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Protokol Saytasi

Tissue_LC_200_V7_DSP ve
Tissue_HC_200_V7_DSP (QlAsymphony DSP DNA

Mini Kiti icin kullanici acisindan dogrulanmistir)

Bu belge Kit Versiyonu 1 icin Tissue_LC_200_V7_DSP ve Tissue_HC_200_V7_DSP (QIAsymphony
DSP DNA Mini Kiti igin kullanici agisindan dogrulanmistir) QlAsymphony SP Protokol Sayfasi
R1'dir.
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Genel bilgi

Bu protokoller QlAsymphony SP ve QlAsymphony DSP DNA Mini Kiti kullanilarak kiltirdeki

hicreler ve bakteriyel kiltirlerden total DNA'nin saflaghriimasi icindir.

Ornek tipine bagl olarak disik igerik (LC) veya yiksek ierik (HC) protokolinin kullaniimasini
dneririz. Kiltirdeki hicreler ve bakteriyel kiltirler yiksek icerikli protokolle iglendiklerinde artmig
DNA verimi saglayacaktir ama kigik elit hacmiyle (50 pl) kombinasyon halinde disik igerik

protokoli eger yiksek DNA konsantrasyonu gerekliyse kullanilabilir.

QlAsymphony DSP DNA Mini Kitinin, kiltirdeki hicreler ve bakteriyel kiltirlerden total DNA
saflaghrilmasi amaciyla Tissue_LC_200_V7_DSP ve Tissue_HC_200_V7_DSP (QlAsymphony DSP
DNA Mini Kiti i¢in kullanici agisindan dogrulanmistir) protokolleri ile kombinasyon halinde
molekiler biyoloji uygulamalarinda kullaniimasi amaglanmigtir. Uriiniin - bir hastaligin tanisi,

dnlenmesi veya tedavisi icin kullaniimasi amaclanmamigtr.

Not: Laboratuvarinda kullanilan herhangi bir islem icin bu kombinasyonu kullanarak performansi

dogrulamak kullanicinin sorumlulugundadir.

Dusk icerik protokoli

Kit QIAsymphony DSP DNA Mini Kiti (kat. no. 937236)

Ornek materyal Kiltirdeki hiicreler ve bakteriyel kiltirler
Onerilen maksimum érnek buyuklikleri:
Hiicre kiltiri igin, 5 x 10 hicreler

Bakteri icin, 1 x 10 hiicreler

Protokol adi Tissue_LC_200_V7_DSP
Varsayilan Analiz Kontrol Seti ACS_Tissue_LC_200_V7_DSP
Elisyon hacmi 50 pl, 100 pl, 200 pl veya 400 pl
Gereken yazilim versiyonu Versiyon 4.0
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Yuksek icerik protokoli

Kit QIAsymphony DSP DNA Mini Kiti (kat. no. 937236)

Ornek materyal Kiltirdeki hicreler ve bakteriyel kiltirler
Onerilen maksimum 6rnek biyiklikleri:
Hucre kiltiri icin, 1 x 107 hiicre
Bakteri igin, 4 x 10° hiicre

Protokol adi Tissue_HC_200_V7_DSP
Varsayilan Analiz Kontrol Seti ACS_Tissue_HC_200_V7_DSP
Elisyon hacmi 100 pl, 200 pl veya 400 pl
Gereken yazilim versiyonu Versiyon 4.0

Gereken ama Saglanmayan Malzemeler

Tim Srnek tipleri icin

® RNA igerigini minimuma indirmek icin: RNaz A (100 mg/ml stok solisyonu) (kat. no. 19101)
Gram negatif bakteriler igin

e Tampon ATL (kat. no. 19076)

Gram pozitif bakteriler igin

e Tampon P1 (kat. no. 19051)

® Llizozim (100 mg/ml stok solisyon)
Kiltirdeki hiicreler icin

e Tampon P1 (kat. no. 19051)
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“Sample” (Ornek) cekmecesi

Ornek tipi

Ornek girdi hacmi
islenen 6rnek hacmi
Primer Srnek tipleri

Sekonder 8rnek tipleri

Ekler

Kiltirdeki hiicreler ve bakteriyel kiltiirler

220 pl (6rnek basina gereken, protokole gére)*
200 yl

n/a

Daha fazla bilgi igin bakiniz
www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

Kullanilan &rnek tipiine baglidir; daha fazla bilgi igin
bakiniz www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

* Sistem hem yilksek hem disik icerik protokoller icin &rnek hacminin 220 pl altinda oldugunu tanimaz giinki &rnek transferi

sivi seviyesi saptamadan yapilir. Bu nedenle &rnek girdi hacminin 220 pl oldugundan emin olun.

n/a = gegersiz.

