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Kullanim Amaci

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit, genomik DNA’nin formalinle fikse edilip, parafine
g6émilmuis (Formalin-fixed, Paraffin-embedded, FFPE) biyolojik numunelerden izolasyonu
ve saflastirilmasi amaciyla silika-membran teknolojisini (QlAamp teknolojisi) kullanan bir

sistemdir.

Manuel 6rnek hazirlama amagclarina yoneliktir ve kantitatif veya kalitatif test sonucu vermez.

Planlanmig Kullanici

Uriiniin in vitro diagnostik (In Vitro Diagnostic, IVD) amaglar igin molekiiler biyoloji teknikleri
konusunda egitilmis teknisyenler ve doktorlar gibi profesyonel kullanicilar tarafindan

kullaniimasi amaglanmigtir.
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Aciklama ve llke

Ozet ve agiklama

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit, FFPE doku kesitlerinden DNA saflastirma amaciyla
kullanilir. Kiguk 6rnek hacimleri veya boyutlarindan genomik ve mitokondriyal DNA'nin
saflastiriimasina iliskin iyi bilinen QlAamp DNA mikro teknolojisini kullanir. Kitte, silika tabanh
membranin segici baglama 6zellikleri ile esnek elisyon hacimleri birlestirilir.

Lizis kosullari, genomik DNA'nin bir gecelik inkiibasyona ihtiyag duyulmadan FFPE doku
kesitlerinden etkili bir sekilde saflastirimasina izin verir. Proteinaz K sindiriminden sonra yiksek
bir sicaklikta inkiibasyon, serbest birakilan DNAnin formalin c¢apraz bagdlamasini kismen
gidererek asagi akigl tahlillerde potansiyel olarak verimin yani sira DNA performansini artirir.
FFPE 6rneklerinden izole edilen DNA'nin siklikla taze veya dondurulmus érneklerden elde edilen
DNA’dan daha dusik molekul agirligina sahip oldugunu unutmayin. Fragmantasyon derecesi
ornek turline ve siiresine ve fiksasyon igin kullanilan kosullara baghdir.

Ornek lizisinden sonra basit QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit prosediirii, birden fazla
ornegin es zamanli iglemesi icin uygundur.

Laboratuvarinda el kitabinda agiklanan QIAGEN® performans galismalarinin kapsaminda
olmadan kullanilan herhangi bir prosedur igin sistem performansini dogrulamak kullanicinin
sorumlulugundadir.

Prosedur Prensibi

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit prosedurt 6 adimdan olusur (Sekil 1):

e Parafini giderme: Parafin, ksilen icinde ¢ozdurdlir ve giderilir.
e Lizis: Ornek, Proteinaz K ile 56 °C’de denatiiran kosullar altinda parcalanir.
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Isitma: 90 °C’de inkiibasyon formalin gapraz baglamasini tersine gevirir.
Baglama: DNA membrana ve kontaminant kalintilarina baglanir.
Yikama: Artik kontaminantlar yikanarak giderilir.

ElGisyon yapma: Saf, konsantre DNA, membrandan ellie edilir.

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Prosediirii

Ornek
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Kullanima hazir DNA

Sekil 1. QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit prosediirii.
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Saglanan Materyaller

Kit icerigi
QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (50)
Katalog no. 60404
Hazirlama sayisi 50
Tanim Semboller Adet
QlAamp QlAamp MinElute Columns with Wash Tubes COL 50
MinElute® (Yikama Tupleri ile QlAamp MinElute -
Kolonlar)
WT Wash Tubes (Yikama Tpleri) (2 mL) wASHI TUBE 3 x50
ET Elution Tubes (Eltsyon Tupleri) (1,5 mL) TUBE 50
LT Lysis Tubes (Lizis Tupleri) (2 mL) TUBE 50
ATL Tissue Lysis Buffer (Doku Lizis Tamponu) LYs | BUF 10 mL
AL Lysis Buffer (Lizis Tamponu)* m 12 mL
AWA1 Wash Buffer 1 (Yikama Tamponu 1)* I WASH I BUF I 1 ICONCI 19 mL
(konsantre)
AW2 Wash Buffer 2 (Yikama Tamponu 2)f I WASH I BUF I ] ICONCI 13 mL
(konsantre)
ATE Elution Buffer (Elisyon Tamponu)t m 12 mL
PK Proteinase K (Proteinaz K) ROT 1,25 mL

- Kullanim Talimatlari (El Kitabi)

-
m
—
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* Bir guanidin tuzu igerir. Camasir suyu igeren dezenfektanlarla uyumlu degildir. Uyarilar ve Onlemler igin bkz.

sayfa 10.
T Koruyucu madde olarak sodyum azid icerir.
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Kit bilesenleri

Kitin ana bilesenleri asagida agiklanmaktadir.

Tablo 1. Saglanan reaktiflerdeki aktif bilesenler

Reaktif
Aktif Bilesenler Konsantrasyon (a/a) [%]
Sembol Ad
ATL Buffer ATL Sodyum dodesil siilfat >1ila <10
AL Guanidin hidroklorir >30 ila <50
Buffer AL . . f
Maleik asit >0,1ila <1
AW1 Guanidin hidroklortr >50 ila <70
Buffer AW1 .
Etanol >10ila <90
AW2 Buffer AW2 Etanol >10ila <90
ATE Buffer ATE Yok -
PK Proteinase K (Proteinaz K) Proteinase K (Proteinaz K) > 1ila<10

DNA izolasyonundan sonra ortaya ¢ikan taniya yonelik sonuglar tizerine herhangi bir negatif

etki riskini en aza indirmek igin asagi akish uygulamalar igin yeterli kontroller kullaniimahdir.
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Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Materyaller

Kimyasallar ile calisirken daima uygun laboratuvar 6nlugu, tek kullanimlik eldiven ve
koruyucu gozlik kullanin. Daha fazla bilgi igin trtin tedarikgisinden temin edilebilecek uygun
guvenlik veri sayfalarina (Safety Data Sheets, SDS'ler) bagvurun.

