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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN este furnizor de top de tehnologii inovatoare pentru probe si teste,
permitand izolarea si detectia continutului oricarei probe biologice. Produsele
si servicile noastre avansate, de inalta calitate, asigura succesul, de la
prelevarea probei pana la rezultat.

QIAGEN stabileste standarde in urmatoarele domenii:

Purificarea ADN, ARN si a proteinelor

Teste efectuate pe acizi nucleici si proteine
Cercetare microARN si ARN de interferenta
Automatizarea tehnologiilor pentru probe si teste

Misiunea noastra este aceea de a va permite sa obtineti un succes exceptional si
realizari iesite din comun. Pentru mai multe informatii, vizitati www.giagen.com.



https://www.qiagen.com/
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Domeniul de utilizare

ipsogen RT Kit permite transcrierea inversa a ARN-ului total, care va fi utilizat
in testarea pentru diagnosticare moleculara.

Nota: Caracteristicile de performanta pentru ipsogen RT Kit au fost stabilite
numai cu transcriptile BCR-ABL Mbcr si ABL. Utilizatorul este responsabil
pentru stabilirea caracteristicilor de performantda adecvate pentru alte
transcriptii tinta.

Rezumatul si explicarea produsului

Transcrierea inversa a ARN-ului este necesara la cuantificarea ARN-ului (de
exemplu, prin RT-PCR sau real-time RT-PCR) sau la clonarea unei secvente
de ARN. Revers-transcriptazele sunt utilizate in vitro pentru sinteza ADN-ului
complementar pe prima catena cu ARN ca sablon de pornire. Eficienta reactiei
depinde in mare masura de calitatea si cantitatea sablonului de ARN de
pornire. Este important sa aveti ARN intact ca sablon de pornire. Chiar si
cantitatile infime de RNaze contaminante in proba de ARN pot provoca
scindarea ARN, rezultand produsi scurtati de ADN complementar. Impuritatile
chimice, cum ar fi proteine, poli-anioni (de exemplu, heparina), saruri, EDTA,
etanol, fenol si alti solventi, pot afecta activitatea si capacitatea de procesare a
revers-transcriptazei.

Pentru a asigura o transcriere inversa reproductibila si eficienta, este important
sa se determine calitatea si cantitatea ARN-ului de pornire. Pentru cele mai
bune rezultate, va recomandam sa incepeti cu ARN purificat folosind
tehnologia cu membrana de silicagel. De exemplu, QIAGEN® RNeasy® Mini Kit
(nr. cat. 74104) sau RNeasy Midi Kit (nr. cat. 75144) poate fi utilizat pentru a
izola ARN dintr-o varietate de materiale de pornire si pentru a oferi ARN de
inalta calitate foarte potrivit pentru utilizarea in aplicatii de transcriere inversa si
RT-PCR.

Principiul procedurii

Revers-transcriptaza este o enzima multifunctionala cu 3 activitati enzimatice
distincte: o ADN polimeraza dependenta de ARN, o exoribonucleaza
dependenta de hibrid (RNaza H) si o ADN polimeraza dependenta de ADN. In
vivo, combinatia acestor 3 activitati permite transcrierea genomului ARN
monocatenar in ADN dublu catenar pentru infectia retrovirala. Activitatea ADN-
polimerazei dependentda de ARN (transcriere inversa) transcrie ADN
complementar dintr-un sablon de ARN. Aceasta activitate permite sinteza
ADN-ului complementar pentru clonare, PCR si secventierea ARN.
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Materiale furnizate

Continutul kitului

ipsogen RT Kit (33)
Nr. de catalog 679923
Numar de reactii 33
Reverse Transcriptase (Revers-transcriptaza) 36 ul
5x RT Buffer (_tampon) ) 180 il
pentru transcriere inversa

dNTP Mix* 72 ul
Random Primer (Solutie de amorsare aleatorie)’ 190 pl
RNase Inhibitor (Inhibitor de Rnaza) 18 pl
DTT* 45 pl
Manual ipsogen RT Kit (limba engleza) 1

* Deoxinucleotide cate 10 mM.
T Oligonucleotida nonamer aleatorie.
* Ditiotreitol.
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Materiale necesare, dar nefurnizate

Atunci cand lucrati cu substante chimice, utilizati intotdeauna un halat de
laborator, manusi de unica folosinta si ochelari de protectie adecvate. Pentru
informatii suplimentare, consultati fisele cu date de siguranta (Safety Data
Sheet, SDS) corespunzatoare, disponibile de la furnizorul produsului.

