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(SADECE ARASTIRMA KULLANIMI iCiNDIR. KLINiK TANIDA KULLANMAYIN!)
Katalog No: EH25966

Insan HMGB1 (Yiiksek Hareketlilik Grubu Protein 1)
ELISA Kiti
Kullanim Kilavuzu

Deney sirasinda herhangi bir sorunuz varsa veya daha fazla yardima ihtiyaciniz olursa
litfen asagidaki yontemlerle bizimle iletisime ge¢mekten ¢ekinmeyin:

BAE-posta (Emir) order@enkilife.com
BAE-posta (Teknik Destek) techsupport@enkilife.com
Q Tel: 0086-27-87002838

@ Web sitesi: www.enkilife.com

Raf omrii: Lutfen dis ambalaj Gzerindeki etikete bakiniz.
Teknik Destek: Size daha iyi hizmet verebilmemiz icin lltfen dis paketin etiketindeki parti
numarasini bize bildiriniz.
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Uriin Aciklamasi
Bu ELISA kiti, serum, plazma ve diger biyolojik sivilardaki insan HMGB 1
konsantrasyonlarinin in vitro kantitatif tayini icin gecerlidir.

Temel Ozellikler

eDuyarlilik: 28.3pg/mL.

eTespit araligi: 62.5-4000pg/mL.

eOzgiilliik: Diger analoglarla belirgin bir capraz reaksiyona girmeden érneklerde insan
HMGB1 'sini tespit edebilir.

eTekrarlanabilirlik: Plakalar arasi ve plakalar icinde varyasyon katsayisi %10'dan azdir.

Test Prensibi

Bu ELISA kiti, Sandvic-ELISA prensibini kullanir. Bu kitte sunulan mikro ELISA plakasi, insan
HMGB1'e 6zgu bir antikorla dnceden kaplanmistir. Standartlar veya numuneler mikro
ELISA plakasi kuyucuklarina eklenir ve 6zgil antikorla birlestirilir. Ardindan, insan HMGB1'e
0zgu biyotinlenmis bir tespit antikoru ve Avidin-Yaban Turpu Peroksidaz (HRP) konjugati
her bir mikro plaka kuyucuguna sirayla eklenir ve inkibe edilir. Serbest bilesenler yikanir.
Her bir kuyucuga substrat ¢dzeltisi eklenir. Yalnizca insan HMGBT1, biyotinlenmis tespit
antikoru ve Avidin-HRP konjugati iceren kuyucuklar mavi renkte gorindr. Enzim-substrat
reaksiyonu, durdurma ¢ozeltisinin eklenmesiyle sonlandirilir ve renk sariya déner. Optik
yogunluk (OD), 450 nm = 2 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak olculir. OD
degeri, insan HMGB1 konsantrasyonuyla orantilidir. Numunelerdeki insan HMGB1
konsantrasyonunu, numunelerin OD'sini standart egri ile karsilastirarak hesaplayabilirsiniz.

[=] Bilesenler ve depolama

Uriini acilmadan énce 2-8°C'de saklayin. Teslim aldiktan sonra ambalajini hemen acin ve
talimatlarda onerildigi sekilde saklayin.

Bilesenler Ozellikler Depolama ve Notlar
. Acilmamis: Kullanilmayan:
96T 8 kuyu x 12 serit -20°C, 12 ay Tekrar aliminyum folyo
posete koyup agzini
48T: 8 kuyu x 6 serit kapatin, -20°C'de
saklayin.

Mikro Plaka
(Micro Plate)

5il i
Gozulmemis Lutfen her deney icin

96T: 2 sise 20 1zay taze ¢éziinmiis
Referans Standardi standartlar kullanin .
(Reference Standard) Cozlindukten sonra
48T: 1 sise kullanilmayan

standartlan atin.
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Kullanilmamus: Litfen
konsantreyi kapatin ve -
-20°C, 12 ay 20°C'de saklayin ve
48T: 60pLx1 sise calisma soliisyonunu
atin.
Kullanilmamus: Litfen
konsantreyi kapatin ve -
20°C'de saklayin ve
¢alisma solliisyonunu
atin.