Ek reaktifler

e Ksilen
e Etanol (%96-100)*

Sarf Malzemeleri

e Kit iginde verilen tipleri kullanmama karari verilirse 1,5 veya 2 mL’lik mikrosantrifuj
tuplerinin (lizis adimlari icin) ve 1,5 mL’lik mikrosantrifuj tlplerinin (elisyon adimlari
igin) kullaniimasini éneririz (6rnegin, Sarstedt®ten temin edilebilecek olanlar, kat. no.
72.690). DNaz/RNaz icermeyen, guvenli kapakli konik sekilli tipleri dneririz. QIAGEN
performans calismalari kapsaminda olmayan laboratuvarlarinda kullanilan herhangi bir
prosedur icin sistem performansinin onaylanmasi kullanicinin sorumlulugundadir.

® Pipetler ve pipet uglari (capraz kontaminasyondan kaginmak igin aerosol bariyerli pipet

uglarini siddetle 6neririz)

Ekipmant

e Termomikser?, isitmali orbital inkiibat6r, 1sitma blogu veya 56 °C, 70 °C ve 90 °C'de
inkibasyon saglayabilen su banyosu
e Mikrosantrifijt, 2 mL'lik tlipler igin rotorlu

o Vorteksleyici

* Metanol veya metiletilketon gibi baska maddeler iceren denatiire alkol kullanmayin.

T Kullanim 6ncesinde cihazlarin Ureticinin 6nerilerine gére kontrol edildiginden ve kalibre edildiginden emin olun.

# Orneklerin QlAamp DSP DNA FFPE prosediirlerinde uygun sekilde islenmesini saglamak igin cihazlarin, reticinin
onerileri dogrultusunda kalibre edilmesini siddetle 6neririz.
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Uyarilar ve Onlemler

QIAGEN'in risk yonetimine dayali olarak Urin tasariminda tim amaglanan risk kontrol
tedbirleri uygulanmistir. Genel artik risk kabul edilir gérilmustir ve cihaz kullanimi glivenl
olarak deg@erlendirilmistir. Bu el kitabinda cihazin glvenligini ve performansini saglamak igin

talimatlar, uyarilar ve dnlemler yer almaktadir. Bunlara siki bir sekilde uyulmalidir.

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

dlzenlemelerinize bagvurmaniz gerekebilecegini litfen dikkate alin.
Guvenlik bilgileri

Kimyasallar ile calisirken daima uygun laboratuvar 6nlugu, tek kullanimlik eldiven ve
koruyucu gozluk kullanin. Daha fazla bilgi igin Iitfen uygun gulvenlik veri sayfalarina (Safety
Data Sheets, SDSs) basvurun. Bunlar, her bir QIAGEN Kkiti ve kit bilesenine ait SDS'yi
bulabileceginiz, goruntileyebileceginiz ve yazdirabileceginiz www.giagen.com/safety

adresinde gevrimigi olarak kullanigli ve kompakt PDF biciminde mevcuttur.

DIKKAT Ornek hazirlama atigina dogrudan camasgir suyu veya asidik sollisyonlar
EKLEMEYIN.

e Buffer AL ve Buffer AW1, gamasir suyu ile birlestiginde yiksek derecede reaktif
bilesikler olusturabilen guanidin hidroklorir icermektedir.

e Bu tamponlari iceren sivilar dokulurse uygun laboratuvar deterjani ve suyla temizleyin.
Dokulen sivi potansiyel olarak enfeksiydz madde igeriyorsa, once etkilenen alani
laboratuvar deterjani ve suyla, ardindan %1 (h/h) sodyum hipoklorit ile temizleyin.

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

guvenlik prosedurlerinize uygun olarak imha edin.
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Acil durum bilgileri

CHEMTREC

ABD ve Kanada 1-800-424-9300

ABD ve Kanada Dig

Onlemler

Buffer AL

&

Buffer ATL

&

Buffer AW1

&

Proteinase K

"%

QlAamp DSP DNA FFPE

I +1 703-527-3887

igerik: guanidin hidrokloriir ve maleik asit. Uyari! Yutulursa veya solunursa zararl olabilir.
Cilt tahrisine neden olur. Ciddi g6z tahrisine neden olur. Alerjik cilt reaksiyonuna neden
olabilir. Géz tahrisi devam ederse: Tibbi tavsiye/yardim alin. GOZE TEMAS ETMESI
HALINDE: Birkag dakika suyla iyice yikayin. Varsa ve gikarmasi kolaysa kontak lensleri
cikarin. Yikamaya devam edin. Kontamine giysileri ¢ikarin ve tekrar kullanmadan 6nce
yikayin. CILDE TEMAS ETMESI HALINDE: Bol miktarda sabun ve suyla yikayin. Cilt
tahrisi olusursa: Tibbi tavsiye/yardim alin. Koruyucu eldiven/koruyucu giysi/géz
korumasi/yliz korumasi kullanin.

Uyari! Hafif derecede cilt tahrisine neden olur. Cilt tahrisi olusursa: Tibbi tavsiye/yardim
alin.

Guanidin hidroklorir icerir. Uyar! Yutulursa veya solunursa zararlidir. Cilt tahrisine neden
olur. Ciddi géz tahrisine neden olur. Kendinizi iyi hissetmezseniz bir ZEHIR MERKEZINI
veya doktoru arayin. Igerigi/kabi onayl bir atik imha tesisine atin. Kontamine giysileri
cikarin ve tekrar kullanmadan 6nce yikayin. Koruyucu eldiven/koruyucu giysi/goz
korumasi/yliz korumasi kullanin.

