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 LBC از HPV DNA استخراج

 LBC از نمونه های DNA آماده سازی نمونه برای استخراج
قــــبل از شــــروع اســــتخراج DNA، ظــــرف حــــاوی LBC (حــــاوی ۱۰ مــــیلی لــــیتر محــــلول LBC) را بــــه مــــدت ۳۰ تــــا ۶۰ ثــــانــــیه 
ورتـکس کـنید. سـپس بـا رعـایـت کـامـل اصـول ایـمنی کـار بـا نـمونـه هـای بـیولـوژیـک و تـوصـیه هـای عـمومـی مـذکـور در صـفحه ۴، 

مـقدار ۵۰۰ مـیکرو لـیتر از محـلول LBC را بـرداشـته و بـه یـک تـیوب ۱/۵ یـا ۲ مـیلی لـیتری مـنتقل نـمایـید. پـروتـکل اسـتخراج 
DNA را طبق مراحل صفحه ۹ شروع کنید. 

 LBC از HPV DNA استخراج
در ایـن پـروتـکل، مـراحـل اسـتخراج DNA از ۵۰۰ مـیکرولـیتر نـمونـه هـای LBC  شـرح داده مـی شـود. در ایـن پـرتـکل، مـرحـله 

تغلیظ سلولی و یک شستشو قبل از استخراج و خالص سازی DNA انجام می شود. 

قبل از شروع 
ترموبrک را بر روی ۹۵ درجه سانتیگراد تنظیم کنید. •

ذرات مگنتیک E1 را به مدت ۳۰ ثانیه ورتکس کنید تابه خوبی مخلوط و یکنواخت شود. •
مقدار کافی از مخلوط بافر CB و ذرات مگنتیک E1 به شرح زیر آماده کنید: •

๏ .به یک لوله تمیز منتقل کنید CB مقدار ۵۰۰ میکرولیتر از بافر
๏ اضـافـه کـنید. (نـکته: حجـم ذرات مـگنتیک را تـغییر نـدهـید. ایـن CB بـه بـافـر E1 مـقدار ۳۰ مـیکرولـیتر ذرات مـگنتیک

ذرات همیشه در حجم ۳۰ میکرو لیتر باید استفاده شود و ارتباطی به حجم نمونه ندارد.) 
๏ .یکنواخت شود rمخلوط فوق را به مدت ۱۰ ثانیه ورتکس کنید تا کام

پروتکل 

۱- مخلوط بافر CB و ذرات مگنتیک E1 را طبق باz صفحه قبل در یک لوله ۱/۵ یا ۲ میلی لیتری تمیز آماده کنید. 

۲- مـقدار ۵۰۰ مـیکرولـیتر از LBC  را بـه مخـلوط مـرحـله ۱ اضـافـه کـنید و بـه مـدت ۱۰ ثـانـیه ورتـکس کـنید تـا بـه خـوبـی مخـلوط 
و یـکنواخـت شـود. لـولـه را بـه مـدت ۱۰ ثـانـیه سـانـتریـفیوژ کـنید تـا تـمام محـلولـهای مـتصل بـه دیـواره و یـا درب لـولـه بـه انـتهای لـولـه 

منتقل شوند. 

۳- لـولـه را بـه مـدت ۵ دقـیقه در دمـای اتـاق انـکوبـه کـنید. هـر یـک دقـیقه، لـولـه هـا را سـرو-و-تـه کـنید تـا محـلول یـکنواخـت بـاقـی 
بــمانــد. لــولــه را بــه مــدت ۱۰ ثــانــیه ســانــتریــفیوژ کــنید تــا تــمام محــلولــهای مــتصل بــه دیــواره و یــا درب لــولــه بــه انــتهای لــولــه مــنتقل 

شوند. 

۴- نمونه را به مدت ۲ دقیقه بر روی رک مگنتیک قرار دهید تا ذرات مگنتیک به جداره لوله متصل شوند. 

۵- بدون برداش{ لوله از روی رک مگنتیک، درب لوله را باز کرده و محلول رویی را دور بریزید.
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۶- مــقدار ۵۰۰ مــیکرولــیتر بــافــر CB بــه تــیوب اضــافــه کــنید. درب آن را بــبندیــد و از روی رک مــگنتیک بــرداریــد و بــه مــدت ۱۰ 
ثـانـیه ورتـکس کـنید. لـولـه را بـه مـدت ۱۰ ثـانـیه سـانـتریـفیوژ کـنید تـا تـمام محـلولـهای مـتصل بـه دیـواره و یـا درب لـولـه بـه انـتهای 

لوله منتقل شوند. 

۷- نمونه را به مدت ۲ دقیقه بر روی رک مگنتیک قرار دهید تا ذرات مگنتیک به جداره لوله متصل شوند. 

۸- بدون برداش{ لوله از روی رک مگنتیک، درب لوله را باز کرده و محلول رویی را دور بریزید. 

۹- مـقدار ۱۰۰ مـیکرولـیتر بـافـر CL بـه تـیوب اضـافـه کـنید. مـقدار ۱۰ مـیکرولـیتر پـروتـئیناز K بـا غـلظت (20mg/ml) بـه لـولـه 
اضــافــه کــنید. درب آن را بــبندیــد و از روی رک مــگنتیک بــرداریــد و بــه مــدت ۱۰ ثــانــیه ورتــکس کــنید. لــولــه را بــه مــدت ۱۰ ثــانــیه 

سانتریفیوژ کنید تا تمام محلولهای متصل به دیواره و یا درب لوله به انتهای لوله منتقل شوند. 

۱۰- نــمونــه را در تــرمــوبــrک (تــرجــیحا تــرمــومیکســر) بــا دمــای ۹۵ درجــه ســانــتیگراد بــه مــدت ۱۰ دقــیقه انــکوبــه کــنید. لــولــه را بــه 
مدت ۱۰ ثانیه سانتریفیوژ کنید تا تمام محلولهای متصل به دیواره و یا درب لوله به انتهای لوله منتقل شوند. 

۱۱- نـمونـه را بـه مـدت ۵ ثـانـیه ورتـکس کـنید. لـولـه را بـه مـدت ۱۰ ثـانـیه سـانـتریـفیوژ کـنید تـا تـمام محـلولـهای مـتصل بـه دیـواره و 
یا درب لوله به انتهای لوله منتقل شوند. 

۱۲- نمونه را به مدت ۲ دقیقه بر روی رک مگنتیک قرار دهید تا ذرات مگنتیک به جداره لوله متصل شوند. 

۱۳- بـــدون بـــرداشـــ{ لـــولـــه از روی رک مـــگنتیک، درب لـــولـــه را بـــاز کـــرده و محـــلول شـــفاف شـــده را بـــه یـــک لـــولـــه ی تـــمیز مـــنتقل 
نمایید. 

۱۴- مـی تـوانـید DNAی اسـتخراج شـده را تـا ۲ سـاعـت در یـخچال نگهـداریـد. در صـورتـی کـه آزمـایـش بـعدی بـا فـاصـله ی 
بیشتر از ۲ ساعت انجام می شود، DNA استخراج شده را در دمای ۲۰- ذخیره کنید. 

نـکته: پــروتــکل کــیت tBioCare™ DNA Extraction Kit بــرای اســتخراج HPV DNA از LBC کــه در ایــن کــتابــچه 
راهــنما آمــده،  بــا کــیت tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit صــحه گــذاری شــده اســت. بــرای اطــrعــات بیشــتر بــه 

کتابچه راهنمای کیت فوق مراجعه فرمایید. 
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