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QIAGEN prove- og analyseteknologi

QIAGEN er den ledende leverandgren av innovativ preve- og analyseteknologi
som gjer det mulig & isolere og pdvise innhold i enhver biologisk preve. Vére
avanserte hgykvalitetsprodukter og -tienester sikrer suksess fra prave til resultat.

QIAGEN setter standarden nar det gjelder:

Rensing av DNA, RNA og proteiner
Nukleinsyre- og proteinanalyser

microRNA-forskning og RNAI

Automatisering av preve- og analyseteknologi

Vért mal er & gjere det mulig for deg & oppné enestdende suksess og gjennom-
brudd. Du finner mer informasjon pd www.giagen.com.
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Tiltenkt bruk

ipsogen RT-settet muliggjer revers transkriptase av totalt RNA i molekylaer
diagnostisk testing.

Merk: Yielseskarakteristikker for ipsogen RT-settet er kun blitt etablert med BCR-
ABL Mbcr- og ABL-transkriptaser. Brukeren er ansvarlig for & etablere aktuelle
ytelseskarakteristikker for andre maél-transkriptaser.

Sammendrag og forklaring

Revers transkriptase av RNA er nadvendig ndr RNA skal kvantifiseres (f.eks. med
RT-PCR eller RT-PCR i sanntid), eller en sekvens av RNA skal klones. Revers
transkriptase brukes in vitro til syntese av ferste-trdd cDNA med RNA som
utgangstemplat. Reaksjonens effektivitet er svaert avhengig av kvaliteten og
kvantiteten til RNA-utgangstemplatet. Det er viktig & ha intakt RNA som
utgangstemplat. Selv spormengder av kontaminert RNase i RNA-praven kan
for@rsake RNA-spalting, noe som resulterer i forkortede cDNA-produkter.
Kiemiske urenheter, for eksempel protein, poly-anioner (f.eks. heparin), salter,
EDTA, etanol, fenol og andre lzsemidler, kan pdvirke aktiviteten og prosessivi-
teten til den reverse transkriptasen.

For & sikre reproduserbar og effektiv revers transkriptase er det viktig & bestemme
kvaliteten og kvantiteten til RNA-utgangsmaterialet. For & & best mulig resultat
anbefaler vi & begynne med RNA som er renset ved hjelp av silica-gel-membran-
teknologi. For eksempel kan QIAGEN® RNeasy® Mini-sett (kat. nr. 74104), eller
RNeasy Midi-sett (kat. nr. 75144) brukes til & isolere RNA fra en rekke utgangs-
materialer og gi heykvalitets RNA som er svaert egnet for bruk i revers trans-
kriptase og RT-PCR-applikasjoner.

Prosedyreprinsipp

Revers transkriptase er et multifunksjonelt enzym med 3 distinkte enzymatiske
aktiviteter: en RNA-avhengig DNA-polymerase, en hybridavhengig eksoribo-
nuklease (RNase H) og en DNA-avhengig DNA-polymerase. In vivo vil
kombinasjonen av disse 3 aktivitetene muliggjere transkriptase av enkelttrddet
RNA-genom til dobbelttrédet DNA for retroviral infeksjon. Den RNA-avhengige
DNA-polymeraseaktiviteten (revers transkriptase) transkriberer cDNA fra et
RNA-templat. Denne aktiviteten muliggjer cDNA-syntese for kloning, PCR og
RNA-sekvensering.
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Materialer som medfolger

Settets innhold

ipsogen RT Kit (33)
Katalognr. 679923
Antall reaksjoner 33
Reverse Transcriptase (Revers transkriptase) 36 ul

5x RT Buffer for reverse transcription

(RT-buffer for revers transkriptase) U
dNTP Mix* (dNTP-blanding) 72 ul
Random Primert (vilké&rlig primer) 190 ul
RNase Inhibitor (RNase-hemmer) 18 ul
DTT* 45 ul
ipsogen RT Kit Handbook (engelsk) 1

* Deoksynukleotider 10 mM hver.
t Vilkérlig nonamer oligonukleotid.
* Ditiotreitol.
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Materialer som er nedvendige, men ikke medfalger

Bruk alltid egnet laboratoriefrakk, engangshansker og vernebriller ved arbeid
med kjemikalier. Se gjeldende sikkerhetsdatablad (SDS) som leveres av
leverandgren av produktet, hvis du @nsker mer informasjon.

