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QIAGEN meginiy ir tyrimy technologijos

QIAGEN yra pirmaujanti novatoriSky méginiy ir tyrimy technologijy, leidzianciy
iSsKkirti ir aptikti bet kokiy biologiniy meginiy turinj, tiekéja. Pazangus, aukstos
kokybés misy produktai ir paslaugos uztikrina s€kme nuo méginio iki rezultato.

QIAGEN nustato standartus Siose srityse:

B DNR, RNR ir baltymy gryninimas

B Nukleino rags¢iy ir baltymy tyrimai

B mikroRNR tyrimai ir RNR interferencija

B Meéginiy ir tyrimy technologijy automatizavimas

Musuy tikslas — leisti jums sékmingai dirbti ir pasiekti laiméjimy. Daugiau
informacijos rasite svetainéje www.giagen.com.
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Numatytoji paskirtis

Naudojant ,ipsogen RT Kit“ galima atlikti bendros RNR atvirkstine transkripcija,
naudojamg molekuliniuose diagnostiniuose testuose.

Pastaba: ,ipsogen RT Kit“ efektyvumo charakteristikos nustatytos tik naudojant
BCR-ABL Mbcr ir ABL transkriptus. Naudojant kitus objekto transkriptus, uz
tinkamo efektyvumo charakteristiky uztikrinimg atsako naudotojas.

Suvestiné ir paaiskinimas

Atvirkstiné RNR transkripcija batina atliekant kiekybine RNR analize (pvz.,
naudojant RT-PGR arba realiojo laiko RT-PGR) arba klonuojant RNR sekas.
Atvirkstinés transkriptazés naudojamos ,in vitro® atliekant pirmos grandies
cDNR sinteze naudojant RNR kaip pradine matricg. Reakcijos efektyvumas
labai priklauso nuo pradinés RNR matricos kokybeés ir kiekio. Kaip pradine
matricg svarbu turéti nepazeistg RNR. Net uzZterstos ribonukleazés pédsakai
RNR meéginyje gali sukelti RNR skilimg, o dél to sutrumpéti cDNR produktai.
Cheminiai neSvarumai, pvz., baltymai, polianionai (pvz., heparinas), druskos,
EDTA, etanolis, fenolis ir kiti tirpikliai, gali turéti jtakos atvirkStinés
transkriptazeés aktyvumui ir procesyvumui.

Norint uztikrinti atkuriamg ir efektyvig atvirkstine transkripcijg, svarbu nustatyti
pradinés RNR kokybe ir kiekj. Norint gauti geriausig rezultatg, rekomenduojame
pradéti naudojant RNR, iSgrynintg taikant silikagelio membranos technologija.
Pvz., norint izoliuoti RNR nuo jvairiy pradiniy medZziagy ir pateikti aukstos
kokybés RNR, labai tinkamg naudoti atliekant atvirkStine transkripcijg ir RT-
PGR, galima naudoti ,QIAGEN® RNeasy® Mini Kit* (kat. Nr. 74104) arba
,RNeasy Midi Kit* (kat. Nr. 75144).

Proceduros principas

Atvirkstiné transkriptazé — tai daugiafunkcis fermentas su 3 ryskiais
fermentiniais pozymiais: nuo RNR priklausoma DNR polimeraze, nuo hibrido
priklausoma eksoribonukleaze (ribonukleazé H) ir nuo DNR priklausoma DNR
polimeraze. ,In vivo® Siy 3 pozymiy derinys leidzia atlikti vienos gijos RNR
genomo transkripcijg j retrovirusinés infekcijos dviejy gijy DNR. Nuo RNR
priklausomos DNR polimerazés veikla (atvirkstiné transkripcija) transkribuoja
cDNR i§ RNR matricos. Si veikla leidzia susintetinti klonavimui skirtg cDNR,
atlikti PGR ir RNR sekvenavima.
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Pateikiamos medziagos

Rinkinio turinys

ipsogen RT Kit (33)
Katalogo Nr. 679923
Reakcijy skaicius 33
Rev.er§e. T.ranscrip.tase _ 36yl
(atvirkstine transkriptaze)

5x RT Buffer for reverse transcription

(5x RT buferinis tirpalas, skirtas 180 pl
atvirkstinei transkripcijai)

dNTP Mix (ANTP miSinys)* 72 ul
Random Primer (atsitiktinis pradmuo)’ 190 pl
RNase Inhibitor (ribonukleazés inhibitorius) 18 ul
DTT* 45 pl
ipsogen RT Kit Handbook 1

(,ipsogen RT Kit vadovas®) (angly k.)