Consumabile
M Varfuri de pipeta PCR sterile, fara nucleaza, rezistente la aerosoli, cu filtre

hidrofobe
M Tuburi PCR fara RNaza si DNaza de 0,5 sau 0,2 ml
B Gheata
Reactivi

B Apa de calitate PCR fara nucleaza
B Reactivi pentru electroforeza in gel de agaroza si formaldehida 1,2 %.

Echipamente
B Micropipete* dedicate pentru PCR (1-10 pl; 10-100 pl; 100-1000 pl)

B Centrifuga de banc* cu rotor pentru eprubete de reactie de 0,2 ml/0,5 ml
(capabile sa atinga 10.000 rot/min)

B Spectrofotometru* sau Agilent® BioAnalyzer® pentru cuantificarea ARN

Echipament* pentru electroforeza in gel cu camp pulsat

B Thermomixer, incubator orbital Tncalzit, bloc de incalzire sau baie de apa*
(etapa de transcriere inversa)

* Asigurati-va ca instrumentele au fost verificate si calibrate in conformitate cu recomandarile
producatorului.
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Avertismente si precautii
A se utiliza pentru diagnosticarea in vitro

Atunci cand lucrati cu substante chimice, utilizati intotdeauna un halat de
laborator, manusi de unica folosinta si ochelari de protectie adecvate. Pentru
informatii suplimentare, va rugdm sa consultati fisele cu date de securitate
(Safety Data Sheet, SDS) corespunzatoare. Acestea sunt disponibile online
intr-un format PDF usor de utilizat si compact, la adresa www.giagen.com/safety,
unde puteti gasi, vizualiza si tipari fisa cu date de securitate (Safety Data Sheet,
SDS) a fiecarui kit si componente a kitului QIAGEN.

Aruncati deseurile de probe si de test in conformitate cu reglementarile locale
de siguranta.

Precautii generale

Testarile qPCR necesita bune practici de laborator, inclusiv intretinerea
echipamentelor, care sunt dedicate biologiei moleculare si conforme cu
reglementarile aplicabile si standardele relevante.

Acest kit este destinat diagnosticarii in vitro. Reactivii si instructiunile furnizate
in acest kit au fost validate pentru performante optime. Diluarea ulterioara a
reactivilor sau modificarea timpilor si temperaturilor de incubare poate genera
date eronate sau discordante. Toti reactivii sunt formulati in mod special
pentru utilizare cu acest kit. Pentru o performanta optima a procedurii, nu
trebuie facute inlocuiri.

Determinarea nivelurilor de transcriptii folosind qPCR necesita atat
transcrierea inversd a ARNm, céat si amplificarea ADN-ului complementar
generat prin PCR. Prin urmare, intreaga procedura a testului trebuie efectuata
in conditii fara RNaza/DNaza.

Acordati o atentie extrema, pentru a preveni urmatoarele situatii:

B Contaminarea cu RNaza/DNaza, care ar putea provoca degradarea
ARNmM-ului sablon si a ADN-ului complementar generat

B Contaminarea prin transfer de ARNm sau PCR, care are ca rezultat un
semnal fals pozitiv

Prin urmare, recomandam urmatoarele:

B Folositi aparatura de laborator fara nucleaza (de exemplu, pipete, varfuri
de pipeta, flacoane de reactie) si purtati manusi cand efectuati testul.