Icerik: Proteinaz K. Tehlike! Hafif derecede cilt tahrigine neden olur. Solunursa alerji veya
astim belirtilerine ya da solunum zorluklarina neden olabilir.
Tozu/buguyu/gazi/dumani/buhari/spreyi solumaktan kaginin. Igerigi/kabi onayl bir atik
imha tesisine atin. Solunum belirtileri yasaniyorsa: Bir ZEHIR MERKEZINI veya doktoru
arayin. SOLUNMUSSA: Solunum zorsa kisiyi temiz havaya cikarin ve solunum igin rahat
bir pozisyonda istirahatte tutun. Solunum korumasi kullanin.
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imha

Atik icinde ornekler ve reaktifler bulunmaktadir. Bu atik, toksik veya enfeksiy6z materyaller
icerebilir ve uygun sekilde imha edilmelidir. Uygun imha proseddrleri igin yerel guvenlik
dizenlemelerinize bagvurun.

Daha fazla bilgi igin Iitfen uygun guvenlik veri sayfalarina (Safety Data Sheets, SDSs)
basvurun. Bu belgeler, her bir QIAGEN kiti ve kit bilesenine ait SDS'yi bulabileceginiz,
goruntlleyebileceginiz ve yazdirabileceginiz www.qiagen.com/safety adresinde ¢evrimigi
olarak PDF bigiminde mevcuttur.
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Reaktif Saklama ve Kullanma

QlAamp MinElute kolonlari, alindiktan sonra 2-8 °C’de saklanmalidir ve kit kutusunda

gosterilen son kullanma tarihine kadar kullanilabilir.

Tum tamponlar, oda sicakliginda (15-25 °C) saklanabilir ve agilmazsa kit son kullanma

tarihine kadar stabildir.

Kullanimda stabilite

Sulandiriimis Buffer AW1 ve AW2, oda sicakliginda(15-25 °C) 1 yila kadar veya kitin son
kullanma tarihine kadar (hangisi daha 6nceyse) saklanabilir.
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Numune Saklama ve Kullanma

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit, FFPE numuneleriyle kullanim igin gelistiriimistir.

DNA stabilitesi, asagi akish uygulamadaki kullanimini etkileyebilecek numune toplama,
kullanma, hazirlama ve saklama kosullari gibi gesitli faktorlere baghdir. Belirli bir asagdi akisli
uygulamanin kullanim talimatlarina basvurmak ve/veya uygun kosullari olusturmak igin tim
is akigini dogrulayip onaylamak énemlidir.

FFPE numunelerini toplama, kullanma, hazirlama ve saklamaya iliskin laboratuvar
prosedurleri hakkinda genel bilgi igin bkz. ISO 20166-3:2018 “Molekdler in vitro diagnostik
tetkikler - Formalinle fikse edilip parafine gomulmus (Formalin-fixed, Paraffin-embedded,
FFPE) doku igin tetkik 6ncesi siireglere yonelik spesifikasyonlar — Bélim 3: izole Edilmis
DNA” ve CLSI MM13-A “Numunelerin Molekiler Yoéntemlere Yonelik Toplanmasi,
Tasinmasi, Hazirlanmasi ve Saklanmasi; Onaylanmis Kilavuz”.

DNA, Buffer ATE iginde elle edilir ve amplifikasyon reaksiyonlarinda veya saklamada

kullanima hemen hazirdir (kosullar kullanici gerekliliklerine baglidir). Belirli QIAGEN asagi
akigli uygulamalara iligkin 6nerilen saklama kosullari igin ilgili kit el kitaplarina bakin.
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Prosedur

Baslamadan 6nce 6nemli noktalar

e QIlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit iginde saglanan tum reaktifler yalnizca ayni
QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit icindeki diger reaktiflerle kullaniimak tzere
tasarlanmistir. Optimal performansin elde edilmesi icin kitin igindeki reaktiflerde degisim
yapilmamalidir.

e Kiti aldiktan sonra kit bilesenlerini hasar bakimindan kontrol edin. Paketler veya
tampon siseleri hasar gérmisse QIAGEN Teknik Servisi veya yerel distributoriniz ile
iletisime gegin. Sivi dékiilmesi durumunda "Uyarilar ve Onlemler" bélimiine (sayfa 10)
basvurun. Hasarli kit bilesenlerinin kullanimi distk kit performansina yol
acabileceginden bunlari kullanmayin.

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

e Kit reaktiflerinden kaynakli mikrobiyal kontaminasyondan kaginin.

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

e Cilt ylzeyinden veya tozlu laboratuvar ekipmanindan kontaminasyonu 6nlemek igin
reaktifler ve 6rneklerin kullanimi sirasinda daima lateks veya vinil eldivenler kullanin.
Eller ve toz partikulleri bakteri ve kif tasiyabilir ve kontaminasyonun sik gorulen
kaynaklaridir. Eldivenlerinizi sik sik degistirin ve tlpleri kapali tutun.

e Kullaniimamig tamponlar, kalintilar ve érnek kalintilari, yerel prosedurlere gére imha
edilmelidir.

e Kendi plastik malzemenizi kullaniyorsaniz saflagtirma prosediirii boyunca DNaz/RNaz
icermeyen dusUk baglayici, guvenli kapaklari olan tek kullanimlik polipropilen
1,5-2 mLlik konik tiplerin kullaniimasi énerilir.

e Tum santrifijleme adimlarini oda sicakliginda (15-25 °C) gerceklestirin.

e Tum tamponlar oda sicakliginda (15-25 °C) saklanmali ve kullaniimadan 6nce iyice
karigtiriimalidir.
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e Adim 9'da kullanmak igin bir termomikseri veya isitmali orbital inktbatéri 56 °C’ye
ayarlayin. Termomikser veya isitmali orbital inklibatér mevcut degilse bunun yerine
1Isitma blogu veya su banyosu kullanilabilir.

e Buffer AL veya Buffer ATL ¢okelti iceriyorsa 70 °C’ye isitarak ve hafifce calkalayarak
¢ozun.

o Buffer AW1 ve Buffer AW2'nin asagidaki talimatlara gére hazirlandigindan emin olun.

o QIAGEN'deki kalite kontrol prosedirlerinde her bir kit lotu icin islevsel kit piyasaya
surlim testleri kullanilir. Bu nedenle, farkli kit lotlarindan reaktifleri karistirmayin ve farkli

reaktif lotlarindan ayri reaktifleri bir araya getirmeyin.