* Deoksinukleotidai, kiekvienas po 10 mM.
T Atsitiktinis nonamerinis oligonukleotidas.
* Ditiotreitolis.
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Butinos, bet nepateikiamos priemonés

Dirbdami su chemikalais, visada dévekite tinkamg laboratorinj chalata,
mavékite vienkartines pirstines ir naudokite apsauginius akinius. Daugiau
informacijos yra atitinkamuose saugos duomeny lapuose (SDS), kuriuos gali
pateikti produkto tiekéjas.

Reikmenys

B Aerozoliui atsparis sterilis PGR pipeciy antgaliai be nukleazés su
hidrofobiniais filtrais

B 0,5 mlarba 0,2 ml PGR mégintuvéliai be ribonukleazeés ir ribonukleazés
M Ledas

Reagentai
B PGR klasés vanduo be nukleazeés
B 1,2 % formaldehido agarozeés gelio elektroforezei skirti reagentai

Jranga
B Mikrolitrinés pipetés®, skirtos PGR (1-10 pl; 20-100 pl; 200-1000 pl)

M Staliné centrifuga® su rotoriumi, skirta 0,2 ml arba 0,5 ml reakcijy
meégintuveliams (galinti pasiekti 10 000 aps./min.)

B Spektrofotometras* arba ,Agilent® BioAnalyzer®*, skirtas RNR kiekybiniam
jvertinimui
B Jranga®, skirta impulsinei lauko gelio elektroforezei

B Siluminio ciklo prietaisas* arba vandens vonelé* (atvirkstinés transkripcijos
etapas)

* |sitikinkite, kad visi instrumentai patikrinti ir sukalibruoti pagal gamintojo rekomendacijas.
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Perspéjimai ir atsargumo priemoneés
Skirtas ,in vitro“ diagnostikai

Dirbdami su chemikalais, visada dévékite tinkamg laboratorinj chalatg, mavékite
vienkartines pirstines ir naudokite apsauginius akinius. Daugiau informacijos
rasite atitinkamuose saugos duomeny lapuose (SDS). Jie pateikiami patogiu ir
kompaktiSku PDF formatu internete www.giagen.com/safety — Cia galite rasti,
perzitréti ir iSspausdinti kiekvieno QIAGEN rinkinio ir jy komponenty SDS.

Méginiy ir tyrimy atliekas iSmeskite laikydamiesi vietiniy saugos reikalavimy.

Bendrosios atsargumo priemonés

Atliekant qPGR tyrimus reikia gerai iSmanyti darbg laboratorijoje (jskaitant
jrangos prieziarg) molekulinés biologijos srityje ir laikytis taikomy taisykliy ir
susijusiy standarty reikalavimy.

Sis rinkinys skirtas naudoti ,in vitro“ diagnostikai. Siame rinkinyje pateikti
reagentai ir instrukcijos yra patvirtinti, kad uztikrinty optimaly veikimg. Daugiau
praskiedus reagentus ar pakeitus inkubacijos laikg ir temperatirg gali bati
gauti klaidingi arba priestaringi duomenys. Visi reagentai paruosti naudoti
konkreciai su Siuo rinkiniu. Kad baty uztikrintas optimalus procedtros
efektyvumas, negalima naudoti jokiy pakaitaly.

Nustatant transkripcijos lygius naudojant gPGR, reikalinga tiek atvirkstiné
MRNR transkripcija, tiek PGR sugeneruotos cDNR amplifikacija. Todél visg
tyrimo procedura reikia atlikti esant sglygoms, kai néra ribonukleazés /
deoksiribonukleazés.