“Reagents and Consumables” (Reaktifler ve Sarf) cekmecesi

Pozisyon A1 ve/veya A2
Pozisyon B1
Uc aski tutucu 1-17

Unite kutusu tutucu 1-4

Reaktif kartugu
n/a
Atlabilir filtre uglari, 200 pl veya 1500 pl

Ornek hazirlik kartuslari veya 8-Rod Kiliflar igeren tnite
kutulari

n/a = gegersiz.

“Waste” (Atik) cekmecesi

Unite kutusu tutucu 1-4
Atk torbasi tutucu

Sivi atik sigesi tutucu

Bos inite kutulari
Atik torbasi

Bos sivi atik sisesi

“Eluate” (EIit) cekmecesi

Elisyon askisi (yuva 1, sogutma pozisyonu kullanilmasini
Sneririz)

Daha fazla bilgi igin bakiniz
www.giagen.com/goto/dsphandbooks.
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Gereken plastik gerecler

Plastik geregler Bir grup, iki grup, Ug grup, Dért grup,
24 Srnek* 48 5rnek* 72 drnek* 96 Srnek*

Tek kullanimhk 26 50 74 98

filtre uclar, 200 plt

Tek kullanimlik 72 136 200 264

filtre uglari, 1500 plt*

Ornek hazirlama 21 42 63 84

kartuslari®

8-Rod Kiliflan® 3 6 9 12

* Grup basina 24'ten az &rnek kullaniimasi ¢aligma bagina gereken tek kullanimlik filtre ucu sayisini azaltir.
1 Filtre ucu askisi bagina 32 filire ucu vardir.

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

¢ Unite kutusu basina 28 &rnek hazirlama kartusu vardir.

9 Unite kutusu bagina on iki 8 Rod Kilifi vardir.

Not: Verilen filire ucu sayisi ayarlara bagl olarak dokunmatik ekranda gésterilen rakamlardan

farkl olabilir. Maksimum olasi ug sayisinin yiklenmesini &neririz.
Elusyon hacmi

Elsyon hacmi dokunmatik ekranda segilir. Ornek tipi ve DNA icerigine bagl olarak son elit
hacmi secilen hacimden 15 pl'ye kadar daha az olabilir. Elit hacminin degisebilmesi nedeniyle
transfer ncesinde elit hacmini dogrulamayan bir otomatik Analiz Seti Sistemi kullanildiginda fiili
elit hacmini  kontrol etmenizi dneririz. Daha disik hacimlerde elisyon son DNA
konsantrasyonunu arthrir ama verimi biraz azaltir. Amaglanan asagi yénde uygulama igin uygun

bir elisyon hacmi kullanilmasini &neririz.

Ornek materyalinin hazirlanmasi

Kimyasallarla caligirken daima uygun bir laboratuvar &nligi, tek kullanimlik eldivenler ve
koruyucu gézlikler kullanin. Daha fazla bilgi icin irin tedarikgisinden elde edilebilecek uygun
givenlik veri sayfalarina (SDS'ler) bagvurun.

Baslamadan énce dnemli nokta

e QIAsymphony manyetik partikilleri drnekte her ikisi birden varsa RNA ve DNA'y: birlikte

saflastirir. Ornekte RNA icerigini minimuma indirmek igin ilgili n muamele protokolinde

belirtilen adimda &rnege RNaz A ekleyin.
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Baslamadan énce yapilacaklar

e Eger Tampon ATL kullaniliyorsa beyaz presipitat icermedigini kontrol edin. Gerekirse

presipitati ¢cdzmek icin zaman zaman sallayarak 37°C'de 30 dakika inkibe edin.

® Bir ThermoMixer® veya sallayici-inkiibatéri ilgili 6n muamele icin gerekli sicakliga

ayarlayin. *
Kiltirdeki hicreler

Hem taze hem donmus kiltirdeki hicreler kullanilabilir. Yiksek igerik protokolini 1 x 107 hicre
degerine kadar kullanmayi &neriyoruz. Distk icerik protokoli daha disik DNA verimleriyle
sonuglanir ve sadece yiksek bir DNA konsantrasyonu gerekliyse kiguk bir elit hacmiyle (50 pl)
kombinasyon halinde &nerilir. Donmus hicre peletleri dn muamele protokolinde tanimlandig

sekilde Tampon P1 icinde tekrar sispansiyon haline getirilmelidir.
Kiltirdeki hiicreler igin 6n muamele protokoli

1. Maksimum 1 x 107 hiicreyi 300 x g hizinda oda sicakliginda (15-25°C) 5 dakika santrifije

edin. Hiicre peletini bozmamaya dikkat ederek sipernatani gikarin ve ahn.
Not: Hiicre peleti gelecekte kullanim igin ~20°C veya —70°C'de saklanabilir veya hemen
kullanilabilir.

