6tt ellenbrizzik a visszaoldott proteaz lejarati idejét.

2. Adjunk 200 pl vérmintat a lizis csébe (LT).

3. Adjunk 200 ul Lizis puffert (Lysis Buffer, AL) a lizis csé6hoz (LT),
zarjuk ra a kupakot, majd pulzalva keverjik (vortex) 15
masodpercig.

A hatékony lizishez elengedhetetlen, hogy a minta és lizis puffer alaposan
0sszekeveredjen, és homogén oldat alakuljon ki.

® Mivel a lizis puffer (Lysis Buffer, AL) nagy viszkozitasu, fontos, hogy
megfelel6 mennyiséget pipettazunk ki. Ajanlott a lassu, 6vatos pipettazas,
vagy specialis pipetta hasznélata.

® Ne adjuk a QIAGEN proteazt (QIAGEN Protease, QP) kozvetlenll a lizis
pufferhez (Lysis Buffer, AL).

4. Inkubaljuk a mintat 56°C-on (x 1°C) 10 percig (£ 1 perc).

5. Centrifugaljuk alizis csovet (LT) 25 masodpercig maximalis
sebességgel, hogy a kupak belsejében 1évo csoppek a csdbe
jussanak.

6. Adjunk 200 pl etanolt (96—-100%) a lizis cs6hoz (LT), zarjuk le a
kupakot, alaposan keverjuk 6ssze a folyadékot pulzalé keveréssel
(vortex) 215 masodpercig.

7. Centrifugdljuk alizis csovet (LT) 25 masodpercig maximalis
sebességgel, hogy a kupak belsejében 1év6 csoppek a csdbe
jussanak.

8. Helyezzik be a QlIAamp Mini spin oszlopot a vakuum rendszer
csatlakozéjaba (VacConnector, VC). Legyen zarva a f6 vakuum
szelep (a vakuum rendszer és vakuum cso6 elosztd kozott) és a
menetes kupak-szelep (a cs6 eloszton). Kapcsoljuk be a vakuum
szivattyat.

Dobjuk el a moso csovet (WT) (2 mL) amelyben a QlAamp Mini spin
oszlop all.

A vakuumot csak a csatolo rendszerre engedjuk ra (ha van), nem pedig
kozvetlenul az eloszto csére.

9. A 7-es lépésbdl szarmazé lizatum egészét tegyiik ra a QlAamp Mini
spin oszlopra, anélkil, hogy a peremet benedvesitenénk. Kerljuk,
hogy a pipetta-hegy hozzaérjen a QlAamp Mini spin oszlop
membranjahoz.
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®Amennyiben tobb mintat kezeliink egyszerre, egy idében, mindig csak egy
lizis csé kupakjat (LT) nyissuk ki.

10. Nyissuk ki a f6 vakuum szelepet. Miutan a lizatum lefolyt a QlAamp
Mini spin oszlopon, zarjuk el a f6 vakuum szelepet és nyissuk ki a
csavarmenetes szelepet a vakuum cséelosztén, hogy a vakuumot
megszintessik az eloszton. Zarjuk el a csavarkupakos szelepet,
miutan mar megsziint a vakuum a cso elosztéban.

Miutan lezartuk a f6 vakuum szelepet, a vakuum csak a csatol6 rendszerig
(ha hasznaljuk) jut el, a csb6elosztoba nem.

@ Hasznaljuk a cséelosztd csavarkupakos szelepét, hogyha hirtelen akarjuk
elengedni a vakuumot.

®Amennyiben egyszerre tbbb QIAamp Mini spin oszlopot kezeliink, ajanlott
a VacValve (egyedi vakuum szelep/csap) hasznalata. Ha a spin oszlopbdl
lefolyt a folyadék, kapcsoljuk le a vAkuumot az adott oszloprol. Ez
minimalizélja a vakuum lépés hosszat a folyamat soran.

®Amennyiben a lizatum 10 perc utan sem folyt at teljesen az oszlopon, a
QIAamp Mini spin oszlopot helyezzuk egy tiszta mosoé/gyijté csébe (WT),
zarjuk le a kupakot és centrifugaljuk a csévet 6000 g-n (8000 rpm), harom
pecig vagy ameddig a lizatum teljesen at nem folyik az oszlopon.
Helyezzik a QIAamp Mini spin oszlopot megint egy tiszta gyljtécsdbe
(WT) és folytassuk a protokoll 10. Iépésével a 24. oldalon.