Biyotinlenmis Tespit Ab 96T: 120uLx1 sise
Konsantresi (100x)
[Biotinylated Detection Ab
Concentrate (100x)]

HRP Konjugat Konsantresi  g¢7. 120pLx1 sise

(100x) -20°C(lsiktan
[HRP Conjugate Concentrate koruyun), 12 ay
(100x)] 48T: 60uLx1 sise

Referans Standardi ve
Numune Seyreltici
(Reference Standard &
Sample Diluent)
Biyotinlenmis Tespit Ab
Seyreltici

(Biotinylated Detection Ab
Diluent)

HRP Konjugat Seyreltici
(HRP Conjugate Diluent)
Yikama Tamponu
Konsantresi (25x)

[Wash Buffer Concentrate
(25x%)]

Substrat Reaktifi (TMB)
[Substrate Reagent(TMB)]
Durdurma Coziimii
(Stop Solution)

20 mLx1

14mLx1
2-8°C, 12 ay

14mLx1

30mLx1

10mLx1 2-8°C(lstktan koruyun),12 ay

7mLx1 2-8°C/Oda sicakhgi

Plaka Muhafazasi 5 parca

Uriin kilavuzu 1 kopya

Analiz Sertifikasi 1 kopya

Not:

Lutfen reaktifin buharlagsmasini ve mikrobiyal kontaminasyonu énlemek igin tiim reaktif siselerinin
kapaklarinin sikica kapatildigindan emin olun.

Gergek hacim, etikette belirtilen hacimden biraz daha buyuk olacaktir. Litfen dogrudan dékmek
yerine hassas Ol¢cim cihazlari kullanin.
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[¥] Deneme Prosediirleri

.' [ ]
® .. Analit

1. Her kuyucuda 100 pL standart veya numune

\I,‘I\{\' ekleyin,37°C'de 90 dakika inkliibe edin.

N, # Biotin
-ty
, ( 2. Sy atin, her kuyucuga 100 pL Biyotinlenmis
Tespit Ab ¢alisma sollisyonu ekleyin.

\l ‘I' \II Y 37°C'de 60 dakika inkiibe edin.

S
\,’ 3.Plakayi 3 kez aspire edin ve yikayin.

SA-HRP

4. 100 pL HRP konjugat calisma soliisyonu ekleyin.

=
7/ 37°C'de 30 dakika inkiibe edin. Aspire edin
YY i ve plakayi 5 kez yikayin.

T™MB

(v 5. 90 yL Substrat Reaktifi ekleyin.

'h—.
\I’({ Y Y 37°C'de 15 dakika inkiibe edin.

Durdurma Seliisyony

-~
\I/\l—:{\l' 6. 50uL Durdurma Sollisyonu ekleyin.

7.450nm'de okumalar. Sonuglarin hesaplanmasi.

YYYY

[E] Calisma yontemi
® Onlemler

1. Deney sirasinda lutfen koruyucu ekipman giyin. Kan érnekleri veya diger biyolojik
orneklerle temasta bulunurken Biyolojik Laboratuvar Givenligi Koruma Yonetmeligi'ne
gore biyoguvenlik korumasina dikkat ediniz .

2. Farkh partilerdeki kit bilesenleri karistinlamaz (Stop Solution haric).
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3. Deneyde kullanilan EP tlpleri ve pipet uglarn tek kullanimliktir, [itfen karistirmayiniz .
4. Yeni acilan ELISA plakasinin kuyucuklarinda az miktarda su benzeri madde bulunabilir.
Bu normal bir durumdur ve deney sonuglarini etkilemez. Gegici olarak kullanilmayan
seritler yedek bir aliminyum folyo torbaya konulmali ve gerekli saklama kosullarina gére
saklanmalidir.

5. Seyreltilmis standart, biyotinlenmis antikor ¢calisma sollisyonu ve enzim konjugati
calisma soliisyonunu tekrar kullanmayin.

6. Kullanilmamis Biotinylated Detection Ab Concentrate (100x), HRP Conjugate
Concentrate (100x) ve diger orijinal solisyonlar gerekli depolama kosullarina uygun olarak
saklanmalidir.

7. ELISA okuyucusunun 450+ 10nm dalga boyunu tespit edebilen bir filtre ile donatiimis

olmasi gerekmektedir ve tespit araligi 0-3,5 arasindadir.