B Utilizati varfuri de pipeta noi, rezistente la aerosoli, pentru toate etapele de
pipetare pentru a evita contaminarea incrucisata a probelor si a reactivilor.

B Pregatiti amestecul Master Mix pre-PCR cu material dedicat (pipete, varfuri
etc.) intr-o zona dedicata, in care nu sunt introduse matrice ADN (ADN
complementar, ADN, plasmida). Adaugati sablonul intr-o zona separata (de
preferintd, intr-o camera separata) cu material specific (pipete, varfuri etc.).

Manual ipsogen RT Kit 03/2015 7


https://www.qiagen.com/safety

Depozitarea si manipularea reactivilor

Kitul este expediat pe gheata carbonica si trebuie depozitat intre -30 si -15 °C
la primire.

B Amestecati usor si centrifugati tuburile Thainte de deschidere.
M Depozitati toate componentele kitului in recipientele originale.

Aceste conditii de depozitare se aplica atat componentelor desfacute, cat si
celor nedesfacute. Componentele depozitate in alte conditi decat cele
mentionate pe etichete pot sa nu functioneze corespunzator si pot afecta
negativ rezultatele testului.

Datele de expirare pentru fiecare reactiv sunt indicate pe etichetele
componentelor individuale. In conditii de depozitare corecte, produsul isi va
mentine performanta pana la data de expirare imprimata pe eticheta.

Manipularea si depozitarea probelor

Probele de sange integral trebuie anticoagulate cu EDTA potasiu si pastrate la
2-8 °C timp de cel mult 5 zile inainte de extractia ARN.
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Procedura

Prepararea ARN-ului pentru proba

Extractia ARN trebuie efectuata cu o procedura validata (QIAGEN RNeasy
Mini Kit, nr. cat. 74104 sau RNeasy Midi Kit, nr. cat. 75144 sau Life
Technologies TRIzol®, nr. cat. 15596-026 si 15596-018).

Performanta unui test depinde de concentratia si calitatea ARN-ului de intrare.
Prin urmare, recomandam calificarea ARN-ului purificat, Thainte de analiza Tn
aval, prin electroforeza in gel de* agaroza, Agilent BioAnalyzer sau
spectrofotometrie.’

Protocol: Transcriere inversa

Operatiuni care trebuie executate Tnainte de incepere
M Decongelati toate componentele necesare si asezati-le pe gheata.

B Amestecati bine continutul tuburilor (nu vortexati) si centrifugati pentru
scurt timp (10 s la 10.000 rot/min) pentru a colecta lichidul in partea de jos
a tubului.

B Ajustati probele de ARN la 0,1 pg/pl cu apa fara nucleaza.

Nota: O substantd de control fara sablon (No Template Control, NTC)
generata in timpul transcrierii inverse folosind apa fara nucleaza ca sablon
poate fi utilizata pentru verificarea calitatii transcrierii inverse.

Procedura

1. Incubati ciate 1 pg din fiecare proba de ARN care urmeaza sa fie
testata (10 pl) timp de 5 minute la 65 °C.

2. Raciti imediat pe gheata timp de 5 min.
3. Centrifugati pentru scurt timp (10s la 10.000 rot/min), pentru
a colecta lichidul in partea de jos a tubului. Pastrati pe gheata.

4. Preparati amestecul preliminar pentru transcriere inversa pe gheata
si pastrati-l pe gheata (consultati Tabelul 1).

* Atunci cand lucrati cu substante chimice, utilizati intotdeauna un halat de laborator, manusi
de unica folosinta si ochelari de protectie adecvate.