® Amennyiben a lizdtum tovabbra sem jut at az oszlopon, 6ntsiik el a mintéat
és ismételjuk meg a teljes izolalast, tisztitast uj (friss) mintaval az elsé
lépéstdl kezdve (20. oldaltol).

11. Adjunk 750 pl mosopuffer 1-et (Wash Buffer 1, AW1) a QlAamp Mini
spin oszlophoz anélkil, hogy a peremét benedvesitenénk. Keruljuk,
hogy a pipetta hegye hozzaérjen az oszlop membranjahoz. Hagyjuk
a kupakot nyitva és nyissuk ki a f6 vakuum szelepet. Miutan a
mosopuffer 1 (Wash Buffer 1, AW1) atfolyt az oszlopon, zarjuk el a
fé6 vakuum szelepet, nyissuk ki a csavarmentes szelepet a
csbelosztén, hogy a vakuumot megsziintessiik a cséeloszton.
Zarjuk el a csavarmentes kupakot, miutan a vakuum megsziint a
csbelosztéban.

12. Adjunk 750 pl mosépuffer 2-6t (Wash Buffer 2, AW2) a QlAamp Mini
spin oszlophoz anélkiil, hogy a peremét benedvesitenénk. Keruljuk,
hogy a pipetta hegye hozzaérjen az oszlop membranjahoz. Hagyjuk
a kupakot nyitva és nyissuk ki a fé6 vakuum szelepet. Miutan a
mosopuffer 2 (Wash Buffer 2, AW2) atfolyt az oszlopon, zarjuk el a
fé6 vakuum szelepet, nyissuk ki a csavarmentes szelepet a
csbelosztén, hogy a vakuumot megszuintessuk. Zarjuk el a
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csavarmentes kupakot, miutan a vakuum megsziint a
cséelosztéban.

13. Zarjuk le a QlAamp Mini spin oszlop kupakjat, szedjik le a vakuum
rendszerrél és dobjuk el a vakuum csatlakoztatét (VacConnector,
VC). Helyezzik a QlIAamp Mini spin oszlopot egy tiszta
mosoé/gylijtocsébe (WT) és centrifugaljuk maximalis sebességen
(kb. 20.000 g vagy 14.000 rpm/fordulat/perc) 3 percig, hogy a
membrant teljesen kiszaritsuk.

® A széarazra centrifugalas kihagyasa a tovabbi (downstream)
vizsgéalatokban géatlast okozhat.

14. Helyezzik a QIAamp Mini spin oszlopot egy tiszta elualé csébe
(elution tube, ET), dobjuk el a sziirletet tartalmazé
mosé/gyiijtocsovet. Ovatosan nyissuk ki a QlAamp Mini spin oszlop
kupakjat és tegytnk 50-200 ul elual6 puffert (Elution Buffer, AE) a
membran kdzepére. Zarjuk le a kupakot és inkubaljuk a csovet (és
puffert) szobahémérsékleten (15-25°C-on) 1 percig. Ezutan
centrifugaljuk a csévet 6000 g-n (8000 rpm) 1 percig a DNS
leoldasahoz (elucio).

® A protokoll végrehajtasa utan tisztitsuk ki a vakuum rendszert. A
vakuumos rendszer karbantartasi részletei a hozza csatolt kézikbnyvben
talalhatok.

D
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Protokoll: Genomi DNS izolalasa és tisztitasa vérmintabal,
mikrocentrifuga hasznalataval

Genomi DNS izolalasara és tisztitasara EDTA-val vagy citrattal kezelt 200 pl
teljes vérmintabol, mikrocentrifuga hasznéalataval.

Kezdés el6tti fontos szempontok

B A kovetkezd protokoll egy vérminta kezelésére szolgal, azonban szamos
minta kezelhetd egy idében. A kezelheté mintak szama a hasznalt
mikrocentrifuga kapacitasatol flgg.

Kezdés elotti teendok

B Engedjuk felmelegedni a mintakat szobahémérsékletre (ekvilibralas) (15-
25°C), és a mintak legyenek megfeleléen megkeverve.

B Amennyiben csapadék lathaté az AL lizis pufferben (AL, Lysis Buffer),
inkubaljuk a puffert 56°C-on, amig a csapadék feloldodik.