Forbruksartikler

B Nukleasefrie, aerosol-resistente og sterile PCR-pipettespisser med
vannavstatende filtre

M 0,5 mleller 0,2 ml RNase- og DNase-frie PCR-ror
W oI

Reagenser
M Nukleasefritt PCR-gradert vann

B Reagenser for 1,2 % formaldehyd agarosegel elekiroforese

Utstyr
M Mikroliter pipetter* dedikert for PCR (1-10 ul; 10-100 ul; 100-1000 ul)

M Bordsentrifuge* med rotor for 0,2 ml/0,5 ml reaksjonsrer (som kan oppné
10 000 rpm)

B Spekiralfotometer,* eller Agilent® BioAnalyzer®,* for RNA-kvantifisering
W Utstyr* for pulsfelt gelelekiroforese

M Termosykler* eller vannbad* (revers transkriptase-trinn)

* Se til at instrumentene er kontrollert og kalibrert i henhold til produsentens anbefalinger.
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Advarsler og forholdsregler
Til bruk i in vitro-diagnostikk

Bruk alltid egnet laboratoriefrakk, engangshansker og vernebriller ved arbeid
med kjemikalier. Se gjeldende sikkerhetsdatablader (SDS) hvis du ensker
mer informasjon. Disse er tilgjengelige i praktisk og kompakt PDF-format

pd& www.giagen.com/safety, der du kan seke etter, vise og skrive ut
sikkerhetsdatabladet for hvert QIAGEN-sett og hver settkomponent.

Kast preve- og analyseavfall i henhold til lokale sikkerhetsprosedyrer.

Generelle forholdsregler

gPCR-tester krever god laboratoriepraksis, inkludert vedlikehold av utstyr som
er dedikert til molekyleerbiologi og i samsvar med gjeldende regelverk og
relevante standarder.

Dette settet er beregnet til bruk i in vitro-diagnostikk. Reagenser og instruksjoner
i dette settet er godkjent for optimal ytelse. Videre fortynning av reagensene
eller endring av inkubasjonstider og -temperaturer kan fere til feilaktige eller
diskordante data. Alle reagenser er satt sammen spesifikt for bruk med dette
settet. Utstyret ma ikke erstattes med andre produkter dersom optimal ytelse
skal opprettholdes i prosedyren.

A bestemme transkriptaseniv&er ved hjelp av qPCR krever b&de revers
transkriptase av mRNA og amplifikasjon av cDNA som ble generert av PCR.
Derfor mé hele analyseprosedyren utfares under RNase-/DNase-frie forhold.

Veer sveert forsiktig med tanke p& & forhindre:

M RNase-/DNase-kontaminering, som kan fere til degradering av mRNA-
templatet og den genererte cDNA

B  mRNA- eller PCR-overferingskontaminering som ferer til falske positive
signaler

Vi anbefaler derfor falgende:

B Bruk nukleasefritt laboratorieutstyr (f.eks. pipetter, pipettespisser, reaksjons-
flasker) og hansker nér du utferer analysen.

B Bruk nye aerosol-resistente pipettespisser for alle pipetteringstrinn for
& unngd krysskontaminering av prever og reagenser.

M Forbered pre-PCR Master Mix med dedikert materiale (pipetter, spisser osv.)
i et dedikert omréde hvor ingen DNA-matriser (cDNA, DNA, plasmid) er
innfert. Legg templatet i en separat sone (fortrinnsvis i et separat rom) med
spesifikt materiale (pipetter, spisser osv.).
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Oppbevaring og handtering av reagenser
Settet sendes pé tarris og mé lagres ved —30 °C til =15 °C etter mottak.

M Bland og sentrifuger rgrene forsiktig far dpning.
M Oppbevar alle settkomponenter i originalemballasjen.

Disse oppbevaringsbetingelsene gjelder b&dde dpnede og uépnede komponenter.
Komponenter som er lagret under andre betingelser enn de som er angitt pé
etikettene, fungerer ikke nadvendigvis som de skal, og kan pévirke analyse-
resultatene i negativ retning.

