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Technologie QIAGEN pro zpracovani a analyzu
vzorku

Spole¢nost QIAGEN je pfednim dodavatelem inovativnich technologii
pro zpracovani a analyzu vzorkU, které umoznuiji izolaci a detekci slozek
libovolného biologického vzorku. Nase vyspélé, vysoce kvalitni produkty
a sluzby vam zaijisti uspé&sny prabéh od odbéru vzorku az po vysledek.

QIAGEN urcuje standardy pro:

M purifikaci DNA, RNA a proteinu;

B rozbory nukleovych kyselin a proteinu;

B vyzkum microRNA a RNA:;;

B automatizaci technologii pro pfipravu vzorku a jejich rozbory.

Nasim cilem je poskytovat co nejnovéjSi technologie, které vam zaruci
spolehlivé vysledky a dosazeni vyznamného pokroku. Vice informaci
naleznete na strankach www.giagen.com.
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Ucel pouziti
Souprava ipsogen RT Kit umoznuje reverzni transkripci celkové RNA k pouZiti
pfi molekularnim diagnostickém testovani.

Poznamka: Funkéni parametry soupravy ipsogen RT Kit byly stanoveny pouze
pomoci transkriptd BCR-ABL Mbcr a ABL. UZivatel je odpovédny za stanoveni
prislusnych funkénich parametrt pro jiné cilové transkripty.

Shrnuti a vysvétleni

Reverzni transkripce RNA je nutna v pfipadé kvantifikace RNA (napf. pomoci
RT-PCR nebo RT-PCR v realném Case) nebo klonovani sekvence RNA.
Reverzni transkriptazy jsou pouzity in vitro pro syntézu prvniho vidkna cDNA
s RNA jako vychozi templat. Uginnost reakce je vysoce zavisla na kvalité a
kvantité pocateéniho templatu RNA. Je dulezité mit jako poCatecni templat
intaktni RNA. Dokonce i stopova mnozstvi kontaminujicich RNaz ve vzorku
RNA muze zpusobit rozS§tépeni RNA a v dusledku toho nedostatek produkt(
cDNA. Chemické nedistoty, napfiklad protein, polyaniony (napf. heparin), soli,
EDTA, etanol, fenol a dalSi rozpoustédla, mohou mit vliv na aktivitu a
zpracovatelnost reverzni transkriptazy.

Aby se zajistila reprodukovatelna a uc€inna reverzni transkripce, je dulezité
stanovit kvalitu a kvantitu poCate¢ni RNA. Pro ziskani nejlepSich vysledku
doporucujeme zahajit praci pomoci RNA purifikované pomoci technologie
gelové silikatové membrany. Pro izolaci RNA z riznych pocatecnich materiall
a poskytnuti RNA vysoké kvality velmi vhodné k reverzni transkripci a RT-PCR
je mozné pouzit napfiklad QIAGEN® RNeasy® Mini Kit (kat. &. 74104), nebo
RNeasy Midi Kit (kat. €. 75144).

Princip postupu

Reverzni transkriptaza je multifunkéni enzym se 3 rliznymi enzymatickymi
aktivitami: RNA dependentni DNA polymeraza, hybrid dependentni exoribo-
nukledza (RNase H) a DNA dependentni DNA polymeraza. In vivo kombinace
téchto 3 aktivit umoznuje transkripci genomu jednovlaknové RNA do
dvouvlaknové DNA pro retrovirovou infekci. Aktivita RNA dependentni DNA
polymerazy (reverzni transkripce) transkribuje cDNA z templatu RNA. Tato
aktivita umoznuje syntézu cDNA pro klonovani, PCR a sekvenaci RNA.
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Dodavané materialy

Obsah soupravy

ipsogen RT Kit (33)
Katalogové €. 679923
Pocet reakci 33
Reverse Transcriptase (Reverzni transkriptaza) 36 ul