() Gerekli ancak saglanmayan malzemeler

1. Mikroplak okuyucu (450nm dalga boyu filtresi), 37°C'yi koruyabilen inktbator.
2. 1,5 mL EP tlp, emici kagit.

3. Pipet ve tek kullanimlik ug: 0,5-10uL, 2-20uL, 20-200uL, 200-1000pL.

4. Cift damitilmis su veya deiyonize su.

E]Ornek isleme
® Ornek toplama

Farkli numuneler farkli isleme yontemleri gerektirebilir. Numune hazirlamadan 6nce,
numunenin 6zelliklerini anlamak ve sonraki deneyleri etkileyebilecek reaktiflerden
kaginmak dnemlidir. Ayrica, numunelerin uygun olmayan sicakliklara veya surelere maruz
kalmasini 6nleyin. Asagidaki yontemler yalnizca referans amaclidir. Daha fazla bilgi igin
resmi ELISA Numune Hazirlama Kilavuzu'na bakin .

Ornek isleme onerileri:

1.Serum: Serum ayirici tip (SST) kullanin ve 6rneklerin 1000 x g'de 15 dakika santrifu
jlemeden 6nce oda sicakliginda 30 dakika pthtilasmasini bekleyin. Serumu hemen ¢ikarin
ve analiz edin veya alikotlayin ve érnekleri < -20 °C'de saklayin. Tekrarlanan dondurma-
¢6zme dongulerinden kaginin. Hemolize veya hiperlipidemili 6rneklerin kullanimindan
kacinilmalidir.

2.Plazma: Antikoagulan olarak EDTA-Na2 kullanarak plazma toplayin (Kan toplama icin
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antikoagilan iceren tiiplerin kullaniimasi énerilir ) . Ornekleri, toplama isleminden sonraki
30 dakika icinde 1000 x g'de 15 dakika santrifiijleyin. Testi gerceklestirmek icin Ust fazi
toplayin . Kisa sireli saklama i¢in numuneyi 2 - 8°C'ye yerlestirin. Hemolize veya
hiperlipidemili numuneleri kullanmaktan kaginin.

3.Doku homojenizasyonu:

3.1 Genel bilgi olarak, hemolize olmus kan sonuclari etkileyebileceginden, dokular kuguk
parcalara ayrilip buzlu PBS (0,01 M, pH=7,4) ile yikanarak fazla kanin iyice uzaklastiriimasi
gerekmektedir. Daha sonra kullanmak tzere tartin.

3.2 Doku pargalari tartilip PBS'de homojenize edildi (Doku agirligi (g): PBS (mL) hacim=1:9).
Homojenizasyon sirasinda aciga ¢ikan proteazlarin aktivitesini inhibe etmek ve hedef
proteinlerin proteolizini dnlemek icin PBS'ye PMSF gibi bir proteaz inhibitéri eklenmesi
onerilir.) buz Gzerinde cam bir homojenizator ile .

3.3 Hucreleri daha fazla parcalamak igin sonikasyon yapabilirsiniz Ultrasonik hticre
parcalayici ile siispansiyon haline getirin (Ornegi sogutmak icin buz banyosu kullanin ve
protein denaturasyonunu ve asiri serbest radikal tGretimini 6nlemek i¢in ultrasonik glicu ve
zamani siki bir sekilde kontrol edin) . Homojenatlar daha sonra 5000xg" de 5-10 dakika
santriflij edilir ve Ustteki sivi toplanarak analiz gerceklestirilir.

Notlar:

A. Bazi doku ornekleri (6rnegin karaciger, bobrek ve pankreas), TMB substrati ile
reaksiyona girerek yanls pozitif sonuclara neden olabilen yiiksek seviyelerde endojen
peroksidaz igerir. Bu gibi durumlarda, dokuyu incecik dograyin ve %3 H , O , sollisyonunda
10-15 dakika bekletin . Kalan H , O ,'yi dnceden sogutulmus PBS ile durulayin, ardindan
homojenize edin ve her zamanki gibi test edin.