Blkite ypac€ atsargus, kad iSvengtuméte:

B Ribonukleazés / deoksiribonukleazés uzterSimo, nes gali degraduoti mMRNR
matrica ir sugeneruota cDNR.

B mRNR arba PCR pernesimo uzter§imo, dél ko gali bati gautas klaidingai
teigiamas signalas.

Todél toliau pateikiame rekomendacijas.

M Atlikdami tyrimg naudokite laboratorijos jrangg be nukleazés (pvz., pipetes,
pipeciy antgalius, reakcijy buteliukus) ir maveékite pirstines.

B Atlikdami kiekvieng lasinimo veiksmg naudokite naujus aerozoliui atsparius
pipeciy antgalius, kad iSvengtumeéte kryzminio meginiy ir reagenty
uztersimo.

B Paruos$kite i$ anksto paruoSiamg PGR pagrindinj misinj naudodami
specialias medziagas (pipetes, antgalius ir kt.) specialioje srityje, kurioje
néra DNR matricy (cDNR, DNR, plazmidziy). Naudodami specialias
medziagas (pipetes, antgalius ir kt.) atskiroje zonoje (pageidautina
atskiroje patalpoje) jlainkite matrica.
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Reagenty laikymas ir naudojimas

Rinkinys pateikiamas ant sauso ledo ir gautas turi bati laikomas nuo —30 iki
—15 °C temperaturoje.

B Pries atidarydami mégintuvélius atsargiai juos sumaisykite ir centrifuguokite.
B Visus rinkinio komponentus laikykite originaliuose konteineriuose.

Sios laikymo sglygos taikomos tiek atidarytiems, tiek uzdarytiems kompo-
nentams. Jei komponentai bus laikomi kitokiomis, nei ant etike€iy nurodytomis
salygomis, jie gali veikti netinkamai ir neigiamai paveikti tyrimo rezultatus.

Kiekvieno reagento galiojimo datos nurodytos atskiro komponento etiketése.
Laikant tinkamai produktas iSliks efektyvus, kol baigsis etiketéje iSspausdintas
galiojimo laikas.

Meéginiy naudojimas ir laikymas

Visi kraujo meginiai turi bati antikoaguliuoti naudojant kalio EDTA ir laikomi
2-8 °C temperatiroje ne ilgiau kaip 5 dienas iki RNR iSgavimo.
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Procediira

RNR méginio paruosimas
RNR turi bati iSgaunama atliekant patvirtintg procedirg (QIAGEN ,RNeasy

Mini Kit“, kat. Nr. 74104, ,RNeasy Midi Kit“, kat. Nr. 75144 arba ,Life
Technologies TRIzol®, kat. Nr. 15596-026 ir 15596-018).

Tyrimo efektyvumas priklauso nuo jvesties RNR koncentracijos ir kokybés.
Todél pries atliekant analize rekomenduojame patikrinti iSgrynintos RNR
tinkamuma naudojant agarozés* gelio elektroforeze, ,,Agilent BioAnalyzer®
arba spektrofotometrijg."

Protokolas: atvirkstiné transkripcija

Pries pradedant atliekami veiksmai
M |8tirpdykite visus batinus komponentus ir padékite ant ledo.

B Gerai sumaiSykite meégintuvéliy turinj (nevartykite) ir trumpai pasukite
(10 sekundziy 10 000 aps./min. grei€iu), kad surinktuméte megintuvélio
dugne esantj skystj.

M LaSindami vandenj be nukleazés pakoreguokite RNR méginius, kad baty
0,1 pg/pl.

Pastaba: norint patikrinti atvirkstinés transkripcijos kokybe, galima rinktis

kontrole be matricos (NTC), sugeneruotg atliekant atvirkstine transkripcija,
kaip matricg naudojant vandenj be nukleazés.