B Legyen megfeleléen el6készitve a mosépuffer 1 (Wash Buffer 1, AW1),
mosopuffer 2 (Wash Buffer 2, AW?2), és a QIAGEN proteaz (QIAGEN
Protease, QP), a hasznalati utasitas "Reagensek és pufferek
el6készitése” cimi pontja szerint (14. és 15. oldal).

B Az elual6 puffert (Elution Buffer, AE) engedjuk felmelegedni
szobahdémérsékletre (ekvilibralas, 15-25°C-ra) a 15-06s Iépésben valo
hasznalatra.

M Allitsuk a fiitéblokkot 56°C-ra a 4-es lépéshez.

B A QIAGEN — min8dségellenérzési protokollja szerint — a kit minden egyes
sarzsara/lotjara funkcionalis kibocsatasi tesztet végez. Emiatt, a
kllénb6z8 sarzsokbol szarmazoé egyedi reagenseket ne kombinaljuk
egymassal.

Procedura
1. Pipettazzunk 20 pl QIAGEN Proteazt (QP) egy lizalé csébe (LT).

® Felhasznalas el6tt ellenbrizzuk a visszaoldott proteaz lejarati idejét.

2. Adjunk 200 pl vérmintat a lizis csébe (LT).

3. Adjunk 200 pl Lizis puffert (Lysis Buffer, AL) a lizis cs6hoz (LT),
zarjuk ra a kupakot, majd pulzélva keverjuk (vortex) 15
masodpercig.

A hatékony lizishez elengedhetetlen, hogy a minta és lizis puffer alaposan
0sszekeveredjen, és homogen oldat alakuljon ki.
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® Mivel a lizis puffer (Lysis Buffer, AL) nagy viszkozitasu, fontos, hogy
megfelel6 mennyiséget pipettazunk ki. Ajanlott a lassu, 6vatos pipettazas,
vagy specialis pipetta hasznélata.

® Ne adjuk a QIAGEN proteazt (QIAGEN Protease, QP) kdzvetlendl a lizis
pufferhez (Lysis Buffer, AL).

4. Inkubaljuk a mintat 56°C-on (x 1°C) 10 percig (x 1 perc).

5. Centrifugaljuk a lizis csovet (LT) 25 masodpercig maximalis
sebességgel, hogy a kupak belsejében 1évo csoppek a csdbe
jussanak.

6. Adjunk 200 pl etanolt (96—-100%) a lizis cs6ho6z (LT), zarjuk le a
kupakot, alaposan keverjik 6ssze a folyadékot pulzalé keveréssel
(vortex) 215 masodpercig.

7. Centrifugaljuk a lizis csovet (LT) 25 masodpercig maximalis
sebességgel, hogy a kupak belsejében 1év6 csoppek a csdbe
jussanak.

8. A 7-es lépésbdl szarmazé lizatum egészét tegyiik ra a QlAamp Mini
spin oszlopra, anélkil, hogy a peremet benedvesitenénk. Kertljuk,
hogy a pipetta-hegy hozzaérjen a QlAamp Mini spin oszlop
membranjahoz.

®Amennyiben tobb mintat kezellnk egyszerre, egy idében, mindig csak egy
lizis cs6 kupakjat (LT) nyissuk ki.

9. Zarjuk le a QlAamp Mini spin oszlop kupakjat és centrifugaljuk kb.
6000 g-n 1 percig. Helyezzik a QlIAamp Mini spin oszlopot egy tiszta
moso6/gylijtdé csdbe (WT) és dobjuk el a sziirletet tartalmazé csovet.

®Amennyiben a lizatum nem folyt at teljesen az oszlopon, a centrifugalas
utédn (6000 g (8000 rpm), centrifugaljuk Ujra a mintéat teljes sebességgel
(egészen 20.800 g) 1 percig.

® Amennyiben a lizatum tovabbra sem jut at az oszlopon, 6ntsik el a mintat
es ismételjuk meg a teljes izolalast, tisztitast uj (friss) mintaval az elsé
|épéstél kezdve (23 oldaltol).

10. Ovatosan nyissuk ki a QlAamp Mini spin oszlopot és adjunk 500 pl
mosopuffer 1-et (Wash Buffer 1, AW1) a QlAamp Mini spin
oszlophoz anélkul, hogy a peremét benedvesitenénk. Keruljiuk, hogy
a pipetta hegye hozzéérjen az oszlop membranjahoz.