5x RT Buffer for reverse transcription

(5x RT pufr pro reverzni transkripci) 180
dNTP Mix* 72 ul
Random Primer" (N&ahodny primer) 190 pl
RNase Inhibitor (Inhibitor RNazy) 18 ul
DTT? 45 pl
ipsogen RT Kit Handbook (anglicky) 1

* Deoxynukleotidy, kazdy 10 mM.
T Nahodny nonamer oligonukleotid.
* Dithiotreitol.
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DalSi potfebné materialy, které nejsou soucasti
soupravy

Pfi praci s chemikaliemi vzdy pouZivejte vhodny laboratorni pracovni odév,
jednorazové pouzitelné rukavice a ochranné bryle. DalSi informace si
vyhledejte v pfislusnych bezpecnostnich listech (SDS), které obdrzite od
dodavatele vyrobku.

Spotiebni material

B Sterilni PCR pipetovaci $pic¢ky bez nukleazy s aerosolovou bariérou
s hydrofobnimi filtry

M Zkumavky PCR 0,5 ml nebo 0,2 ml bez RNazy a DNazy
M Led

Cinidla
B Voda pro PCR bez nukleazy
® Cinidla pro 1,2% formaldehydovou elektroforézu na agarézovém gelu

Vybaveni
M Mikrolitrové pipety* ur€ené pro PCR (1-10 pl; 20-100 pl; 200-1 000 pl)

B Stolni centrifuga* s rotorem pro reakéni zkumavky 0,2 ml/0,5 ml (schopna
dosahovat 10 000 otacek za minutu)

B Spektrofotometr,* nebo Agilent® BioAnalyzer®,* pro kvantifikaci RNA
M Zafizeni* pro pulzni gelovou elektroforézu

B Termomixer, vyhfivany orbitalni inkubator, topny blok nebo vodni lazer*
(krok reverzni transkripce)

* Zajistéte, aby byly pfistroje zkontrolovany a zkalibrovany podle doporuceni vyrobce.
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Upozornéni a bezpecénostni opatreni
Pro diagnostiku in vitro
Pfi praci s chemikaliemi vzdy pouZivejte vhodny laboratorni pracovni odév,

uvedeny v pfislusnych bezpeénostnich listech (SDS). Bezpeé&nosti listy jsou
k dispozici také online v PDF formatu na strankach www.giagen.com/safety,
kde mUzete najit, precist a vytisknout bezpec€nosti listy vSech souprav a
soucasti souprav QIAGEN®.

Vzorky a odpad z analyzy zlikvidujte v souladu s mistnimi bezpe&nostnimi
predpisy.

Obecna ustanoveni

Testy qPCR vyzaduji dobrou laboratorni praxi, v€etné udrzby vybaveni, které
je urCeno pro molekularni biologii a spliuje pfislusné predpisy a normy.

Tato souprava je uréena pro diagnostiku in vitro. Cinidla a pokyny dodané
s touto soupravou byly validovany pro zajisténi optimalniho vykonu. DalSi
fedéni Cinidel nebo zména inkubacnich dob a teplot mize mit za nasledek
chybné nebo nesouhlasné udaje. SloZeni vSech Cinidel je specifické pro
pouziti s touto soupravou. Pro dosazeni optimalniho vykonu postupu nesmi
byt provedeny Zadné zamény soucasti.

Stanoveni hladin transkriptl pomoci qPCR vyZaduje reverzni transkripci

MRNA i amplifikaci vytvofené cDNA pomoci PCR. Proto musi byt cely postup
testu proveden za podminek bez RNazy/DNazy.

Dbejte maximalni opatrnosti, abyste zabranili:

B Kontaminaci RNazou/DNazou, ktera mize zpulsobit zniCeni templatu
MRNA a vytvorené cDNA.

M Kontaminaci mMRNA nebo PCR pfenosem, coz by mélo za nasledek
faleSné pozitivni signal.

Proto doporu€ujeme nasledujici.

M Pri provadéni testu pouzivejte laboratorni vybaveni bez nukleazy
(napf. pipety, pipetovaci Spi¢ky, reakéni zkumavky) a pouzivejte rukavice.