Tamponlarin hazirlanigi

Buffer ATL hazirlama

® Prosedire baslamadan 6nce Buffer ATL icinde ¢okelti olusup olusmadigini kontrol

edin. Gerekirse, hafifce sallayarak 70 °C’de isitma yoluyla ¢6zin.

Buffer AL hazirlama

® Prosedire baslamadan 6nce Buffer AL icinde ¢okelti olusup olusmadigini kontrol edin.

Gerekirse, hafifce sallayarak 70 °C’de isitma yoluyla ¢6zln.
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Buffer AW1 hazirlama

e 19 mL konsantre Buffer AW1 igeren siseye 25 mL etanol (%96-100)* ekleyin. Etanol
eklendigini belirtmek icin sise etiketindeki onay kutusunu isaretleyin. Sulandiriimis
Buffer AW1, oda sicakliginda (15-25 °C) 1 yila kadar veya kitin son kullanma tarihine
kadar (hangisi daha 6nceyse) saklanabilir. Tamponun etiketine sulandirma tarihini

yazmanizi oneririz.

Not: Prosedure baslamadan 6nce sulandiriimis Buffer AW1’i calkalayarak karistirin.
Buffer AW2 hazirlama

e 13 mL konsantre Buffer AW2 igeren siseye 30 mL etanol (%96-100)* ekleyin. Etanol
eklendigini belirtmek igin sise etiketindeki onay kutusunu isaretleyin. Sulandiriimig
Buffer AW2, oda sicakliginda (15-25 °C) 1 yila kadar veya kitin Gizerindeki son
kullanma tarihine kadar (hangisi daha 6nceyse) saklanabilir. Tamponun etiketine

sulandirma tarihini yazmanizi 6neririz.

Not: Prosedure baslamadan 6nce sulandiriimis Buffer AW2'yi galkalayarak karistirin.
Baslangig materyali
DNA saflastirmasinin baslangig materyali FFPE dokusunun kesilmis kesitleridir (ideal olarak

taze kesilmig). Birden fazla kesit 1 hazirlamada birlestirilebilir. Baslangi¢c materyalinizin
niteligi hakkinda bilginiz yoksa preparat basina en fazla 3 kesit ile baslanmasi onerilir.

* Metanol veya metiletilketon gibi baska maddeler iceren denatiire alkol kullanmayin.
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Kullanici, kesit sayisini, kesit kalinhgini ve kesit ylzey alanini laboratuvarinda kullanan

prosedurler icin optimize etmelidir. Kit, QIAGEN asagdl akigli uygulama ile birlikte

kullaniliyorsa talimatlar igin ilgili el kitabina bakin.

Capraz kontaminasyondan kaginmaya yonelik kullanim prosediri

NuUkleik asit amplifikasyonu teknolojilerinin duyarliidi nedeniyle, QlAamp MinElute kolonlari

kullanilirken érnekler arasinda ¢capraz kontaminasyondan kaginmak igin su dnlemler gereklidir:

18

Tapleri dokuyla asiri sekilde doldurmayin.

Dokuyu kazirken drnekler arasinda bisturileri degistirin.

Ornegi veya soliisyonu QlAamp MinElute kolonuna dikkatli bir sekilde uygulayin.
Ornegi, kolon kenarini islatmadan QlAamp MinElute kolonuna pipetleyin.

Sivi transferleri arasinda daima pipet uglarini degistirin. Aerosol bariyerli pipet uglarinin
kullaniimasini éneririz.

Ornek yikama adimlarini gergeklestirirken daima yeni yikama tiipleri kullanin.

Tup kapaklarinin vortekslemeden ve santrifiijlemeden 6nce tamamen kapali
oldugundan emin olun.

QlAamp MinElute kolonunun santrifujlemeden 6énce tamamen kapali oldugundan emin
olun.

Tum puls vorteksleme adimlarindan ve 90 °C’de inkubasyon adimlarindan sonra,
kapaklarin i¢ kismindaki damlalari gidermek icin mikrosantrifijj tuplerini kisa bir sure
santrifijleyin.

Her defasinda yalnizca 1 QlAamp MinElute kolonu agin ve aerosol olusturmaktan kaginin.
Ornekler arasinda daima bistirileri degistirin.

Sivi transferleri arasinda daima pipet uglarini degistirin. Capraz kontaminasyonu
minimuma indirmek Gzere aerosol bariyerli pipet uglarinin kullanilmasini ve birden fazla
adimli pipetleri kullanmaktan kaginiimasini éneririz.

Daima tek kullanimlik eldiven kullanin ve 6érnek materyaliyle kontamine olup olmadigini
dizenli olarak kontrol edin. Kontamine olduklarindan stiphelenirseniz eldivenleri atin.

Her defasinda yalnizca 1 tip agin.
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Santrifiijleme

QlAamp MinElute kolonlar cogu standart 1,5-2 mL’lik mikrosantrifij tlplerine uyar. QlAamp
MinElute kolonlarini santrifijleme, santrif(j glrlltistni azaltmak igin yaklasik 6000 x g
hizinda gergeklestirilir. Tam hizda santriftijleme DNA verimlerini iyilestirmez. Bununla birlikte
QlAamp MinElute kolonlarinin tam hizda santrifijlenmesi prosediriin 2 adiminda gereklidir:
membranlar yikandiktan sonraki kuru santriflijleme adimi ve elisyon adimi. Tam hizda
santrifijleme ayni zamanda ksilen muamelesi ve etanol ylkama adimindan sonra érnegi
asag! indirmek i¢in de gereklidir.