11. Zarjuk le a QIAamp Mini spin oszlop kupakjat és centrifugaljuk kb.
6000 g-n 1 percig. Helyezzik a QlIAamp Mini spin oszlopot egy tiszta
mosoé/gylijtdé csdébe (WT) és dobjuk el a sziirletet tartalmazé csovet.

12. Ovatosan nyissuk ki a QlAamp Mini spin oszlopot és adjunk 500
mosopuffer 2-6t (Wash Buffer 2, AW2) a QlAamp Mini spin
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oszlophoz anélkil, hogy a peremét benedvesitenénk. Keriljik, hogy
a pipetta hegye hozzéérjen az oszlop membranjahoz.

13. Zarjuk le a QlAamp Mini spin oszlop kupakjat és centrifugaljuk
maximalis sebességen (kb. 20.000 g vagy 14.000 rpm/fordulat/perc)
1 percig. Helyezzik a QlAamp Mini spin oszlopot egy tiszta
mosoé/gylijtdé csdébe (WT) és dobjuk el a sziirletet tartalmazé csovet.

14. Centrifugdljuk teljes sebességen (kb. 20.000g vagy 14.000
rom/fordulat/perc) 3 percig, hogy a membrant teljesen kiszaritsuk.

® A széarazra centrifugalas kihagyasa a tovabbi (downstream)
vizsgalatokban gatlast okozhat.

15. Helyezziik a QlAamp Mini spin oszlopot egy tiszta elualé csébe
(elution tube, ET), dobjuk el a sziirletet tartalmazo
mosoé/gyiijtécsovet. Ovatosan nyissuk ki a QlAamp Mini spin oszlop
kupakjat és tegyunk 50-200 ul elualo puffert (Elution Buffer, AE) a
membran kézepére. Zarjuk le a kupakot és inkubaljuk a cstvet (és
puffert) szobahémérsékleten (15-25°C-on) 1 percig. Ezutan
centrifugaljuk a csdvet kb. 6000 g-n (8000 rpm) 1 percig a DNS
leoldasahoz (elacio).
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Minéségellendrzés

A QIAGEN - ISO tanusitott minéségellen6rzési protokolljanak megfeleléen — a
QIAamp DSP DNA Blood Mini kit minden egyes sarzsara/lotjara funkcionalis
kibocsatasi tesztet veégez. A kitnek meg kell felelnie az elére meghatarozott
paramétereknek, igy biztosithaté a termék folyamatos minésége.

Korlatozasok

A rendszer teljesitményét teljes vérbdl torténé genomi DNS izolalasaval
hataroztak meg.

A felhasznalé felel6ssége a rendszer teljesitményének validalasa a
laboratériumban, amennyiben azokat (a kérilményeket) nem fedik le a
QIAGEN teljesitmény-vizsgalatok.

A diagnosztikai eredményre gyakorolt negativ hatas minimalizalasanak
érdekében, megfeleld negativ kontroll(oka)t kell hasznalni a tovabbi
(downstream) vizsgalatokban. Tovabbi validalasi kérdések esetén javasolt az
“International Conference on Harmonization of Technical Requirements (ICH)
in ICH Q2(R1) Validation Of Analytical Procedures: Text And Methodology”
nemzetkdzi Utmutatas hasznélata.

A kit hasznalatabdl szarmazé barmilyen diagnosztikai eredményt, a klinikai
és/vagy laboratériumi eredmények figyelembevételével lehet értelmezni.

Teljesitményjellemzok

Tisztitott DNS kinyerés

A DNS kinyerés linearis tartomanyat a QlAamp DSP DNA Blood Mini kit és
vakuum rendszer felhasznalasaval, egészséges donorok vérébdl torténd DNS
izolalassal végezték, ahol a fehérvérsejtszam 3,8 x 10° — 1,34 x 107 sejt/mL
kdzott volt (lasd 5. &bra, 5. abra 27. oldal).
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5. abra DNS kinyerés lineéris tartomanya QlAamp DSP DNA Blood Mini vakuum
folyamat hasznalataval 200 pl-es eluciés térfogattal. Az egészséges donorok fehérvérsejt
szamat meghataroztak, amely 3,8 x 108 — 1,34 x 107 sejt/mL kozott volt. A DNS izolalasa a
vérmintabol a QlAamp DSP Blood Mini vakuum folyamattal tértént, 200 pl-es eltcids
térfogattal. 87 triplikdtum mintabdl tortént az izolalas.