B Pouzivejte nové pipetovaci Spi¢ky s aerosolovou bariérou pro v§echny
pipetovaci kroky, aby nedoslo ke kfizové kontaminaci vzorku a €inidel.

M Pripravte Cinidlo master mix pfed PCR pomoci uréenych materialt (pipet,
Spicek, atd.) ve vyhrazeném prostoru, kde nebudou zaneseny zadné
matrice DNA (cDNA, DNA, plazmid). Pfidejte templat v oddélené zoné
(nejlépe v samostatné mistnosti) pomoci vyhrazeného materialu (pipety,
Spicky, atd.).
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Skladovani €inidel a manipulace s nimi

Souprava je dodavana na suchém ledu a po pfevzeti musi byt skladovana pfi
teploté —30 °C az —-15 °C.

B Zkumavky pred otevienim lehce promichejte a odstredte.
B VS8echny soucasti soupravy uchovavejte v pavodnich obalech.

Tyto podminky skladovani plati pro oteviené i neoteviené soucasti. Soucasti
skladované za jinych podminek nez jaké jsou uvedeny na Stitcich nemusi mit
spravnou funkci a mohou nepfiznivé ovlivnit vysledky testu.

Datum expirace pro kazdé cCinidlo je uvedeno na jednotlivém Stitku dané
soucasti. Pfi dodrzeni podminek skladovani zistanou zachovany vlastnosti
vyrobku do data expirace vytiSténého na stitku.

Manipulace se vzorkem a jeho skladovani

Vzorky pIné krve musi byt antikoagulovany pomoci draselné (K) EDTA a
uchovany pfi teploté 2—8 °C po dobu maximalné 5 dni pfed extrakci RNA.
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Postup

Priprava vzorku RNA

Extrakce RNA musi byt provedena pomoci validovaného postupu (QIAGEN
RNeasy Mini Kit, kat. €. 74104 nebo RNeasy Midi Kit, kat. €. 75144, nebo Life
Technologies TRIzol®, kat. &. 15596-026 a 15596-018).

Uginnost testu zavisi na koncentraci a kvalité vstupni RNA. Proto doporugujeme
stanoveni kvality purifikované RNA pfed downstream analyzou, a to pomoci
elektroforézy agar6zového* gelu, Agilent BioAnalyzer, nebo spektrofotometrie.t

Protokol: Reverzni transkripce

Ukony pred zahajenim
B Rozmrazte vSechny nezbytné soucasti a umistéte je na led.

B Obsah zkumavek dobfe promichejte (nepouzivejte tfepacku) a kratce
odstfedte (10 sekund pfi 10 000 ot/min), aby se tekutina shromazdila na
dné zkumavky.

B Naredte vzorky RNA na 0,1 pg/pl vodou bez nukleazy.

Poznamka: Kontrola bez templatu (NTC) vytvofena bé&éhem reverzni transkripce
pomoci vody bez nukleazy jako templat muze byt pouzita ke kontrole kvality
reverzni transkripce.

Postup

1. Inkubujte 1 pug z kazdého vzorku RNA, ktery ma byt testovan, (10 pl)
po dobu 5 minut pfi teploté 65 °C.

2. lhned ochlad’te na ledu po dobu 5 minut.
3. Kratce odstredte (10 sekund pfi 10 000 ot/min), aby se tekutina
shromazdila ve spodni €asti zkumavky. Ponechte na ledu.

4. Pripravte premix reverzni transkripce na ledu a uchovejte jej na ledu
(viz tabulka 1).

* PFi praci s chemikaliemi vzdy pouZzivejte vhodny laboratorni pracovni odév, jednorazové
pouZitelné rukavice a ochranné bryle.