Utlepsdatoer for hver reagens er angitt p& de enkelte komponentenes etiketter.
Under riktige oppbevaringsbetingelser vil produktet opprettholde ytelsen frem fil
utlepsdatoen som stér pé etiketten.

Oppbevaring og handtering av proever

Fullblodspraver bar veere antikoagulert med kalium-EDTA og lagret ved 2-8 °C
i ikke mer enn 5 dager fer RNA-ekstraksjon.
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Prosedyre

Proveklargjering av RNA

RNA-ekstraksjon méd utfares med en godkjent prosedyre (QIAGEN RNeasy
Mini-sett, kat. nr. 74104 eller RNeasy Midi-sett, kat. nr. 75144; eller Life
Technologies TRIzol®, kat. nr. 15596-026 og 15596-018).

Utferelsen av en analyse er avhengig av konsentrasjonen og kvaliteten av
input-RNA. Vi anbefaler derfor & kvalifisere det rensede RNA, for nedstrems-
analyser, ved hjelp av agarose*gel elekiroforese, Agilent BioAnalyzer eller
spektrofotometri.?

Protokoll: Revers transkriptase

Dette mé du gjore for du starter:
M Tin alle nedvendige komponenter og plasser dem pé is.

M Bland innholdet i rerene godt (ikke vorteks) og sentrifuger kort
(10 sekunder ved 10 000 rpm) for samle opp vaesken p& bunnen
av rgrene.

M Juster RNA-prover til 0,1 ug/ul med nukleasefritt vann.

Merk: En ikke-templatkontroll (NTC) som genereres under revers transkriptase
med nukleasefritt vann som templat, kan brukes til & kontrollere kvaliteten pé&
den reverse transkriptasen.

Prosedyre

1. Inkuber 1 pg av hver RNA-prove som skal testes (10 ul) i 5 minutter
ved 65 °C.

2. Kjol umiddelbart pa is i 5 minutter.

3. Sentrifuger kort (10 sekunder ved 10 000 rpm) for & samle vaesken
i bunnen av roret. Sett proven pa is.

4. Klargjoer forblandingen til den reverse transkriptasen pa is, og sett
den pa is (se tabell 1).

* Bruk alltid egnet laboratoriefrakk, engangshansker og vernebriller ved arbeid med
kiemikalier.

t Optisk tetthet malt ved 260 og 280 nm: OD av 1,0 ved 260 nm tilsvarer ca. 40 ug/ml
enkelttrédet RNA. Et A,50/Azg, forhold mellom 1,8 og 2,1 er et tegn p& heyrenset RNA.
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Tabell 1. Klargjering av forblanding til revers transkriptase

Volum per Endelig
Forblandingens komponenter prove (ul)* konsentrasjon
5x buffer for revers transkriptase 5,0 1x
dNTP (10 mM hver) 2,0 0,8 mM
Vilkarlig nonamer (100 uM) 5,25 21 uM
RNase-hemmer (40 U/ul) 0,5 0,8 U/ul
Revers transkriptase (200 U/ul) 1,0 8 U/ul
DTT 1,25 -
Volum av RT-forblanding per 15
prove

*Klargjer n + 1, der n er antall RNA-prever

5. Bland forsiktig (ikke vorteks), sentrifuger kort og tilsett 15 ul av for-
blandingen til hver RNA-prove (for 40 ng/ul) og til vannkontrollen
(NTC).

6. Bland hvert ror forsiktig (ikke vorteks) og sentrifuger kort.

7. Kjor programmet for revers transkriptase (se tabell 2) pé en
termosykler.

Tabell 2. Termosyklerens innstillinger for revers transkriptase

Revers transkriptase 1 25 grader i 10 min.
Revers transkriptase 2 50 grader i 60 min.
Inaktivering 85 grader i 5 min.
Kijsling 4 grader i 5 min.

8. Sentrifuger kort (10 sekunder ved 10 000 rpm) for & samle cDNA
i bunnen av reret.

9. Sett pa is, eller oppbevar ved -20 °C, til gPCR er utfort.

|
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Feilseking

Hvis du @nsker informasjon om feilsagking for dette settet, se siden med ofte
stilte sparsmal p& vart tekniske supportsenter:
www.qgiagen.com/FAQ/FAQlList.aspx. Forskerne ved QIAGENSs tekniske av-
delinger er alltid klare til & svare p& eventuelle sparsmal, enten det dreier seg
om innholdet og protokollen i denne h&ndboken eller prave- og analyse-
teknologi (for kontaktinformasjon, se “Kontaktinformasjon”, side 12).