Teljesitmény a tovabbi (downstream) vizsgalatokban

Az elualt genomi DNS felhasznélasra kész a tovabbi folyamatokhoz, beleértve
szamos in vitro diagnosztikai vizsgalatot (2-6. tablazat). Meghataroztak az
elucios térfogat és a PCR-hez felhasznalt eluatum mennyiségének hatasat a
PCR teljesitményre (l&sd 7. tablazat).
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2. tdblazat HLA tipizalas a Dynal® AllSet*™ SSP vizsgalattal: HLA-A
“kKisfelbontas”, HLA-B “kisfelbontas”, DR “kisfelbontas”, és DQ
“kisfelbontas”

HLA l6kusz A HLA |6kusz B HLA I6kusz DR  HLA I6kusz DQ
Genotipus Sz. Genotipus Sz. Genotipus Sz. Genotipus Sz.
A2/A3 2 B51,B51/ 1 DR1/DR3 1 DQ2 1
B13, vagy
B51/B27
A3/A1 1 B13/B35 1 DR3vagy 1 DQ2/DQ3 2
DR3/DR13
A3/A25 1 B8/B27 1 DR3/DR7 1 DQ6 1
A2/A24 2 B7/B13 1 DR7/DR15 2 DQ2/DQ5 1
vagy
B7/B15
Al/A2 2 B7/B18 1 DR4/DR15 1 DQ2/DQ5 2
A30/A68 1 B7/B44 1 DR4/DR7 1 DQ3 1
A2/A32 1 Mas 0 DR4 1 DQ3/DQ6 2
Mas 0 DR15 1 Mas 0
DR1/DR7 1
Mas 0

A teljes vert egyedi donoroktol gydjtottek. 200 pl vérbél izolaltak DNS-t a
QIAamp DSP DNA Blood Mini kittel. Az allélokat a Dynal AllSet® SSP (Dynal
Biotech) vizsgalattal azonositottak a jel6lt Ibkuszokban, a megjeldlt szamu
egyedbdl. Az “Sz.” jelzi a vizsgalt donorok szamat.
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3. tdblazat Faktor V Leiden (FV) genotipizalas a LightCycler® Factor V
Leiden Mutation Detection Kit-tel

Genotipus Szam
Vad tipus 17
FV G1691 A heterozigoéta 13
FV G1691 A homozigota 0

30 egyedi donorbdl gyujtottek teljes vérmintat. 200 ul teljes vérbél DNS-t
izolaltak a QlAamp DSP DNA Blood Mini kittel. Az FV G1691A I6kusz allél
statuszat a LightCycler Factor V Leiden Mutation Detection Kit-tel (Roche
Group) hataroztak meg.

4. tablazat Faktor V (FV) Leiden mutacio genotipizalas PCR és
piroszekvenalas® kombinacidjaval, a PSQ-96 SNP-Reagent kit-tel, a PSQ
96 MA piroszekvenal6 késziiléken.

Genotipus Szam
Vad tipus 17
FV G1691 A heterozigoéta 13
FV G1691 A homozig6ta 0

30 egyedi donorbdl gy(jtottek teljes vérmintat. 200 pl teljes vérb6l DNS-t
izoléaltak a QlAamp DSP DNA Blood Mini kittel. Az FV G1691A I6kusz allél
statuszat piroszekvenaldssal, a PSQ-96 SNP-Reagent kit-tel hataroztdk meg a
PSQ 96MA piroszekvenalod késziléken (Biotage).
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5. tdblazat Protrombin (PT) genotipizalas PCR és piroszekvenalas
analizissel a PSQ-Q96 SNP Reagent Kit felhasznalasaval a PSQ 96MA
piroszekvenal6 késziléken

Genotipus Szam
Vad tipus 30
PT G20210A heterozigéta 0
PT G20210A homozigoéta 0

30 egyedi donorbdl gyUjtottek teljes vérmintat. 200 pl teljes vérbél DNS-t
izolaltak a QlAamp DSP DNA Blood Mini kittel. A PTG20210A lokusz allél
statuszat PCR és piroszekvendalas kombinacidjaval, a PSQ-96 SNP-Reagent
kit-tel hataroztak meg a PSQ 96MA piroszekvenald készuléken (Biotage).