2. Peleti tekrar 220 pl Tampon P1 icinde sispansiyon haline getirin ve &rnegi bir 2 ml
mikrosantrifij tipine (saglanmamistir) aktarin.

3. 20 pl proteinaz K ekleyin ve tipe parmaginizi vurarak karighrin.
Not: QIAsymphony DSP DNA Mini Kitinin enzim askisindan proteinaz K kullanin.

4. Tipi bir ThermoMixer veya karigtirici-inkibatére koyun ve 900 devir/dk hizinda 30 dakika
ile 2 saat arasinda sallayarak 56°C'de inkibe edin.

Not: Lizis siresi hiicrelerin tipine ve hiicre sayisina baghdir. 2 saatten sonra ¢6zinmez
materyal veya yiksek dlcide viskéz lizatlarin varligiyla gérildigi sekilde lizis tam degilse
lizis siresi uzahlabilir veya adim 6'da tanimlandigi gibi ¢éziinmez materyal santrifigasyonla

giderilebilir. Gece boyunca lizis mimkindir ve hazirligr etkilemez.

5. Ornekte RNA icerigini minimuma indirmek icin, adim 6 ile devam etmeden énce 4 pl RNaz A
(100 mg/ml) ekleyip oda sicakhginda (15-25°C) 2 dakika inkibe edin.

* Aletlerin reticinin talimat ina gére diizenli olarak kontrol edildiginden, bakiminin
emin olun.
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6. Lizattan 220 pl miktarini QIAsymphony SP érnek tasiyiciyla uyumlu &rnek tiiplerine dikkatle

aktarin.

Not: Lizatlar sindirilmemis materyal igeriyorsa, sipernatani érnek tipine aktarmadan énce
oda sicakliginda 2 dakika tam hizla santrifije edin. Uyumlu drnek tiplerinin tam listesi icin
bakiniz www.giagen.com/goto/dsphandbooks. 2 ml tipler (6rn., Sarstedt® kat. no. 72.693

veya 72.608) kullanilmasini dneririz.
Bakteriler

Hem taze hem donmus bakteriyel kiltirler kullanilabilir. Yuksek icerik protokolini 4 x 107 hicre
degerine kadar kullanmayi &neriyoruz. Distk icerik protokoli daha disik DNA verimleriyle
sonuglanir ve sadece yiksek bir DNA konsantrasyonu gerekliyse kiguk bir elit hacmiyle (50 pl)
kombinasyon halinde &nerilir. Bakteriyel biyime genellikle bir spektrofotometre kullanilarak
bakteriyel kiltirin optik dansitesi (OD) seklinde 6lcilir. Ancak OD  &lgimleri kullanilan
spekirofotometre tipine ve dlcilen bakteriyel tire Snemli &lcide baghdir. Bu nedenle
spekirofotometreyi Slcilen OD degerlerini bakteriyel hicre sayilariyla iligkilendirerek kalibre
etmeyi 6neririz. Donmusg peletler 6n muamele protokollerinde tanimlandigi sekilde Tampon P1
(Gram pozitif bakteriler) veya Tampon ATL (Gram negatif bakteriler) icinde tekrar sispansiyon

haline getirilmelidir.
Gram negatif bakteriler icin n muamele protokolii

1. Oda sicakhginda (15-25°C) 5000 x g hizinda 10 dakika santrifigasyonla maksimum 4 x

107 hiicreyi alin. Bakteri peletini bozmamaya dikkat ederek sipernatani ¢ikarin ve atin.
Not: Hicre peleti gelecekte kullanim igin ~20°C veya —70°C'de saklanabilir veya hemen
kullanilabilir.

2. Bakteriyel peleti tekrar 220 pl Tampon ATL icinde sispansiyon haline getirin ve drnegi bir 2
ml mikrosantrifij tipine (saglanmamistir) aktarin.

3. 20 pl proteinaz K ekleyin ve tipe parmaginizi vurarak karighrin.
Not: QlAsymphony DSP DNA Mini Kitinin enzim askisindan proteinaz K kullanin.