TUm santrifljleme adimlari oda sicakhginda (15-25 °C) gergeklestiriimelidir. Dislk
santrifijleme sicakligi optimal alti ekstraksiyona yol agabilir.

QIAamp MinElute kolonlarini bir mikrosantrifiijde isleme
QlAamp MinElute kolonlarini mikrosantrifije yerlestirmeden 6nce daima kapatin.

QlAamp MinElute kolonu membranina pipet ucuyla dokunmaktan kaginin.
Kalinti fraksiyonlari tehlikeli atiklar icerebilir ve uygun sekilde imha edilmelidir.

Birden fazla 6rnegin verimli sekilde paralel islenmesi igin santrifiijlemeden sonra
QlAamp MinElute kolonlarinin aktarilabilecegi bir rafin yikama tlpleriyle doldurulmasini
Oneririz. Kalintiy igeren kullanilmis yikama tupleri atilabilir ve QlAamp MinElute
kolonlarini igeren yeni yikama tiipleri dogrudan mikrosantrifiije yerlestirilebilir.

® Tam oOrnek izlenebilirliginin tim islem boyunca korundugundan emin olun.
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Saflastiriimis DNA'y1 ellie etme

Kiguk baslangic hacimleri gerektiren asagi akish uygulamalar igin (6rnegin, bazi PCR
tahlilleri), daha konsantre bir elGat tahlil duyarlihigini artirabilir ancak ayni zamanda
potansiyel inhibitérlerin konsantrasyonunda bir artigla da sonuclanabilir.

Elisyon hacmindeki bir artig, eltattaki DNA konsantrasyonunu azaltir.

Geri kazanilan eliat hacmi, QlAamp MinElute kolonuna uygulanan Buffer ATE hacminden
yaklagik 5 uL daha az olabilir. Ornegin, 20 uL’lik bir eliisyon hacmi 215 pL’lik bir eltat ile
sonuglanir. Geri kazanilan eliatin hacmi, érnegin niteligine baglidir.

Laboratuvarinda kullanilan prosedurler igin elisyon hacmini optimize etmek kullanicinin
sorumlulugundadir. Belirli QIAGEN asagi akisli uygulamalar icin gerekli olan ve Onerilen
elisyon hacimlerine yonelik kit el kitaplarina bakin.

Verimler kolonun, santrifujlemeden dnce Buffer ATE ile oda sicakliginda, 6rnegin 5 dakika
inklibe edilmesi halinde artirilabilir. Elte edilen DNA, 1,5 mL’lik elisyon tiiplerinde (birlikte
verilir) toplanabilir. Elie edilen DNA igin saklama kosullari, kullanici tanimh gerekliliklere
baghdir. Belirli QIAGEN asagi akish uygulamalar igin 6nerilen saklama kosullarina yonelik
kit el kitaplarina bakin.
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Protokol: Genomik DNA'nin FFPE Doku
Kesitlerinden izolasyonu

Prosedur

1. Bisturi kullanarak fazlalik parafini 6rnek blogundan kaziyin.

2. Standart laboratuvar uygulamasini izleyerek kesitleri kesin (bkz. “Baglangi¢c materyali”
boluimu, sayfa 17). Kullanici, kesit sayisini, kesit kalinhgini ve kesit yizey alanini
laboratuvarinda kullanan proseddrler icin optimize etmelidir. TUm prosedir boyunca
orneklerin izlenebilirliginin korundugundan emin olun.

3. Steril bisturi kullanimiyla kesitlerdeki dokuyu hemen kaziyarak bir Lizis Tuptne (birlikte
verilir) koyun. Mevcut tiim dokunun tiipe yerlestirildiginden emin olun. Ornege 1 mL
ksilen ekleyin, kapadi kapatin ve parafin gézlinene kadar siddetli bir sekilde
vorteksleyin (6rnegin, 10 saniye). Ksilenin dékilmesinden, érnekler arasindaki capraz
kontaminasyondan ve ksilen ile muhtemel temastan kaginmak igin tpin tamamen
kapall oldugundan emin olun.

Not: Ksileni davlumbazlarda veya diger uygun muhafaza aparatinda kullanin.

4. Doku pelletini toplamak i¢in oda sicakliginda yaklagik 2 dakika boyunca tam hizda
santrifijleyin. Doku pelleti olusmamissa bu adimi tekrar edin.

Not: Duslk santrifijleme sicakligi optimal alti ekstraksiyona yol agabilir.
5. Supernatani pipetleme yoluyla ¢ikarin ve atin. Pelleti tutun.

Supernatan ksilen igerir, bu madde tehlikeli bir atiktir ve yerel diizenlemelere gore
uygun sekilde imha edilmelidir.

6. Doku pelletine 1 mL etanol (%96-100) ekleyin ve vorteksleyerek iyice karistirin.

Etanol, érnekteki artik ksileni ekstrakte eder ve uygun sekilde imha edilmelidir.
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7.

11.
12.

13.

22

Oda sicakliginda yaklasik 2 dakika boyunca tam hizda santrifijleyin.
Sipernatani pipetleme yoluyla dikkatli bir sekilde cikarin. Pelleti gikarmayin.

ince bir pipet ucu kullanarak artik etanolii dikkatli bir sekilde giderin. Tiipi agin ve
15-40 °C’de tim artik etanol buharlasana kadar inkiibe edin. Artik etanolln giderilmesi
ekstraksiyon basarisi icin dnemlidir.

Not: Daha disik inkibasyon sicakligi, buharlasma siresini yavaslatirken daha yiksek
sicaklik, pelleti slispanse etmeyi zorlastiracak sekilde fazla kurutabilir.