6. tAblazat Az ApoE T112C és C158T polimorfizmus analizise PCR és
amplikon szekvenalas kombinacidjaval a BigDye™ v1.1 Ready Reaction
Cycle Sequencing Kit-tel az ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer
szekvenald hasznélataval

Genotipus Szam
ApoE*3/*3 5
ApoE*3/*4 5
Mas 0

10 egyedi donorbdl gytijtottek teljes vérmintat. 200 pl teljes vérbdl DNS-t
izolaltak a QlAamp DSP DNA Blood Mini kittel. A T112C és C158T ApoE
polimorfizmusok vizsgéalatat PCR és amplikon szekvenalas kombinaciojaval
hataroztak meg, a BigDye™ v1.1 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit-tel az
ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Life Technologies Corporation)
szekvenalo felhasznalasaval.
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7. tdblazat Az ellcids térfogat és a PCR-ben hasznalt eluatum
mennyiségének hatasa a PCR teljesitményre

Eluatum térfogata 50 pul PCR* reakcidban
ElGcios térfogat 2 pl 5l 10 pl
50 ul 100% 100% 100%
100 pl 100% 100% 97%
200 pl 100% 100% 100%

* Az értékek a PCR taldlati aranyt mutatjak és 48 minta atlaga alapjan kertltek
meghatarozasra.

Eluatum stabilitas

A QlAamp DNA Blood Mini kit — amely altalanos laborat6riumi kit €és azonos
technologiat hasznal — eluatumainak tarolasi tesztjei azt mutatjak, hogy a
QIAamp DNA Blood Mini Spin oszloprél, AE elucios pufferes leoldas utan, az
eluatumban lévé DNS 8 évig stabil akar 5°C-on, akar -20°C-on taroljak (6.
abra). Természetesen, a QlAamp DSP DNA Blood Mini kit eluatum
hosszutavu stabilitasi tesztje jelenleg folyamatban van.

M 2-8°C -20°C M

[

“ »

6. abra A QlAamp DNA Blood Mini Spin oszloppal tisztitott DNS hosszutavu stabilitasa
A DNS-t QIAamp DNA Blood Mini Kit-tel tisztitottak 200 pl AE pufferben és vagy 2-8°C-on
vagy -20°C-on taroltédk 8 éven keresztil. A DNS mintak analizisét etidium bromiddal festett
agaroz gélben torténé elvalasztassal végezték. M: molekulatdomeg marker.
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In vitro diagnosztikai orvosi készulék
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LYOPH Liofilizalt

RCNS Oldjuk vissza
Etanol
GuHCI Guanidin-hidroklorid
SUBT Szubtilizin
- Vezet ..-hoz/hez/h6z
[]:ﬂ Nézze meg a hasznalati utmutatot
® Fontos megjegyzés

Referenciak

A QIAGEN széleskor(i, naprakész online adatbazissal rendelkezik a QIAGEN
termékeivel kapcsolatos tudomanyos publikaciokrol. Az atfogd kereséfunkcid
altal kdonnyen megtalalja a keresett cikket egy egyszerl kulcsszé beutésével
vagy a szikité funkcié segitségével — applikaciora, kutatasi teruletre, cimre,
stb. vonatkozélag.

A referenciék teljes listajaért kérjuk, keresse fel a QIAGEN Referencia Online

Adatbéazist a www.giagen.com/RefDB/search.asp cimen vagy konzultaljon a
QIAGEN Technical Services-vel, vagy a helyi disztributoraval.

D
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Kontakt informacio

A QIAGEN buszke az éltala nyujtott technikai segitségnyujtas minéségére és
elérhetéségére. A Technikai Szerviz Osztalyon a minta és analizis
technoldgidkban jartas és a QIAGEN termékekrél kiterjedt gyakorlati és
elméleti ismeretekkel rendelkez6 tuddsok allnak rendelkezésre. Amennyiben a
QIAamp DSP DNA Blood Mini kit-tel vagy egyéb QIAGEN termékkel
kapcsolatban, kérdése van, vagy problémat tapasztal, forduljon hozzank
bizalommal.

A QIAGEN felhasznalok a f6 informacio forrasok a termékeink halad6 vagy
specialis felnasznalasaval kapcsolatban. Ezek az informaciok segitséget
nyujtanak mas tudésoknak, csakugy, mint a QIAGEN-nél talalhatd kutatoknak.
Ezek miatt batoritjuk arra, hogy vegye fel veliink a kapcsolatot, ha a termékek
teljesitményével kapcsolatban javaslata van vagy Uj alkalmazast vagy
technikét fejlesztett ki.