T Opticka hustota méfena pFi 260 a 280 nm: Optick& hustota (OD) 1,0 pfi 260 nm odpovida
pfiblizné 40 pg/ml jednoviaknové RNA. Pomér Ayeo/Azgo mezi 1,8 a 2,1 ukazuje na vysoce
purifikovanou RNA.
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Tabulka 1. Priprava premixu reverzni transkripce

Objem na Koneéna
Slozka premixu vzorek (u)*  koncentrace
5x pufr reverzni transkriptazy 5,0 1x
dNTP (kazdy 10 mM) 2,0 0,8 mM
Nahodny nonamer (100 pM) 5,25 21 uM
Inhibitor RNézy (40 U/ul) 0,5 0,8 U/ul
Reverzni transkriptaza (200 U/pul) 1,0 8 u/ul
DTT 1,25 -
Objem premixu RT na vzorek 15

* Pfipravte n + 1, kde n je pocet vzork(l RNA

5. Opatrné promichejte (neprotrepavejte), kratce odstred'te a pridejte
15 pl premixu ke kazdému vzorku RNA (pro 40 ng/ul) a k vodni
kontrole (NTC).

6. Opatrné kazdou zkumavku promichejte (nepouzivejte trepacku) a
kratce odstred'te.

7. Spust'te program reverzni transkripce (viz tabulka 2) na Termomixer,
vyhfivany orbitalni inkubator, topny blok nebo vodni lazen.

Tabulka 2. Nastaveni pro reverzni transkripci

Reverzni transkripce 1 25°C po dobu 10 minut
Reverzni transkripce 2 50°C po dobu 60 minut
Inaktivace 85°C po dobu 5 minut
Chlazeni 4°C po dobu 5 minut

8. Kratce odstred'te (10 sekund pfi 10 000 ot/min), aby se cDNA
shromazdila ve spodni €asti zkumavky.

9. Uchovejte na ledu nebo uskladnéte pfri teploté —20 °C do doby
provedeni qPCR.
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Reseni potizi

Informace o fedeni potizi pro tuto soupravu naleznete na strance Casto
kladené otadzky v naSem centru technické podpory:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Védedti pracovnici, ktefi pracu;ji
v technickych sluzbach spole¢nosti QIAGEN, vam vzdy ochotné odpovi
na jakékoli dotazy tykajici se informaci €i protokolu v této pfirucce nebo
technologii pfipravy vzorkua &i zpracovani analyz (kontaktni informace
viz ,Kontaktni Udaje“, na strané 12).

Kontrola kvality

Tato souprava je vyrabéna v souladu s normou ISO 13485. Certifikaty analyzy
jsou k dispozici na pozadani na strankach www.giagen.com/support/.

Omezeni

UZivatelé musi byt pfed zahajenim prace s timto pfistrojem proskoleni a dobfe
obeznameni s touto technologii. Tato souprava musi byt pouzita dle pokynu
uvedenych v této pfiru¢ce v kombinaci s validovanym pfistrojem uvedenym
v Casti ,DalSi potfebné materialy, které nejsou soucasti soupravy“ na strané 6.

VSechny ziskané diagnostické vysledky je nutno interpretovat spolec¢né

s dalSimi klinickymi nebo laboratornimi nalezy. Kazdy uzivatel je zodpovédny
za platnost funk&nosti systému u v8ech postupu pouzivanych v dané
laboratofi, které nejsou zahrnuty ve studiich funk&nosti vyrobkd QIAGEN.

Je tfeba vénovat odpovidajici pozornost datiim expirace vytisténym na obalu
a Stitcich vSech soucasti. Nepouzivejte soucasti po datu expirace.

Charakteristiky funkénich vlastnosti analyz

Funk&ni parametry soupravy ipsogen RT Kit byly stanoveny pouze pomoci
transkriptd BCR-ABL Mbcr a ABL. Uzivatel je odpovédny za stanoveni
pfislusnych funkénich parametrl pro jiné cilové transkripty.

Dalsi informace tykajici se funkénich parametrt soupravy ipsogen RT Kit
naleznete v pfiru¢ce ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX Kit Handbook,
ktera je k dispozici na strankach www.giagen.com.