Kvalitetskontroll

Dette settet er produsert i henhold til ISO 13485-standarden. Analysesertifikater
er tilgjengelig pd forespoarsel p& www.giagen.com/support/.

Begrensninger

Brukerne mé ha fétt oppleaering og veere kjent med denne teknologien fer denne
enheten tas i bruk. Dette settet bar brukes i henhold til instruksjonene i denne
h&ndboken, i kombinasjon med et godkjent instrument nevnt i “Materialer som
er ngdvendige, men ikke medfalger”, side 6.

Alle diagnostiske resultater som genereres, ma tolkes i sammenheng med andre
kliniske eller laboratoriske funn. Det er brukerens ansvar & validere systemets
ytelse til andre prosedyrer som brukes i laboratoriet, som ikke dekkes av
QIAGEN ytelsesevalueringsstudier.

Veer spesielt oppmerksom pé utlepsdatoene som er angitt p& komponentenes
esker og etiketter. Bruk ikke komponenter som er gétt ut pé& dato.

Ytelseskarakteristikker

Ytelseskarakteristikker for ipsogen RT-settet er kun blitt etablert med BCR-ABL
Mbcr- og ABL-transkriptaser. Brukeren er ansvarlig for & etablere aktuelle
ytelseskarakteristikker for andre maél-transkriptaser.

Hvis du ensker mer informasjon om ytelseskarakteristikkene til ipsogen RT-
settet, se Handbok for ipsogen BCR-ABLT Mbcr IS-MMR DX-sett, tilgiengelig p&
www.giagen.com.

Referanser

QIAGEN opprettholder en stor, oppdatert elektronisk database med vitenskape-
lige publikasjoner som omhandler bruk av QIAGEN-produkter. Omfattende
sokealternativer gjer at du kan finne de artiklene du har behov for, enten med
et enkelt ngkkelordsgk eller ved & spesifisere applikasjonen, forskningsomrédet,
tittelen osv.
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Du finner en fullstendig liste over referanser i QIAGENSs referansedatabase pé
www.qgiagen.com/RefDB/search.asp eller ved & ta kontakt med QIAGENs
tekniske avdelinger eller den lokale distributaren.

Symboler
Felgende symboler kan vises pd emballasjen og merkingen:

Inneholder reagenser som er tilstrekkelig
<N> til <N> reaksjoner

Skal brukes innen

L ¢

IVD Medisinsk utstyr for in vitro-diagnostikk

Katalognummer
Partinummer (lot)

MAT Materialnummer

GTIN Globalt artikkelnummer
Temperaturbegrensninger
Produsent

Se informasjonen i hdndboken

=2 ad B-RCR

Kontaktinformasjon

Hvis du ensker teknisk assistanse eller mer informasjon, kan du gé til
vart tekniske supportsenter p& www.giagen.com/Support eller ringe

00800-22-44-6000 eller en av QIAGENSs tekniske serviceavdelinger
eller lokale distributerer (se bak p& omslaget eller www.qgiagen.com).
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Bestillingsinformasjon

Produkt Innhold Katalognr.

ipsogen RT Kit (33) Til 33 reaksjoner: Revers transkriptase, 679923

5x RT-buffer, dNTP-blanding, vilkérlig
primer, RNase-hemmer, DTT

Rotor-Gene Q® MDx - for IVD-godkjent PCR-analyser
i sanntid i kliniske applikasjoner

Rotor-Gene Q MDx PCR-sentrifuge i sanntid og apparat for =~ 9002032
5plex HRM Platform HRM-analyser med 5 kanaler (grenn,

gul, oransje, red, karmosinrad) pluss

HRM-kanal, baerbar PC, programvare,

tilbeher, ett &rs garanti pd deler og

arbeid, installasjon og oppleering ikke

inkludert.
Rotor-Gene Q MDx PCR-sentrifuge i sanntid og apparat for = 9002033
5plex HRM System HRM-analyser med 5 kanaler (grenn,

gul, oransje, red, karmosinrad) pluss
HRM-kanal, baerbar PC, programvare,
tilbeher, ett &rs garanti pd deler og
arbeid, installasjon og opplaering.