Technikai segitségért illetve tovabbi informacidért kérjik, keresse fel a
Technical Support Kézpontot: www.giagen.com/Support, vagy keresse a
QIAGEN Technical Service Osztalyt vagy helyi disztributorat (lasd hatsé oldal
vagy www.qgiagen.com).

QIAGEN GmbH, QIAGEN Strasse 1, D-40724 Hilden, Germany

D
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Rendelési informacio

Termék Tartalom Kat. sz.
QIAamp DSP DNA 50 DNS minta izolaladsahoz: QlAamp 61104
Blood Mini Kit (50) Mini Spin oszlopok, VacConnectors,

QIAGEN Protease, Reagents, Buffers,
és collection tubes

Kiegészitok
QIAvac 24 Plus Vakuum cséelosztd 1-24 spin 19413
vacuum manifold* oszlophoz: QlAvac 24 Plus Vacuum
manifold, Luer Plugs, Quick Couplings
Vacuum Pump* Univerzalis vakuum pumpa 84020

A legfrissebb licenc informacioért és termék specifikus jogi nyilatkozatért,
kérjuk, nézze meg a megfelel6 QIAGEN kit kézikonyvet, vagy hasznalati
utasitast. A QIAGEN kit kézikbnyvek és hasznalati utmutatok megtalalhatéak a
www.giagen.com cimen, vagy lekérhetéek a QIAGEN Technical Service-tél,
vagy a helyi disztributortol.

* A vdkuumos protokollhoz val6 hasznalatra.
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Védjegyek: 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.). Az ebben a dokumentumban talalhato regisztralt nevek,
védjegyek stb., nem tekinthet6k jog altal nem védetteknek, még akkor sem, ha ez nem kertil kifejezetten kinyilvanitasra.

Korlatozott licensz megallapodas a QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit-re
A jelen termék hasznalataval e termék vasarldja vagy felhasznaldja belegyezik a kévetkez6 megallapodasba:

1. Aterméket kizarélag a mellékelt hasznalati utasitdsnak megfelel6en lehet hasznalni, kizarélag a kit-ben talalhaté 6sszetevékkel. A QIAGEN
nem ad jogot arra, szellemi tulajdonjoga alapjan, hogy a kit-ben 1évé dsszetevéket hasznaljak, vagy mashova beépitsék, és a kit-ben meg
nem talalhaté dsszetevékkel kombinaljak, kivéve a termékhez mellékelt protokollban, vagy a mostani kézikdnyvben, vagy a www.giagen.com
oldalon talalhaté protokollokban leirtaknak megfeleléen. A tovabbi protokollok némelyikét QIAGEN felhasznalék bocsatjak mas QIAGEN
felhasznalok rendelkezésére. Ezek a protokollok nem mentek at a QIAGEN szigorl tesztelésén és nem optimalizaltak azokat. A QIAGEN
nem ad garanciat arra és nem vallalja a felel6sséget azért, hogy ezek a protokollok nem sértik harmadik fél jogait.

2. A kifejezetten megjelenitett licenszen kivil, a QIAGEN nem vallal felel6sséget arra, hogy a kit és/vagy annak hasznalata nem sérti harmadik
fél jogat.

3. Ezakit és 0sszetevéi egyszeri hasznalatra engedélyezettek, nem hasznalhatdk fel jra, nem ujithatok fel vagy nem adhatok el Gjra.
4. A QIAGEN visszautasit minden mas kifejezett vagy arra utal6 licenszet, amelyet kifejezetten nem nyilvanitott ki.

5. A kit megvasarl6ja vagy felhasznaléja egyetért azzal, hogy nem egyezik bele és nem ad engedélyt arra senki masnak, hogy olyan lépéseket
tegyenek, melyek a fent leirtakhoz vagy a fent megtiltott cselekményhez vezethetnek. A QIAGEN kényszeritheti a Korlatozott licensz
megallapodas betartatasat barmilyen birésagon és minden nyomozati és jogi koltséget, beleértve az tigyvédi koltséget is jogaban all
megtérittetni, ha a fenti Korlatozott licensz megallapodéas betartatdsaval kapcsolatban 1épéseket kell tennie, vagy barmilyen a kit és/vagy
Osszetevdivel kapcsolatos szellemi tulajdonjoga sériine.

A legfrissebb licensz informéaciokat keresse a www.giagen.com honlapon.

© 2012 QIAGEN, minden jog fenntartva.
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