B. Doku lizisi ve hiicre ici proteinlerin salinimini kolaylastirmak icin hafif bir lizis tamponu
da kullanabilirsiniz. Ancak, Triton X-100, NP-40 veya SDS iceren lizis tamponlarindan
kaginin. Cunkid bunlar lizozomlari lize edebilir ve proteaz inhibitdrlerinin yoklugunda
proteaz salinimini artirarak hedef proteinleri parcalayabilir ve test dogrulugunu azaltabilir.
Ayrica, yuksek icerikleri test kitinin reaksiyonunu ciddi sekilde etkileyebilir. Fiziksel lizis
etkisizse, EnkiLife yeni nesil lizis sivist RCO005 Hiicre/Doku Lizis Tamponunu deneyin.
4.Hiicre lizatlan:

4.1 Hiicre koleksiyonu:

Yapisik hiicreler: Hiicreleri dnceden sogutulmus orta miktarda sivi ile yavasca yikayin. PBS
ile hiicreleri ayirin ve tripsin kullanarak ayirin (EnkiLife RCO001 Tripsin Sindirim Ortami
kullanilmasi 6nerilir). Hicre stispansiyonunu bir santrifiije alin. Tipe konulup 1000xg’ de 5
dakika santrifiij edilir.

Askiya alinmis hiicreler: 1500xg’ de 5 dakika santrifljleyin .

Yari yapiskan hiicreler: Ust fazi askida hiicreler icin kullanilan yéntemle toplayin. Ardindan,
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yapisik hiicreleri yapisik hicreler icin kullanilan yontemle toplayin. Toplanan her iki hicre
fraksiyonunu da PBS'de tekrar stispanse edin, iyice karistirin ve hiicre toplama islemini
tamamlamak icin 1000xg'de 5 dakika santrifijleyin.

4.2 Hiicre lizizi:

Hicreleri 3 kez yikayin 6nceden sogutulmus PBS ile. Her 1x10 éicin H{icrelere, 6nceden
sogutulmus PBS'nin 150-250 uL'sini ekleyin (Icerik cok dusiikse, PBS hacmi azaltilabilir ) Hi
creler askiya alinir. Hiicreler tamamen pargalanana kadar ultrasonik hiicre parcalayici
kullanin . (Referans ayarlari: Buz banyosu, 3-5 mm prob, 150-300 W gli¢ kullanin. Her
seferinde 1-2 saniye, 30 saniye araliklarla ¢calisin ve 3-5 dongu gergeklestirin.) 1500xg'de
10 dakika santriflij edin. Hiicre parcalarini ayirin, Ustteki siviyr toplayarak testi
gerceklestirin.

5. Hiicre kiiltiirii iist sivisi veya diger biyolojik sivilar: Ornekleri 1000xg'de 20 dakika
santrifiijleyin, safsizliklari ve hiicre kalintilarini giderin. Analizi gergeklestirmek icin Ust siviyi
toplayin.

®Ornekler icin not

1. Numunenin toplanmasindan sonra saklanmasi:

1 hafta icinde deneyin: 2-8°C'de saklayin.

1 ay icinde deneyin: Litfen tek kullanimhk miktarlara béliin ve -20°C'de saklayin.

3 ay icinde deneyin: Lutfen tek kullanimlik miktarlara bolin ve -80°C'de saklayin.

Tim numunelerin tekrar tekrar dondurulup ¢6zilmesinden kaginilmaldir.

2. Lutfen denemeden 6nce konsantrasyonu tahmin edin. Numune konsantrasyonu
standart egri araliginda degilse , sonuclarin dogrulugunu saglamak icin uygun seyreltme
oranini belirlemek tGzere bir 6n deney yapilmasi dnerilir. (Seyreltme katini belirlemek icin
literatlire danistiktan sonra bir 6n deney yapilmasi 6nerilir.)

3. Ornek tiirti kilavuzda yer almiyorsa, gecerliligi dogrulamak icin én bir deney énerilir.
4. Doku homojenatlari veya hicre lizatlari hazirlamak icin lizis tamponu kullaniliyorsa,
verilen kimyasal madde nedeniyle sapmaya neden olma olasiligi vardir.