Odkazy

Spole¢nost QIAGEN udrzuje velkou aktualni online databazi védeckych
publikaci vyuZzivajicich produkty QIAGEN. Pfehledné mozZnosti vyhledavani
umozAuji najit poZzadované clanky jednoduchym hledanim podle kliCovych
slov nebo uréenim aplikace, oblasti vyzkumu, nazvu atd.
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Kompletni seznam odkazU na literaturu najdete v online referenéni databazi
QIAGEN na strankach www.qgiagen.com/RefDB/search.asp nebo se mlzete
obratit na technické sluzby spole€nosti QIAGEN ¢i mistniho dodavatele.

Symboly

Na obalu nebo S&titcich se mohou objevit nasledujici symboly:

N> Obsahuje dostatek €inidel pro <N> reakci.

I

Datum pouzitelnosti

IVD Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro

Katalogové Cislo

Cislo sarze

MA Cislo materialu

Mezinarodni Cislo obchodni polozky GTIN
Teplotni omezeni

Vyrobce

e f [

Viz navod k pouziti

Kontaktni udaje

Technickou pomoc a dalSi informace si vyhledejte v naSem centru technické
podpory na strankach www.giagen.com/Support, nebo se obratte telefonicky
na telefonni €islo 00800-22-44-6000, nebo kontaktujte nékteré z technickych
servisnich oddéleni spolec¢nosti QIAGEN Technical Service Departments
nebo mistniho distributora (viz zadni strana obalky nebo navstivte stranky
WWwWWw.giagen.com).

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Informace pro objednavky

Vyrobek Obsah Kat. €.

ipsogen RT Kit (33) Pro 33 reakci: Reverzni transkriptaza, 679923
5x RT pufr, smés dNTP, nahodny
primer, inhibitor RNazy, DTT

Rotor-Gene® Q MDx — pro IVD-validovanou PCR analyzu
v realném c¢ase v klinickém pouziti

Rotor-Gene Q MDx Cykler pro PCR v realném Case a 9002032
5plex HRM Platform analyzéator Melt s vysokym rozliSenim

s 5 kanaly (zelenym, Zlutym,

oranzovym, ¢ervenym, karminovym)

plus HRM kanalem, pfenosny pocitac,

software, pfislusenstvi, rocni zaruka

na vSechny Casti a provedeni;

instalace a Skoleni nejsou zahrnuty.

Rotor-Gene Q MDx Cykler pro PCR v realném Case a 9002033
5plex HRM System analyzator Melt s vysokym rozliSenim

s 5 kanaly (zelenym, Zlutym,

oranzovym, Cervenym, karminovym)

plus HRM kanalem, pfenosny pocitac,

software, pfislusenstvi, rocni zaruka

na vSechny ¢asti a provedeni;

instalace a Skoleni.

Aktualni licencni informace a pravni dolozky specifické pro produkty viz
prislusna pfirucka soupravy QIAGEN nebo uzivatelska pfirucka. PFirucky
k soupravam QIAGEN a uzivatelské pfiru¢ky jsou k dispozici na strankach
www.giagen.com nebo si je Ize vyzadat od technickych sluzeb spolecCnosti
QIAGEN nebo mistniho distributora.
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Tato stranka je umysiné ponechana prazdna
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Tento vyrobek je uréen pro diagnostiku in vitro. Vyrobky ipsogen nesmi byt dale prodavany, upravovany pro dal$i prodej ani pouzity pro vyrobu
komerénich vyrobku bez pisemného schvaleni spole¢nosti QIAGEN.

Informace v tomto dokumentu se mohou ménit bez predchoziho upozornéni. Spole¢nost QIAGEN nepfebira odpovédnost za jakékoliv chyby,
které se mohou vyskytnout v tomto dokumentu. Tento dokument je povaZovan za Uplny a pfesny v dobé publikace. Spole¢nost QIAGEN nenese
za zadnych okolnosti odpovédnost za nahodné, zvlastni, vicenasobné nebo nasledné Skody v souvislosti nebo vyplyvajici z pouziti tohoto
dokumentu.