4. Tipu bir ThermoMixer veya karistirici-inkibatére koyun ve 900 devir/dk hizinda 30 dakika
ile 2 saat arasinda sallayarak 56°C'de inkibe edin.

Not: Lizis stresi hiicrelerin tipine ve hiicre sayisina baglidir. 2 saatten sonra ¢ézinmez
materyal veya yiksek dlcide viskéz lizatlarin varligiyla gérildigi sekilde lizis tam degilse
lizis siresi uzatilabilir veya adim 6'da tanimlandigi gibi ¢6zinmez materyal santrifigasyonla
giderilebilir.

5. Ornekte RNA icerigini minimuma indirmek icin, adim 6 ile devam etmeden énce 4 pl RNaz A
(100 mg/ml) ekleyip oda sicakliginda 2 dakika inkibe edin.

QIAsymphony SP Protokol Sayfasi Tissue_LC_200_V7_DSP ve Tissue_HC_200_V7_DSP (QlAsymphony DSP DNA Mini Kiti icin kullanici acisindan



6. Lizattan 220 pl miktarini QIAsymphony SP érnek tasiyiciyla uyumlu &rnek tiiplerine dikkatle

aktarin.

Not: Lizatlar sindirilmemis materyal iceriyorsa, sipernatani érnek tipine aktarmadan énce
oda sicakliginda 2 dakika tam hizla santrifije edin. Uyumlu drnek tiplerinin tam listesi icin
bakiniz www.qiagen.com/goto/dsphandbooks. 2 ml tipler (rn., Sarstedt kat. no. 72.693

veya 72.608) kullanilmasini dneririz.
Gram pozitif bakteriler igin én muamele protokoli

1. Oda sicakliginda (15-25°C) 5000 x g hizinda 10 dakika santrifigasyonla maksimum 4 x

107 hicreyi alin. Bakteri peletini bozmamaya dikkat ederek sipernatani ¢ikarin ve atin.

Not: Hiicre peleti gelecekte kullanim igin ~20°C veya —70°C'de saklanabilir veya hemen

kullanilabilir.

2. Bakteriyel peleti tekrar 200 pl Tampon P1 icinde sispansiyon haline getirin ve drnegi bir 2 ml

mikrosantrifij tipine (saglanmamistir) aktarin.
3. 20 pl lisozim ekleyin (100 mg/ml) ve tipe parmag@inizi vurarak karigtirin,

4. Tipu bir ThermoMixer veya karigtirici-inkibatére koyun ve 900 devir/dk hizinda 30 dakika

ile 2 saat arasinda sallayarak 37°C'de inkibe edin.

Not: Lizis siresi hiicrelerin tipine ve hiicre sayisina baghdir.
5. 20 pl proteinaz K ekleyin ve tipe parmaginizi vurarak karigtirin.

Not: QlAsymphony DSP DNA Mini Kitinin enzim askisindan proteinaz K kullanin.
6. 900 devir/dk hizinda 30 dakika sallayarak 56°C'de inkibe edin.

7. Ornekte RNA icerigini minimuma indirmek icin, adim 8 ile devam etmeden énce 4 pl RNaz A
(100 mg/ml) ekleyip oda sicakliginda 2 dakika inkibe edin.

8. Llizattan 220 pl miktarini QlAsymphony SP &rnek tasiyicryla uyumlu érnek tiplerine dikkatle

aktarin.

Not: Lizatlar sindirilmemis materyal iceriyorsa, sipernatani érnek tipine aktarmadan énce
oda sicakliginda 2 dakika tam hizla santrifije edin. Uyumlu &rnek tiplerinin tam listesi icin
bakiniz www.qiagen.com/goto/dsphandbooks. 2 ml tipler (6rn., Sarstedt kat. no. 72.693

veya 72.608) kullanilmasini éneririz.
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Giincel lisanslama bilgisi ve Urine spesifik red beyanlari icin ilgili QIAGEN kiti el kitabi veya
kullanici el kitabina bakiniz. QIAGEN kit el kitaplari ve kullanim kilavuzlarr www.giagen.com

adresinde bulunmaktadir ve QIAGEN Teknik Servisi veya yerel distribitérinizden istenebilir.

Ticari markalar: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAsymphony® (QIAGEN Group); Sarstedt® (Sarstedt AG and Co.); ThermoMixer® (Eppendorf AG). Bu belgede kullanilan tescilli isimler, ficari markalar vs. bu sekilde
isaretlenmemis olsalar bile kanunen koruma altinda olmadiklari dissinilmemelidir. 08/2015 HB-0977-S09-001
© 2015 QIAGEN, tim haklari saklidir.
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