" Densitatea optica masurata la 260 si 280 nm: Densitatea optica de la 1,0 la 260 nm este
echivalenta cu aproximativ 40 ug/ml ARN monocatenar. Un raport Azeo/Azso cuprins intre
1,8 si 2,1 indica ARN ultra purificat.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tabelul 1. Prepararea amestecului preliminar pentru transcriere inversa

Componenta amestec Volum per Concentratie
preliminar proba (uh)* finala
5x solutie tampon ) 50 1x
revers-transcriptaza

dNTP (cate 10 mM) 2,0 0,8 mM
Nonamer aleatoriu (100 puM) 5,25 21 uM
Inhibitor de RNaza (40 U/ul) 0,5 0,8 U/ul
Revers-transcriptaza

(200 U/pl) 1,0 8 u/ul
DTT 1,25 -
Volum de amestec 15

preliminar RT per proba

* Preparati n + 1, unde n este numarul de probe de ARN

5. Amestecati cu grija (nu vortexati), centrifugati pentru scurt timp si
adaugati 15 pl de amestec preliminar in fiecare proba de ARN (la
40 ng/pl) si in substanta de control cu apa (No Template Control, NTC).

6. Amestecati cu grija fiecare tub (nu vortexati) si centrifugati pentru

scurt timp.

7. Rulati programul de transcriere inversa (consultati Tabelul 2) folosind
un thermomixer, un incubator orbital incalzit, un bloc de incalzire sau

o baie de apa.

Tabelul 2. Setari pentru transcriere inversa

Transcriere inversa 1
Transcriere inversa 2
Inactivare

Racire

25 °C timp de 10 min
50 °C timp de 60 min
85 °C timp de 5 min
4 °C timp de 5 min

8. Centrifugati pentru scurt timp (10s la 10.000 rot/min), pentru
a colecta ADN complementar in partea de jos a tubului.

9. Pastrati pe gheata sau depozitati la —20 °C, pana la efectuarea qPCR.

10
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Depanarea

Pentru informatii despre depanarea acestui kit, consultati pagina intrebari
frecvente din  cadrul Centrului nostru pentru Asistenta tehnica:
www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Cercetatorii din cadrul Serviciilor tehnice
QIAGEN va stau intotdeauna la dispozitie pentru a raspunde la orice intrebari
pe care le aveti despre informatiile si protocolul din acest manual, precum si
despre tehnologiile de prelevare si testare (pentru datele de contact, consultati
,Date de contact”, pagina 12).

Controlul calitatii

Acest kit este fabricat conform standardului ISO 13485. Buletinele de analiza
sunt disponibile la cerere, la adresa www.qgiagen.com/support/.

Limitari
Utilizatorii trebuie sa fie instruiti si familiarizati cu aceasta tehnologie inainte de
a utiliza acest dispozitiv. Acest kit trebuie utilizat cu respectarea instructiunilor

din acest manual, impreuna cu un instrument validat, mentionat in ,Materiale
necesare, dar nefurnizate”, pagina 6.

Orice rezultate de diagnostic generate trebuie interpretate in coroborare cu
alte rezultate clinice sau de laborator. Validarea performantei sistemului pentru
orice proceduri utilizate in laborator care nu fac obiectul studiilor de
performanta efectuate de QIAGEN constituie raspunderea utilizatorului.

Trebuie acordata atentie datelor de expirare tiparite pe cutia si pe etichetele
tuturor componentelor. Nu utilizati componente expirate.

Caracteristici de performanta

Caracteristicile de performanta pentru ipsogen RT Kit au fost stabilite numai cu
transcriptile BCR-ABL Mbcr si ABL. Utilizatorul este responsabil pentru
stabilirea caracteristicilor de performanta adecvate pentru alte transcriptii tinta.

Pentru informatii suplimentare cu privire la caracteristicile de performanta ale
ipsogen RT Kit, consultati Manualul ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX Kit,
disponibil la www.giagen.com.

Referinte

QIAGEN pastreaza o baza de date online generoasa si actualizata, de
publicatii  stiintifice  privind utilizarea produselor QIAGEN. Optiunile
comprehensive de cautare va permit sa gasiti articolele necesare, fie prin
intermediul unei cautari simple dupa cuvinte-cheie, fie prin specificarea
aplicatiei, a domeniului de cercetare, a titlului etc.
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Pentru o lista completa a referintelor, vizitati QIAGEN Reference Database
online, la www.giagen.com/RefDB/search.asp sau contactati Serviciile Tehnice
QIAGEN sau distribuitorul local.