Na vyrobky ipsogen se vztahuje zaruka, Ze splfiuji uvadéné specifikace. Vyhradni uvazeni spole¢nosti QIAGEN a nahrada zakaznikovi je
omezeno na bezplatnou vyménu vyrobku v pfipadé, Ze vyrobek nesplni vlastnosti dle zaruky.

Tento vyrobek obsahuje reverzni transkriptazu SuperScript® Ill, ktera je chranéna jednim nebo vice patenty USA nebo probiha jejich schvalovaci
fizeni v USA, a jejich odpovidajicimi ekvivalenty v ostatnich statech, které vlastni spole¢nost Life Technologies Corporation, a je prodavana na
zakladé smlouvy mezi spole¢nostmi Life Technologies Corporation a Ipsogen. Kupni cena tohoto vyrobku zahrnuje omezena nepfenositelna prava
dle predchozich patentl k pouziti tohoto mnozstvi produktu k uplatnéni naroku dle uvedenych patentl pro aktivity kupujiciho pfi méfeni transkriptd
BCR-ABL p210. Zadna dalsi prava nejsou zaruéena, v&etné prava na pouZiti tohoto vyrobku pro forenzni pouZiti. Dal$i informace o ziskani prav
dle patentl viastnénych spoleénosti Life Technologies Corporation mizete ziskat na licenénim oddéleni: Licensing Department, Life Technologies
Corporation, 5791 Van Allen Way, Carlsbad, CA 92008. (760) 603-7200. E-mail: Outlicensing@lifetech.com.

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

Ujednani o omezené licenci
Pouzivanim tohoto produktu vyjadfuje kterykoliv kupujici nebo uzivatel soupravy ipsogen RT Kit svidj souhlas s nasledujicimi podminkami:

1. Soupravu ipsogen RT Kit Ize pouzivat pouze v souladu s pokyny uvedenymi v pFiru¢ce k soupravé ipsogen RT Kit Handbook a pouze se
soucéastmi, které souprava obsahuje. Spole¢nost QIAGEN neposkytuje Zadnou licenci svych duSevnich prav k pouzivani nebo zaclenéni
soucasti, které obsazeny v této souprave, spole¢né s kterymikoliv souc¢astmi, které nejsou v této soupravé obsazeny, s vyjimkou pfipadd
popsanych v pfiru¢ce ipsogen RT Kit Handbook a dal$ich protokolech dostupnych na strankach www.giagen.com.

2. Spole¢nost QIAGEN neposkytuje jiné nez vyslovné uvedené licence a neposkytuje zadné zaruky, Ze dana souprava &i jeji uzivani neporusuje
prava tretich stran.

3. Tato souprava a jeji sou¢asti jsou licencovany jen k jednordzovému pouziti a je zakézano je znovu pouzivat, renovovat nebo znovu prodavat.
4. Spole€nost QIAGEN vyslovné odmitéa jakékoliv jiné licence, vyslovné nebo predpokladané, nez ty, které jsou zde vyslovné uvedeny.

5. Kupujici a uzivatel soupravy se zavazuje, Ze nepodnikne a ani jiné osobé nedovoli podniknout jakékoliv kroky, které by mohly umoznit
kterykoliv ¢in zakazany vySe. Spole¢nost QIAGEN muZe prosazovat zakazy tohoto ujednani o omezené licenci u kteréhokoliv soudu, a bude
vyzadovat kompenzaci za ve$keré naklady vynalozené na vySetfovani a soudni vylohy v€etné poplatkd za pravni zastupce v pfipadé
jakéhokoliv soudniho sporu s cilem prosadit toto ujednani o omezené licenci nebo kteréhokoliv ze svych prav k dusevnimu vlastnictvi
Vv souvislosti se soupravou nebo jejimi soucastmi.
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