. Pelleti 180 pL Buffer ATL icinde yeniden stspanse edin. 20 uL Proteinaz K ekleyin ve

vorteksleyerek karigtirin.

Not: Maksimum verim geri kazanimi saglamak icin pelletin ATL tamponunda iyi bir
sekilde yeniden siispanse edilmesi gerekir.

. 56 °C’de yaklasik 1 saat boyunca (6rnek tamamen ¢6zlinene kadar) inkiibe edin.

. 1 saat boyunca 90 °C’de inklbe edin.

90 °C’de Buffer ATL icinde inkiibasyon, niikleik asitlerin formaldehit modifikasyonunu
kismen tersine gevirir. Daha kisa inkiibasyon sireleri veya daha disik inkiibasyon
sicakliklari DNA kalitesini ve miktarini etkileyebilir. Yalnizca 1 1sitma blogu
kullaniliyorsa 56 °C’lik inklibasyondan sonra, isitma blogu 90 °C’ye ulasana kadar
ornegdi oda sicakliginda birakin.

Kapagin igindeki damlalari gidermek igin tiipu kisa slre santrifijleyin.

Ornege 200 uL Buffer AL ekleyin ve vorteksleyerek iyice karigtirin. Daha sonra 200 L
etanol (%96-100) ekleyin ve tekrar vorteksleyerek iyice karistirin.

Homojen bir sollisyon elde etmek igin 6rnegdin, Buffer AL’'nin ve etanoliin vorteksleme
veya pipetleme yoluyla hemen ve iyice karistiriimasi 6nemlidir. Birden fazla érnek
islenirken zamandan tasarruf etmek igin Buffer AL ve etanol 1 adimda 6nceden
karigtirilarak birlikte eklenebilir. Buffer AL ve etanoliin eklenmesi sirasinda beyaz renkli
bir ¢okelti olusabilir. Bu ¢okelti QlIAamp prosedirine engel olmaz. Daima taze karisim
kullanin ve kullanimdan hemen sonra atin.

Kapagdin igindeki damlalari gidermek igin tlpu kisa sure santrifjleyin.
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14.

15.

16.

17.

Tum lizati dikkatli bir sekilde ve kenari 1slatmadan QlAamp MinElute kolonuna (2 mL’lik
yikama tupu icinde) aktarin, kapagi kapatin ve 6000 x g hizinda =1 dakika boyunca
santrifijleyin. QlAamp MinElute kolonunu temiz bir 2 mL’lik yikama tiiptne (birlikte
verilir) yerlestirin ve kalintiyi iceren yikama tipunu atin.

Lizat, santrifiijleme isleminden sonra membrandan tamamen gegmemisse QlAamp
MinElute kolonu bos kalana kadar daha ylksek hizda tekrar santriftjleyin.

QlAamp MinElute kolonunu dikkatli bir sekilde agin ve kenari islatmadan 500 pL
sulandiriimis Buffer AW1 ekleyin. Kapagi kapatin ve 6000 x g hizinda =21 dakika
boyunca santrifijleyin. QIAamp MinElute kolonunu temiz bir 2 mL’lik yikama tipune
yerlestirin ve kalintiyi iceren yikama tlpuna atin.

QlAamp MinElute kolonunu dikkatli bir sekilde agin ve kenari islatmadan 500 pL
sulandiriimis Buffer AW2 ekleyin. Kapagi kapatin ve 6000 x g hizinda 21 dakika
boyunca santriftjleyin. QIAamp MinElute kolonunu temiz bir 2 mL’lik yikama tiptne
yerlestirin ve kalintiyi iceren yikama tipuna atin.

QIAamp MinElute kolonu ile kalinti arasinda temastan kaginilmalidir. Santrifilj rotorunu
dengelediginizden emin olun. Bazi santriflj rotorlari yavaslama sirasinda titresim
yaratarak, etanol igeren kalintinin QlAamp MinElute kolonuna temas etmesine neden
olabilir. QIAamp MinElute kolonunu ve yikama tipuni rotordan gikarirken, kalintinin
QlAamp MinElute kolonuna temas etmemesi igin dikkatli olun.

Membrani kurutmak i¢in tam hizda (yaklasik 20.000 x g) yaklasik 3 dakika boyunca
santrifijleyin.

ElGata etanol tasinmasi, bazi asagi akish uygulamalarda sorunlara yol agabilir.
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19.

24

QlAamp MinElute kolonunu temiz bir 1,5 mL’lik elisyon tuptne (birlikte verilir)
yerlestirin ve kalintiyi iceren yikama tuptnid atin. QlIAamp MinElute kolonunun kapagini
dikkatli bir sekilde agin ve membranin ortasina 20-200 pL Buffer ATE uygulayin.

Onemli: Kiiglik eliisyon hacimleri (<50 pL) kullaniyorsaniz bagh DNA’nin tam
elisyonunu saglamak igin Buffer ATE’yi membranin ortasina dagitin. QlAamp MinElute
kolonlari eltisyon hacmi seciminde esneklik saglar. Asagi akish uygulamanin
gerekliliklerine gére bir hacim segin. Eliat hacmi, kolona uygulanan eltsyon
solusyonunun hacminden yaklasik 5 uL daha az olacaktir.

Kapagi kapatin ve oda sicakliginda (15-25 °C) en az 1 dakika boyunca inklbe edin.
Tam hizda (yaklasik 20.000 x g) =21 dakika boyunca santriftjleyin.

Santriflijlemeden 6nce Buffer ATE ile ylklenen QlAamp MinElute kolonunun oda
sicakliginda yaklasik 5 dakika boyunca inkiibe edilmesi DNA verimini artirabilir.
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Kalite Kontrol

QIAGEN'in ISO sertifikali Kalite Yonetim Sistemi uyarinca her QlAamp DSP DNA FFPE
Tissue Kit, tutarl Grln kalitesini saglamak tzere 6nceden belirlenmis spesifikasyonlara gére

test edilir.
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Sinirlamalar

Kit performansi, genomik DNA'nin izolasyonuna yonelik FFPE dokulari kullanilarak ortaya
konmusgtur.