Procedura

1. Inkubuokite 1 pug kiekvieno RNR meéginio, kuris bus tiriamas (10 pl)
5 minutes 65 °C temperaturoje.

2. ISkart vésinkite ant ledo 5 minutes.
3. Trumpai centrifuguokite (10 sekundziy 10 000 aps./min. greiciu), kad
surinktuméte meégintuvélio dugne esantj skystj. Laikykite ant ledo.

4. Ant ledo paruoskite atvirkstinés transkripcijos iS anksto paruosta
misinj ir laikykite ant ledo (zr. 1 lentele).

* Dirbdami su chemikalais, visada dévékite tinkama laboratorinj chalatg, mavékite vien-
kartines pirstines ir naudokite apsauginius akinius.

T Optinis tankis matuojamas esant 260 ir 280 nm: 1,0 OD esant 260 nm yra lygus mazdaug
40 pg/ml vienos gijos RNR. Azso/Azgo santykis nuo 1,8 iki 2,1 nurodo, kad RNR yra labai
iSgryninta.

|
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1 lentelé. Atvirkstinés transkripcijos iS anksto paruoSiamo misinio

paruosSimas
IS anksto paruosto misinio Taris vienam  Galutiné
komponentas meéginiui (ul) koncentracija
5x at\_/lr_kst_lnés transkripcijos 5.0 1x
buferinis tirpalas
dNTP (kiekvienas po 10 mM) 2,0 0,8 mM
Atsitiktinis nonameras (100 pM) 5,25 21 uM
Ribonukleazés inhibitorius
(40 U/l 0,5 0,8 u/ul
Atvirkstiné transkriptaze
(200 U/l) 1,0 8 U/ul
DTT 1,25 -
RT iS anksto paruosto misinio 15
taris vienam meéginiui

* Paruo$kite n + 1, kur n yra RNR méginiy kiekis

5. Atsargiai sumaisykite (nevartykite), trumpai centrifuguokite ir j
kiekvieng RNR méginj (40 ng/pl) ir vandens kontrole (NTC) jlasinkite
15 pl is anksto paruosto misinio.

6. Atsargiai sumaisSykite mégintuvélio turinj (nevartykite) ir trumpai
centrifuguokite.

7. Siluminio ciklo prietaisu vykdykite atvirkstinés transkripcijos
programa (zr. 2 lentele).

2 lentelé. Atvirkstinés transkripcijos Siluminio ciklo parametrai

1 atvirkstiné transkripcija 25 laipsn. 10 min.
2 atvirkstiné transkripcija 50 laipsn. 60 min.
Inaktyvinimas 85 laipsn. 5 min.
Vésinimas 4 laipsn. 5 min.

8. Trumpai centrifuguokite (10 sekundziy 10 000 aps./min. greiéiu), kad
surinktuméte mégintuvélio dugne esancig cDNR.

9. Kol atliekama qPGR, laikykite ant ledo arba —20 °C temperatiroje.
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Trik€iy Salinimas

Informacijos apie Sio rinkinio trikCiy Salinimg ieSkokite techninés pagalbos
centro svetainés puslapyje ,Frequently Asked Questions® (dazniausiai uz-
duodami klausimai) www.giagen.com/FAQ/FAQL.ist.aspx. QIAGEN techniniy
tarnyby mokslo darbuotojai visada mielai atsako j klausimus apie Siame vadove
pateiktg informacijg ir protokolg arba apie méginiy ir tyrimy technologijas
(kontaktiné informacija pateikta skyriuje ,Kontaktiné informacija“, 12 psl.).

Kokybés kontrolé

Sis rinkinys pagamintas laikantis 1SO 13485 standarto reikalavimy. Svetainéje
www.giagen.com/support/ uzsakius galima gauti analizés sertifikatg.

Apribojimai

Kad galéty naudoti §j prietaisa, naudotojas turi buti iSmokytas ir iSmanyti Sig
technologijg. Sj rinkinj batina naudoti vadovaujantis Siame vadove pateiktais
nurodymais ir su patvirtintais instrumentais, nurodytais skyriuje ,Buatinos, bet
nepateikiamos priemonés®, 6 psl.