5. Bazi rekombinant proteinlerin Kaplanmis antikor veya tespit antikoru ile uyumsuzluk
nedeniyle tespit edilebilir.

¢ Hazirhk

1. Oda sicakligina gelmesini saglayin: ELISA Kitini 20 dakika 6nceden buzdolabindan
cikarin ve oda sicakhgina gelmesini bekleyin.
2. Mikroplak okuyucuyu 6nceden isitin: Deney sirasinda mikroplak okuyucunun isik
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kaynagini stabilize etmek icin Ititfen mikroplak okuyucuyu en az 15 dakika 6dnceden agin.
3. Yikama soliisyonu: Wash Buffer Concentrate (25x) iki kez damitilmis suyla (1:24)
seyreltin. ipucu: Buzdolabindan cikarilan Wash Buffer Concentrate (25x) kristaller olabilir;
bu normal bir durumdur. Yikama sollisyonunu hazirlamadan 6nce, kristalleri tamamen
¢o6zmek icin 40°C'lik bir su banyosu kullanarak hafifce isitabilirsiniz. Ayni giin kullanin.

4. Standart calisma ¢o6ziimii:

4.1 Standardi 10000xg" de 1 dakika santrifiijleyin.

4.2 Dondurularak kurutulmus standarda 1,0 mL Reference Standard & Sample Diluent
ekleyin. Tup kapagini siktiktan sonra 10 dakika bekletin ve birkag kez yavasca ters cevirin.
4.3 Standart tamamen ¢ozuldikten sonra, bir pipetle yavasca kanstirarak bir ¢ozelti
hazirlayin.4000pg/mL standart ¢alisma soltisyonu.

4.4 Deneysel gereksinimlere gére standart, katlar halinde seyreltilir. Onerilen
konsantrasyon gradyani: 4000, 2000, 1000, 500, 250, 125, 62.5. 0 pg/mL.

4.5 Coklu seyreltme yontemi:

7 EP tipl hazirlayin ve her tipe 500 yL Reference Standard & Sample Diluent ekleyin.
4000pg/mL standart calisma sollisyonundan 500 pL pipetleyin ve ilk EP tiiptine ekleyin. 2000
pg/mL standart calisma sollisyonu hazirlamak igin pipetle karistirin.

Sonra, 2000 pg/mL EP tipinden 500 uL alin ve ikinci EP tipune ekleyin. 1000 pg/mL standart
¢alisma solisyonu hazirlamak icin pipetle karistirin. Coklu seyreltmelerle standart calisma
sollisyonu elde etmek icin bu sekilde devam edin.

Not: Son tiip bos olarak kabul edilir. Sadece Referans Sadece Reference Standard &
Sample Diluent ekleyin.

The illustration as below is for reference:

500pL 500pL 500puL 500pL 500pL 500uL
- U U U Uy
[ r— — ! S— r ' ") [—

AVARR VAR VA VAR VA V4

4000 2000 1000 500 250 125 62.5 0

5. Biyotinlenmis Tespit Ab calisma soliisyonu:
Deneyden 6nce gerekli miktari hesaplayin (kuyu basina 100 uL) ve eksiklik durumunda
ilave 100-200 pL hazirlayin. Biotinylated Detection Ab Concentrate (100x) santrifiijleyin. 1
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dakika boyunca 800xg'de bekletin, ardindan Biyotinlenmis Tespit Ab Konsantresini (100x)
seyreltin 1x calisma ¢oziimine HRP Conjugate Diluent ile . ( Biotinylated Detection Ab
Concentrate (100x): Biotinylated Detection Ab Diluent = 1: 99 ). Kullanmadan 6nce calisma
solisyonunu hazirlayin ve ayni gun kullanilmahdir.

6. HRP Conjugate calisma ¢oziimii:

Deneyden once gerekli miktari hesaplayin (kuyu basina 100 uL) ve eksiklik olmasi
durumunda ilave 100-200 pL hazirlayin. HRP Conjugate Concentrate (100x) 800xg'de 1
dakika santrifljleyin, ardindan HRP Konjugat Konsantresini (100x) seyreltin. 1x calisma
¢6zumune HRP Conjugate Diluent ile . (HRP Conjugate Concentrate (100x): HRP Conjugate
Diluent = 1: 99). Kullanmadan 6nce ¢alisma sollisyonunu hazirlayin ve ayni giin icinde
kullanin.