Simboluri

Pe ambalaj si pe etichete pot aparea urmatoarele simboluri:

N> Contine reactivi suficienti pentru <N> reactii

Data de expirare

AN

IVD Dispozitiv medical pentru diagnostic in vitro

Numar catalog

Numar de lot

MAT Numar material

GTIN Numar de comercializare global articol

Limitari de temperatura

Producator

= =3

Consultati instructiunile de utilizare

Date de contact

Pentru asistenta tehnica si informatii suplimentare, consultati Centrul nostru
pentru Asistenta Tehnica la adresa www.giagen.com/Support, apelati numarul
de telefon 00800-22-44-6000 sau contactati Departamentele de Servicii
Tehnice ale QIAGEN sau distribuitorii locali (a se vedea coperta a patra sau
vizitati www.giagen.com).
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Informatii pentru comanda

Produs Cuprins Nr. cat.

ipsogen RT Kit (33) Pentru 33 de reactii: Revers-transcriptaza, 679923
5x RT buffer, amestec dNTP, Solutie de
amorsare aleatorie, Inhibitor de RNaz3,
DTT

Rotor-Gene® Q MDx — pentru analiza real-time PCR validata
de IVD in aplicatii clinice

Rotor-Gene Q MDx  Ciclator pentru real-time PCR si analizor = 9002032
5plex HRM Platform  de topire la inalta rezolutie cu 5 canale

(verde, galben, portocaliu, rosu, rosu

aprins) plus canal HRM, laptop,

software, accesorii: garantie de 1 an

pentru componente si  manopera,

instalarea si instruirea nu sunt incluse

Rotor-Gene Q MDx  Ciclator pentru real-time PCR si analizor = 9002033
5plex HRM System de topire la Tnalta rezolutie cu 5 canale

(verde, galben, portocaliu, rosu, rosu

aprins) plus canal HRM, laptop,

software, accesorii: garantie de 1 an

pentru componente si  manopera,

instalare si instruire

Pentru informatii actualizate privind licentele si clauzele de declinare a
raspunderii specifice produselor, consultati ghidul sau manualul de utilizare al
kitului QIAGEN respectiv. Ghidurile si manualele de utilizare pentru kiturile
QIAGEN sunt disponibile pe www.giagen.com sau pot fi solicitate de la
Serviciile tehnice QIAGEN sau distribuitorul dumneavoastra local.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Acest produs este destinat utilizarii pentru diagnosticarea in vitro. Produsele ipsogen nu pot fi revandute, modificate pentru revanzare sau utilizate
pentru fabricarea de produse comerciale fara aprobarea scrisa a companiei QIAGEN.

Informatiile din acest document fac obiectul modificarii fara preaviz. QIAGEN nu isi asuma nicio responsabilitate pentru eventualele erori care pot
aparea in acest document. Se considera ca acest document este complet si exact in momentul publicarii. In niciun caz, compania QIAGEN nu va
fi rdspunzatoare pentru niciun fel de daune incidente, speciale, multiple sau consecinta in legatura cu sau care decurg din utilizarea acestui
document.

Se garanteaza ca produsele ipsogen intrunesc specificatiile declarate. Singura obligatie a companiei QIAGEN si despagubirea exclusiva
a clientului se limiteaza la inlocuirea gratuita a produselor in cazul in care acestea nu functioneaza conform garantiei.

Acest produs contine SuperScript® Ill Reverse Transcriptase, care face obiectul unuia sau mai multor brevete SUA emise sau cereri de brevet SUA si
echivalente corespunzétoare din afara SUA, detinute de Life Technologies Corporation si este vandut in baza unui acord intre Life Technologies
Corporation si Ipsogen. Pretul de achizitie al acestui produs include drepturi limitate, netransferabile, conform brevetelor de mai sus, de a utiliza
aceasta cantitate de produs pentru a practica revendicarile din brevetele mentionate exclusiv pentru activitatile cumparatorului, de masurare a
transcriptiilor BCR-ABL p210. Nu sunt transmise alte drepturi, nici dreptul de a utiliza acest produs pentru aplicatii de medicina legala. Mai multe
informatii despre achizitionarea drepturilor in baza brevetelor detinute de Life Technologies Corporation pot fi obtinute contactand Departamentul de
licentiere, Life Technologies Corporation, 5791 Van Allen Way, Carlsbad, CA 92008. (760) 603-7200. E-mail: Outlicensing@lifetech.com.