Visi sugeneruoti diagnostikos rezultatai turi bati aiSkinami kartu su kitais
klinikiniais ar laboratoriniais rezultatais. Naudotojas atsako uz sistemos
efektyvumo tikrinimag, jei laboratorijoje atliekamos procedaros, kuriy neapima
QIAGEN efektyvumo tyrimai.

Reikia atkreipti démesj ] tinkamumo datas, iSspausdintas ant dézutés ir visy
komponenty etike€iy. Nenaudokite komponenty, kuriy galiojimo laikas baigési.

Efektyvumo charakteristikos

Jpsogen RT Kit* efektyvumo charakteristikos nustatytos tik naudojant BCR-
ABL Mbcr ir ABL transkriptus. Naudojant kitus objekto transkriptus, uz tinkamo
efektyvumo charakteristiky uztikrinimg atsako naudotojas.

Daugiau informacijos apie ,ipsogen RT Kit" veikimo charakteristikas rasite
.ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX Kit" vadove, pateiktame svetainéje
www.giagen.com.

Literatura

QIAGEN palaiko didele atnaujinamg internetine moksliniy publikacijy apie
QIAGEN produkty utilizavimg duomeny baze. Naudojant iSsamios paieSkos
parinktis galima rasti reikiamus straipsnius, ieSkant tiesiog pagal raktinj Zod]
arba nurodant pritaikymo sritj, moksliniy tyrimy sritj, pavadinimg ir kt.

Norédami pamatyti visg literatliros sgrasg, apsilankykite internetinéje QIAGEN
literatiros duomeny bazéje adresu www.qgiagen.com/RefDB/search.asp arba
kreipkités j QIAGEN technines tarnybas ar vietinj platintoja.
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Simboliai
Ant pakuotes ir etikeCiy gali bati pateikti Sie simboliai:

Sudétyje yra pakankamas reagenty kiekis

; <N> <N> reakcijoms atlikti
g Tinka iki
IVD ,In vitro® diagnostikos medicinos prietaisas

Katalogo numeris

Serijos numeris

MAT Medziagos numeris

Visuotinis prekinio vieneto numeris

Temperatlros apribojimai

Gamintojas

=) X

Skaitykite naudojimo instrukcijas

Kontaktiné informacija

Prireikus techninés pagalbos ar papildomos informacijos, apsilankykite masy
techninés pagalbos centre adresu www.giagen.com/Support, skambinkite
tel. 00800-22-44-6000 arba kreipkités j vieng iS musy QIAGEN techninio
aptarnavimo skyriy ar vietiniy pardavéjy (zr. galinj virSelj arba apsilankykite
www.giagen.com).
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Uzsakymo informacija

Produktas Turinys Kat. Nr.

ipsogen RT Kit (33) 33 reakcijoms: atvirkstiné transkriptaze, 679923
5x RT buferinis tirpalas, dNTP miSinys,
atsitiktinis pradmuo, ribonukleazés
inhibitorius, DTT.

,Rotor-Gene Q®“ MDx - skirta IVD patvirtintai realiojo laiko
PGR analizei atliekant klinikinius tyrimus

Rotor-Gene Q MDx Realiojo laiko PGR cikly valdiklis ir 9002032
5plex HRM Platform didelés skiriamosios gebos lydumo

analizatorius su 5 kanalais (zaliu,

geltonu, oranZiniu, raudonu, tamsiai

raudonu), taip pat HRM kanalas,

nesiojamasis kompiuteris, programiné

jranga, priedai, 1 mety garantija dalims

ir darbui. Diegimas ir mokymas

nejtrauktas.

Rotor-Gene Q MDx Realiojo laiko PGR cikly valdiklis ir 9002033
5plex HRM System didelés skiriamosios gebos lydumo

analizatorius su 5 kanalais (zaliu,

geltonu, oranZiniu, raudonu, tamsiai

raudonu), taip pat HRM kanalas,

nesiojamasis kompiuteris, programiné

jranga, priedai, 1 mety garantija dalims

ir darbui, diegimas ir mokymas.