Az veya fazla fiksasyon DNA kalitesini etkileyebilir, bu da asagi akish tahlillerde
performansin digsmesine neden olabilir.

Artik formalin, Proteinaz K sindirim adimini engelleyebilir, yerlestirmeden 6nce drneklerin
tam dehidrasyonunu saglayin.

Laboratuvarinda kullanilan ve QIAGEN performans calismalarinin kapsaminda olmayan
herhangi bir proseduir icin sistem performansini dogrulamak kullanicinin sorumlulugundadir.

Diagnostik sonuglar zerine negatif bir etki riskini minimuma indirmek tzere asagi akisli
uygulamalar icin yeterli kontroller kullaniimalidir. Daha ileri dogrulama icin International
Conference on Harmonisation of Technical Requirements (ICH) (Teknik Gereklilikler
Uluslararasi Uyumlastirma Konferansi) ICH Q2 (R1) Validation Of Analytical Procedures
(Analitik Prosediirlerin Dogrulanmasi): Text And Methodology (Metin ve Metodoloji) kilavuz
ilkeleri dnerilir.

Elde edilmis herhangi bir tani amagh sonucun diger klinik veya laboratuvar bulgulari ile
birlikte yorumlanmasi gerekir.

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit kullanilarak RNA, 6rnekte mevcut oldugu takdirde DNA
ile birlikte saflastirilabilir.
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Performans Ozellikleri

Gegerli performans 6zellikleri icin www.giagen.com adresinin Uriin sayfasindaki kaynaklar
sekmesine bakin.
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Sorun Giderme Kilavuzu

Bu sorun giderme kilavuzu, ortaya ¢ikabilecek sorunlarin ¢éziiminde yardimci olabilir. Daha

fazla bilgi igin ayrica Teknik Destek Merkezimizdeki Sik Sorulan Sorular sayfasina bakin:

www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN Teknik Servislerindeki bilim insanlari bu el

kitabindaki bilgi ve protokollerle ya da ornek ve/veya tahlil teknolojileriyle ilgili herhangi bir

sorunuzu cevaplandirmaktan daima mutlu olacaktir (iletisim bilgileri icin www.giagen.com

adresini ziyaret edin).

Yorumlar ve oneriler

Tikanmis QlAamp MinElute Kolonlar

a) Baslangic materyali cok fazla

b)  Santrifujleme sicakhigi cok distk

Diisiik DNA verimi

a) Baslangic materyali ¢ok fazla

b)  DNA'nin halen RNeasy MinElute
déndirme kolonu membranina

bagl olmasi
c)  Tamponlarin/reaktiflerin yanhs
saklanmasi
Diiglik Aze0/Azs0 degeri

Az60/Az2s0 Olgimi igin niikleik asit
seyreltmek Uzere su kullaniimasi

Baslangic materyali miktarini azaltin. Dogru miktarda baslangic
materyali kullanmak énemlidir (bkz., sayfa 17).

Santrifijleme sicakhgr 15-25 °C olmalidir. Bazi santrifijler, 20 °C'ye
ayarlansa bile 15 °C altina sogutma yapabilir. Bu ise, QlAamp MinElute
Kolonlarini tikayabilen ¢okeltiler olusmasina neden olabilir. Bu
meydana gelirse, santrifiijleme sicakhigini 15-25 °C'’ye ayarlayin.

QlAamp MinElute déndiirme kolonunun asiri yiiklenmesi niikleik asit
verimlerini 6nemli dlgtide dusurdr. Baslangig materyali miktarini
dlsurun (bkz., sayfa 17).

DNA eliisyonunu tekrar edin, ancak QlAamp MinElute déndirme
kolonunu santrifiijleme éncesinde ATE tamponu (Ellisyon tamponu) ile
10 dakika boyunca masaustiinde inkiibe edin.

QIAamp MinElute déndirme kolonlarinin kit alindiktan sonra 2-8 °C’de
saklanmasi gerekir. Uzun siire boyunca daha yiksek sicakliklara maruziyet
islev kaybina yol acabileceginden dogru saklama sicaklidini teyit edin.

Saflik 6lcimi 6ncesinde 6rnegi seyreltmek icin su degil, 10 mM Tris Cl,
pH 7,5 kullanin.

DNA'nin asagi akigh tahlillerde/uygulamalarda iyi performans géstermemesi

Etanol taginmasi

QIAamp MinElute kolonlarinin tam hizda santrifijjlenmesi proseduriin 2
adiminda gereklidir: Buffer AW?2 ile ikinci yikama sirasinda, QlAamp
MinElute déndiirme kolonu membranini kurutmak igin 15-25 °C’de 2 dakika
boyunca 28.000 x g hizinda santrifiijleme yapildigindan emin olun.
Santrifijjleme igleminin ardindan, kolonun kalintilarla temas etmemesine
6zen gostererek kolonu toplama tipiinden gikarin. Ardindan kolonu yeni bir
toplama tlptine yerlestirin ve 5 dakika boyunca tam hizda santrifijleyin. Tam
hizda santrifiijleme ayni zamanda ksilen muamelesi ve etanol yilkama
adimindan sonra 6érnegi asagdi indirmek icin de gereklidir.
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Semboller

Asagidaki semboller, kullanim talimatlarinda veya ambalaj ve etiket Gzerinde gorulur:

Sembol tanimi

7
)
3
<3
=3

A
Z
\Y

<N> reaksiyon icin yeterli reaktif icerir

Son kullanma tarihi

Bu Urln, in vitro tani amagh tibbi cihazlar icin Avrupa

Yonetmeligi 2017/746'nin gerekliliklerini karsilamaktadir.