Marci comerciale: QIAGEN®, ipsogen®, RNeasy®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); SuperScript® (Life Technologies Corporation); Agilent®,
Bioanalyzer® (Agilent Technologies, Inc.); TRIzol® (Molecular Research Center, Inc.).

Acord de licenta limitata
Utilizarea acestui produs implica acceptarea urmatoarelor clauze de catre oricare cumparator sau utilizator al ipsogen RT Kit:

1. ipsogen RT-Dx Kit poate fi utilizat numai in conformitate cu manualul ipsogen RT Kit si numai impreuna cu componentele continute Tn kit.
QIAGEN nu acorda nicio licenta pentru niciuna dintre proprietatile sale intelectuale in vederea utilizarii sau incorporarii componentelor incluse
n acest kit cu orice componenta care nu este inclusa in acest kit, cu exceptia celor descrise Tn manualul ipsogen RT Kit si in protocoalele
suplimentare disponibile la adresa www.giagen.com.

2. In afard de licentele acordate in mod explicit, QIAGEN nu garanteazé sub nicio form& ca acest kit si/sau utilizarea (utilizérile) acestuia nu
ncalcé drepturile tertilor.

3. Acest kit si componentele sale sunt licentiate pentru o singura utilizare si nu pot fi reutilizate, reconditionate sau revandute.
4. QIAGEN declina in mod specific orice licente, explicite sau implicite, altele decét cele declarate in mod explicit.

5. Cumpéréatorul si utilizatorul kitului acceptd s& nu ia méasuri si s nu permita niciunei persoane sa ia masuri care ar putea conduce la sau facilita
oricare dintre actiunile interzise prezentate mai sus. QIAGEN poate pune in aplicare interdictiile din acest Acord de licenta limitata in orice instanta
si va recupera toate costurile anchetelor si cheltuielile de judecata, inclusiv onorariile avocatilor, Tn orice actiune pentru aplicarea acestui Acord de
licenta limitata sau a oricaruia dintre drepturile sale de proprietate intelectuald legate de kit si/sau componentele acestuia.

Pentru termenii actualizati ai licentei, consultati www.qgiagen.com.

© 2015 QIAGEN, toate drepturile rezervate.
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www.giagen.com

Australia = techservice-au@giagen.com

Austria = techservice-at@qgiagen.com

Belgia = techservice-bnl@giagen.com

Brazilia = suportetecnico.brasil@giagen.com

Canada = techservice-ca@giagen.com

China = techservice-cn@qgiagen.com

Danemarca = techservice-nordic@giagen.com

Finlanda = techservice-nordic@giagen.com

Franta = techservice-fr@giagen.com

Germania = techservice-de@gqiagen.com

Hong Kong = techservice-hk@giagen.com

India = techservice-india@qiagen.com

Irlanda = techservice-uk@giagen.com

Italia = techservice-it@giagen.com

Japonia = techservice-jp@giagen.com

Coreea (de Sud) = techservice-kr@giagen.com

Luxemburg = techservice-bnl@qgiagen.com

Mexic = techservice-mx@giagen.com

Tarile de Jos = techservice-bni@giagen.com

Norvegia = techservice-nordic@giagen.com

Singapore = techservice-sg@giagen.com

Suedia = techservice-nordic@giagen.com

020000
020000

Regatul Unit = techservice-uk@qgiagen.com ‘QIAGEN

SUA = techservice-us@giagen.com

Elvetia = techservice-ch@giagen.com
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