Naujausia informacija apie licencijavimg ir tam tikry produkty garantiniy
jsipareigojimy atsisakymai pateikti atitinkamame QIAGEN rinkinio vadove arba
naudotojo vadove. QIAGEN rinkinio vadovai arba naudotojo vadovai pateikti
adresu www.giagen.com arba galite jy paprasyti QIAGEN techniniy tarnyby ar
vietinio platintojo.
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Sis puslapis specialiai paliktas tus&ias
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Sis produktas skirtas naudoti ,in vitro* diagnostikai. ipsogen produkty negalima perparduoti, modifikuoti norint perparduoti ar naudoti gaminant
komercinius produktus be rastiSko QIAGEN sutikimo.

Sio dokumento informacija gali bati kei¢iama be perspéjimo. QIAGEN neatsako uz jokias klaidas, kuriy gali biti $iame dokumente. I$leidimo metu
Sis dokumentas laikomas iSsamiu ir tiksliu. Jokiomis aplinkybémis QIAGEN neprisiima jokios atsakomybés uz atsitiktine, specialig, pasikartojancig
ar Salutine Zala, kuri gali bati susijusi su Sio dokumento naudojimu.

Garantuojama, kad ipsogen produktai atitinka nustatytas specifikacijas. QIAGEN vienintelis jsipareigojimas ir vienintelis kliento reikalavimy
patenkinimo budas yra nemokamas produkty pakeitimas, jei produktas neveikia taip, kaip buvo garantuota.

Siame produkte yra ,SuperScript® IlI* atvirkstings transkriptazés, kuri patentuota pagal vieng ar kelis JAV i$leistus patentus (arba laukia patento
pritaikymo) ir atitinkamus ne JAV atitikmenis, kurie priklauso ,Life Technologies Corporation®, ir parduodama pagal sutartj tarp ,Life Technologies
Corporation® ir ,Ipsogen*“. Sio produkto jsigijimo kaina apima ribotas, neperduodamas teises pagal anksé&iau minétus patentus naudoti §j produkto
kiekj, norint pritaikyti minéty patenty reikalavimus i$skirtinei pirkéjo veiklai, matuojant BCR-ABL p210 transkriptais. Nesuteikiamos jokios kitos
teisés, jskaitant teisg naudoti §j produktg atliekant teismo ekspertizg. Daugiau informacijos apie teisiy jsigijimag pagal patentus, kurie priklauso
,Life Technologies Corporation“ galima gauti kreipiantis j Licensing Department, ,Life Technologies Corporation“, 5791 Van Allen Way, Carlsbad,
CA 92008. (760) 603-7200. El. pastas Outlicensing@lifetech.com.

Prekiy Zenklai: QIAGEN®, ,ipsogen®, ,RNeasy®™, ,Rotor-Gene®™ (,QIAGEN Group*); ,SuperScript™ (,Life Technologies Corporation®); ,Agilent™,
,Bioanalyzer™ (,Agilent Technologies, Inc.“); , TRIzol® (,Molecular Research Center, Inc.”).

Ribotoji licenciné sutartis

Sio produkto naudojimas reigkia ,ipsogen RT Kit* pirkéjo ar naudotojo sutikimg su iomis sglygomis:

1. ,ipsogen RT-Dx Kit* galima naudoti tik vadovaujantis ,ipsogen RT Kit“ vadovu ir tik su rinkinyje esan¢iais komponentais. QIAGEN nesuteikia
jokios intelektinés nuosavybés licencijos naudoti ar jtraukti pridéty Sio rinkinio komponenty su j §j rinkinj nejeinanciais komponentais, iSskyrus
aprasytus ,ipsogen RT Kit" vadove ir papildomuose protokoluose, pateiktuose www.giagen.com.

I18skyrus licencijose nurodytus atvejus, QIAGEN nesuteikia garantijos, kad $is rinkinys ir (arba) jo naudojimas nepazeis treciujy Saliy teisiy.
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