Q islem Adimlari

1. Standart ve numuneyi ekleyin:

ELISA plaka kuyularinin ilk iki sitununa yukaridan asagiya dogru farkli konsantrasyonlarda
Standart calisma soliisyonu ekleyin, her konsantrasyon icin iki kuyu, kuyu basina 100
uL;

her birine 100 L numune ekleyin . Yuksek konsantrasyonlu numunelerin dnce seyreltiimesi
gerekir.

Calisma sirasinda, ¢ozeltiler mikro ELISA plakasinin dibine eklenmeli, i¢ duvara
dokunmaktan kaginilmalidir, Kanisimi hafifce calkalayin, kabarcik olugmasini énleyin ve
numune ekleme islemini 10 dakika icinde tamamlayin.

2. Plakayi kapatin ve inkiibe edin:

Kit icerisinde bulunan Plaka Kapatici ile plakayi kapatin . 37°C" de 90 dakika inktbe edin.

3. Biyotinlenmis Tespit Ab calisma soliisyonu :

Sizdirmazlik maddesini yirtin, plaka kuyularindaki siviyi ¢ikarin ve kurutun, yikamaya gerek
yoktur.

Her kuyucuga 100 pL Biyotinlenmis Tespit Ab ¢alisma soliisyonu ekleyin . Karistirmak igin
hafifce calkalayin ve plakayi yeni bir Plaka Kapatici ile kapatin . 37°C'de 60 dakika inklbe
edin.

4. Plak yikama 1:
Manuel Yikama:

Plaka kuyularindaki siviy1 aspire edin veya bosaltin, her kuyucuga 350 pL Yikama
Soliisyonu ekleyin . 1-2 dakika bekletin, plaka kuyularindaki siviyi aspire edin veya
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bosaltin, temiz emici bir kagida hafif¢e vurarak kurulayin ve bir yikama islemini
tamamlayin. Bu yikama adimini 3 kez tekrarlayin. lyi bir performans icin her adimda sivinin
tamamen uzaklastiriimasi sarttir.

Mikroplak Yikayici :

350uL /kuyuya ekleyin , plagi 3-5 saniye calkalayin.

5.HRP Konjugat calisma soliisyonunu ekleyin :

Her kuyucuga 100 pyL HRP Konjugat calisma soliisyonu ekleyin . Karistirmak icin hafifce
calkalayin, plakayi yeni bir Plaka Kapatici ile kapatin . 37°C'de 30 dakika inkiibe edin.

6. Plak yikama 2:
Plak 5 kez yikanir; adimlar 4. adimla aynidir. (Plak yikama 1)

7. Substrat Reaktifi (TMB) Ekleyin:

Her kuyucuga 90 pL Substrate Reagent (TMB) ekleyin . Plakayi yeni bir Plaka Kapatici ile
kapatin . Yaklasik 15 dakika boyunca 37°C'de inkube edin. Plakayi isiktan koruyun.
Ipuclari: inkiibasyon stiresini renk degisimine gére ayarlayin, ancak 30 dakikayr asmayin.
Standart kuyucuklarda belirgin bir renk degisimi gorildiginde inkibasyon durdurulabilir.

8. Tepkimeyi durdurun:

Reaksiyonu durdurmak icin her kuyuya 50 uL Stop Solution ekleyin .
ipucu: Durdurma Cdzeltisinin eklenme sirasi, Substrate Reagent (TMB) eklenme sirasina
mumkin oldugunca uygun olmalidir.

9. OD degerini olciin:

ELISA plakasinin her bir kuyucugunun OD degerini (optik yogunluk) hemen 450 nm'ye
ayarlanmis bir mikro plaka okuyucusu ile dlgln.

¥ Sonuclarin hesaplanmasi

1. Standart bir egri olusturun:

Her standart, kontrol ve numune icin tekrarlanan okumalarin ortalamasini alin ve ortalama
sifir standart optik yogunlugunu ¢ikarin.

Dort parametreli lojistik (4-PL) olusturun Mikroplaka okuyucunun sundugu egri uydurma
yazilimini kullanarak, her bir standart icin y eksenindeki ortalama OD degerini x
eksenindeki konsantrasyona karsi ¢izerek egriyi olusturun.