in vitro tan1 amacl tibbi cihaz

| N X
B g -

Katalog numarasi

LOT Lot numarasi

Materyal numarasi (bilesen etiketlemesi)
Bilesenler

icerik

Numara

BEEEE

Klresel Ticaret Parca Numarasi
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Sembol

Sembol tanimi

=l e

L

o
i

ROTK

Sodium azide

E@%Iib

R, Kullanim Talimatlari revizyonu olup n ise revizyon

numarasidir

Sicaklik sinirlamasi

Uretici

Kullanim talimatlarina bakin

Gulnes 1sigindan uzak tutun

Uyari/dikkat

Proteinase K (Proteinaz K)

Sodyum azid

Gelince

Siseye etanol kattiktan sonra gegerli tarihi yazin

Etanol
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Sembol

Sembol tanimi

GuHCI

[ MALEIC ACID |

UDI
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Ekleme

Guanidin hidroklortr

Maleik asit

Benzersiz cihaz tanimlayici
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Ek: Kullanim

Genel kullanim

Cilt ylzeyinden veya tozlu laboratuvar ekipmanindan kontaminasyonu 6nlemek icin reaktifler
ve orneklerin kullanimi sirasinda daima lateks veya vinil eldivenler kullanin. Eller ve toz
partikllleri bakteri ve kuf tasiyabilir ve kontaminasyonun sik gérilen kaynaklaridir.
Eldivenlerinizi sik sik degistirin ve tlpleri kapali tutun. Kit reaktiflerinden kaynakli mikrobiyal
kontaminasyondan kaginin.

Tek kullanimlik plastik malzemeler

Prosedur boyunca steril, tek kullanimlik polipropilen tupler kullaniimasi énerilir.
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Siparig Bilgileri

Uriin igerik Kat. no.

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit —genomik DNA’nin parafine
gomulmus dokulardan saflastiriimasi igin

QlAamp DSP DNA FFPE 50 DNA hazirligi igin: 50 QlAamp 60404
Tissue Kit (50) MinElute Kolonu, Proteinaz K,

Tamponlar, Yikama Tapleri (2 mL),

EltGsyon Tupleri (1,5 mL), Lizis

Tupleri (2 mL)

Guncel lisanslama bilgileri ve Urline 6zgl ret beyanlari igin ilgili QIAGEN kiti Kullanim

Talimatlarina bakin. QIAGEN kiti Kullanim Talimatlari www.qiagen.com adresinde
bulunabilir veya QIAGEN Teknik Servislerinden veya yerel distribitortiniizden istenebilir.
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Belge Revizyon Gegmigi

Revizyon Aciklama
R1, Haziran 2022 e |VDR ile uyum icin Kit Strimi 2’ye yapilan
guncelleme

e Aciklama ve ilke bélimiinii giincelleme

® Gerekli olan ancak saglanmayan materyaller
bdlimind glincelleme

e Uyari ve 6nlemler bolumanu glncelleme
Reaktifi Saklama ve Kullanma bdlimdini
guncelleme

® Sorun Giderme kilavuzu bolimina glincelleme

e EKki gincelleme

R2, Subat 2023 e Numuneyi Saklama ve Kullanma balimiind

guncelleme
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QlAamp DSP DNA Kit igin Sinirli Lisans Sézlesmesi
Bu drli

kullanimi herhangi bir alicinin veya riin kullanicisinin asagidaki kosullari kabul ettigi anlamina gelir:

1. Uriin yalnizca iriinle birlikte ve bu el kitabinda verilen protokollere uygun olarak kullanilabilir ve yalnizca panelin iginde bulunan bilesenlerle kullanim igindir.
QIAGEN driinle saglanan protokoller, bu el kitabl ve www.qiagen.com adresinde bulunan ek protokollerde tanimlananlar disinda bu panele dahil ediimemis
herhangi bir bilesen ile panelin i¢indeki bilesenleri kullanma veya birlestirme agisindan herhangi bir fikri miilkiyeti altinda bir lisans vermez. Bu ek protokollerden
bazilari QIAGEN kullanicilari tarafindan QIAGEN kullanicilari igin saglanmistir. Bu protokoller QIAGEN tarafindan kapsamli sekilde test edilmemis veya optimize
edilmemistir. QIAGEN (glncii taraflarin haklarini ihlal etmedigini garanti etmez ve beyan etmez.

2. Agikga belirtilen lisanslar disinda, QIAGEN bu panel ve/veya kullanimlarinin iiglinci taraflarin haklarini ihlal etmeyecegini garanti etmez.
3. Bu panel ve bilesenleri bir kez kullanim igin lisanshdir ve tekrar kullanilamaz, yenilenemez veya tekrar satilamaz.
4. QIAGEN aglkga ifade edilenlerin diginda agik veya zimni diger tim lisanslari agikga reddeder.

5. Panelin alicisi veya kullanicisi yukarida yasaklanan eylemlere neden olabilecek veya bu eylemleri kolaylastirabilecek herhangi bir girisimde bulunmayacagini
ve bagka birisine izin vermeyecegini kabul eder. QIAGEN herhangi bir Mahkemede bu Sinirli Lisans Anlagsmasi yasaklamalarini uygulayabilir ve bu sinirli lisans
anlagmasinin veya panel ve/veya bilesenleriyle ilgili fikri milkiyet haklarinin herhangi birinin uygulanmasina yol agan tim durumlarda avukat ticreti dahil tiim
sorusturma ve mahkeme masraflarini geri alabilir.

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

Ticari Markalar: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, MinElute® (QIAGEN Group); Sarstedt® (Sarstedt AG and Co.).
Sub-2023 HB-3033-002 1130780TR © 2023 QIAGEN, tiim haklar saklidir.
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