2. Numune konsantrasyonunun hesaplanmasi:

Konsantrasyonu elde etmek icin numunenin OD degerini standart egriye yerlestirin.
Numuneler seyreltilmisse, standart egriden okunan konsantrasyon seyreltme faktord ile
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carpiimalidir.

3. Yiiksek OD degerli numunelerin islenmesi:

Ornegin OD'si standart egrinin st sinirini asarsa, érnek

uygun sekilde seyreltilmeli ve yeniden oélctlmelidir.

[5] Teknik Veriler

Tipik Veriler:

Asagidaki veriler yalnizca referans amachdir. Her analizde bir standart egri calistirilmaldir.
Konsantrasyon: pg/mL 4000 2000 1000 500 250 125 62.5 0
oD 2.284 | 1.511 0.878 | 0427 |0.25 0.171 0.125 |0.075
Duzeltilmis OD 2209 |[1436 (0803 |0352 |0.175 |0.096 |0.05 -

10 4
£
0.1 r T 1
100 1000 10000
HMGB1 (Human)(pg/mL)
Kesinlik:

Deney ici Hassasiyet (Deneme icindeki hassasiyet): Deney ici hassasiyeti degerlendirmek

icin bilinen konsantrasyondaki ti¢c numune bir plaka tGizerinde yirmi kez test edildi.

Deneyler Arasi Hassasiyet (Deneyler Arasi Hassasiyet): Deneyler arasi hassasiyeti

degerlendirmek icin bilinen konsantrasyondaki Gi¢ numune yirmi ayri deneyde test edildi.

Deneyler, en az (g teknisyen tarafindan iki parti bilesen kullanilarak gergeklestirildi.

Deneme i¢i Hassasiyet

Denemeler Arasi Hassasiyet

Ornek 1 2 3 1 2 3

n 20 20 20 20 20 20
Ortalama (pg/mL) 21742 | 589.35 1372.64 |210.78 643.93 1446.72
Standart sapma 14.87 30.41 57.38 14.38 31.36 50.49
CV (%) 6.84 5.16 418 14.38 4.87 3.49

https://turkey.enkilife.com
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lyilesmek:
Cesitli matrislerdeki analiz araligi boyunca érneklerde (ic farkh seviyeye ulasan insan
HMGB1 'nin geri kazanimi degerlendirildi.

Ornek Turd Menzil (%) Ortalama Kurtarma (%)
Serum (n=5) 89-103 95
EDTA plasma (n=5) 86-99 91
Hucre kaltira ortami (n=5) 85-99 91

Dogrusalhik:

Denemenin dogrusalligini degerlendirmek igin, cesitli matrislerde yuksek

konsantrasyonlarda insan HMGB1 iceren ve/veya bu maddeyle zenginlestirilmis

numuneler, denemenin dinamik araliginda degerlere sahip numuneler Gretmek icin

Referans Standardi ve Numune Seyreltici ile seyreltildi.

Serum Plasma Huiicre kaltird ortami
(n=5) (EDTA)(n=5) (n=5)
12 Menzil (%) 87-98 89-101 87-101
Ortalama (%) |93 96 92
14 Menzil (%) 89-101 86-98 85-98
Ortalama (%) |95 95 91
18 Menzil (%) 86-99 89-103 88-101
Ortalama (%) |92 95 91
116 Menzil (%) 86-96 90-105 87-100
Ortalama (%) | 91 97 92

® Sorun giderme

Sonuclar yeterince iyi degilse, litfen fotograf cekin ve deneysel verileri zamaninda
kaydedin. Kullanilmis plakayi ve kalan reaktifleri saklayin. Ardindan, sorunu ¢ézmek igin
teknik destek ekibimizle iletisime gecin. Bu arada, asagidaki kaynaklara da basvurabilirsiniz:

Sorun Nedenler Coziimler
Yanlis pipetleme Pipetleri kontrol edin

Zayif standart

egri Uygunsuz standart Standart siseyi kisa bir stire dondurin ve
seyreltme tozu hafifce karistirarak iyice ¢oziin.

12 https://turkey.enkilife.com
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Kuyular tamamen aspire
edilmemistir

Adimlar arasinda kuyular tamamen aspire
edin

Yetersiz kulucka siiresi

Yeterli kulugka siiresini saglayin

Yanlis deney sicakhigi

Onerilen kulucka sicakligini kullanin

Usuk si Pipetleri kontrol edin ve dogru hazirlig
Dusik sinyal Yetersiz reaktif hacimleri p ? )
saglayin
Uygunsuz seyreltme Seyreltme adimlarini kontrol edin
HRP konjugati inaktif HRP konjugatini ve TMB'yi karistirin, hizl
veya TMB yetmezligi renklendirme
Mikroplaka okuyucusunda (450 nm) dalga
Plaka okuyucu ayari boyu ve filtre ayarini dogrulayin
Dusuk deger ] ..
optimum degil Mikroplak Okuyucuyu 6nceden acin ve en az
15 dakika 6nceden isitin
Bayuk Yanlis pipetleme Pipetleri kontrol edin.
Hedef proteinin )
Onerilen seyreltme faktériana kullanin
konsantrasyonu ¢ok
Dogru yikama i¢in kullanim kilavuzunu
Yiiksek arka Tabak yeterince inceleyin. Plaka yikayici kullaniyorsaniz, tim
plan yikanmamis baglanti noktalarinin tikali olmadigindan
emin olun. Elisa kitinde verilen yikama
Kirlenmis yikama
Taze yikama tamponu hazirlayin
tamponu
ELISA kitinin uygunsuz Tum reaktifler talimatlara gore
Dilsiik sekilde saklanmasi saklanmalidir.
hassasiyet Durdurma cozeltisi Olctimden énce her kuyucuga durdurma
eklenmedi soltisyonu eklenmelidir.
® ifade:
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1. Kalite ve Teknik Risk ipuclan : Mevcut kosullar ve bilimsel teknoloji nedeniyle,
saglanan tim hammaddeler Gzerinde kapsaml bir tanimlama ve analiz yapamiyoruz. Bu
nedenle, kiti kullanan kullanicilar icin bazi niteliksel ve teknik riskler olabilir.

2. Deneysel sonuclar etkileyen faktorler: Deneysel sonuclar, reaktiflerin etkinligi,
operatoriin becerileri ve deney ortami gibi bircok faktérden etkilenir. Sonuclarin
dogrulugunu saglamak igin litfen test edilecek yeterli sayida numune hazirlayin.

3. Reaktif Kullanim Kilavuzu: En iyi deneysel sonuclari elde etmek igin, yalnizca bu kitte
bulunan reaktifleri kullanmaniz ve talimatlara kesinlikle uymaniz 6nerilir. Diger
ureticilerin trdnleriyle karistirmaktan kaginin.

4. Calistirma Onlemleri: Reaktif hazirlama veya mikro plaka okuyucu parametre
ayarlarinin yanlis yapilmasi, anormal deney sonuglarina yol acgabilir. Litfen deneyden
once talimatlari dikkatlice okuyun ve cihaz parametrelerini dogru sekilde ayarlayin.

5. Sonuc Tekrarlanabilirligi: Ayni operator bile iki bagimsiz deneyde farkl sonuclar
elde edebilir. Sonuclarin tekrarlanabilirligini saglamak icin, lGtfen deney sirasinda
islemin her adimini siki bir sekilde kontrol edin.

6. Kalite Giivencesi ve Fark Aciklamasi: Her kit kalite kontrol testinden basariyla
gecmistir. Ancak, tasima kosullar, farkh laboratuvar ekipmanlarn vb. gibi bazi degiskenler
nedeniyle kullanici sonuglari verilerimizle tutarsiz olabilir. Farkli partilerden kitler arasinda
test ici farkhliklar da yukaridaki nedenlerden kaynaklanabilir.

7. Bu kit yalnizca arastirma amachdir, klinik tani amach kullanmayiniz!

Bl Her zaman yiiksek kaliteli Girlinler sunmaya kendimizi adadik ve anlayisiniz ve
desteginiz icin tesekkiir ederiz. Herhangi bir sorunuz varsa, litfen teknik destek
ekibimizle iletisime ge¢cmekten ¢ekinmeyin.
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