Hvis du @nsker oppdatert lisensinformasjon og produktspesifikke ansvars-
avklaringer, kan du se i den aktuelle h&dndboken for QIAGEN-settet eller

i bruksanvisningen. Handbeker og bruksanvisninger for QIAGEN-settet er
tilgiengelig p& www.giagen.com eller kan leveres fra QIAGENSs tekniske
tienester eller den lokale distributaren.

Handbok for ipsogen RT-sett 03/2015 13



Denne siden skal vaere tom
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Dette settet er beregnet til bruk i in vitro-diagnostikk. ipsogen-produkter kan ikke selges videre, modifiseres for videresalg eller brukes il & produsere
kommersielle produkter uten skriftlig godkjenning fra QIAGEN.

Informasjon i dette dokumentet kan bli endret uten varsel. QIAGEN pétar seg ikke ansvar for noen feil som kan forekomme i dette dokumentet.
Dette dokumentet er antatt & veere komplett og korrekt ved utgivelsen. QIAGEN er under ingen omstendigheter ansvarlig for tilfeldige, spesielle eller
flere skader eller falgeskader i forbindelse med, eller som resultat av bruken av dette dokumentet.

ipsogen-produkter er garantert & oppfylle de spesifikasjoner som er angitt. QIAGEN eneste forpliktelse og kundens eneste botemiddel er begrenset
til vederlagsfri erstatning av produkter i tilfelle produktene ikke oppfyller garantien.

Dette produktet inneholder SuperScript® Il Reverse Transcriptase som er gjenstand for en eller flere patenter eller patentsaknader i USA og tilsvarende
ikke-amerikanske ekvivalenter, eid av Life Technologies Corporation, og solgt under avtale mellom Life Technologies Corporation og Ipsogen.
Innkjgpsprisen for dette produktet inkluderer begrensede, ikke-overferebare rettigheter i henhold til de ovennevnte patentene. Bruk av denne produkt-
mengden i henhold til nevnte patenter er begrenset til kjsperens aktiviteter innenfor méling av BCR-ABL p210-transkriptaser. Ingen andre rettigheter
er overfort, inkludert retten til & bruke dette produktet i etterforskning. Mer informasjon om & skaffe rettigheter i henhold til patenter eid av Life
Technologies Corporation kan f&s ved & ta kontakt med Licensing Department, Life Technologies Corporation, 5791 Van Allen Way, Carlsbad,

CA 92008. (760) 603-7200. E-post: Outlicensing@lifetech.com.

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

Begrenset lisensavtale
Bruk av dette produktet innebaerer at en kjgper eller bruker av ipsogen RT-settet samtykker i folgende vilkér:

1. ipsogen RT-Dx-settet kan bare brukes i samsvar med H&ndbok for ipsogen RT-sett og bare til bruk med komponenter som er inkludert i seftet.
QIAGEN gir ingen lisens i forhold til noen av sine &ndsprodukter til & bruke eller innlemme vedlagte komponenter i dette settet med komponenter
som ikke er inkludert i dette seftet, med unntak av det som er beskrevet i H&ndbok for ipsogen RT-sett og flere protokoller som né finnes p&
www.giagen.com.

QIAGEN gir ingen garantier for at dette settet og/eller bruksomré&dene ikke krenker rettighetene til tredjeparter bortsett fra tydelig uttrykte lisenser.
Dette settet og tilherende komponenter er lisensiert til engangsbruk og kan ikke brukes flere ganger, modifiseres eller selges p& nytt.

QIAGEN frasier seg spesifikt andre lisenser, uttrykt eller antydet, bortsett fra det som er uttrykkelig oppgitt.

o & 0N

Kigperen og brukeren av settet samtykker i ikke & la noen andre gjere noe som kan fere til handlinger som er forbudt ovenfor. QIAGEN kan
hé&ndheve forbud i denne begrensede lisensavtalen i en hvilken som helst domstol, og skal f& tilbake alle sine etfterforsknings- og domstols-
kostnader, inkludert advokathonorarer, i enhver handling for & hdndheve denne begrensede lisensavtalen eller noen av sine immaterielle
rettigheter i forhold til settet og/eller komponentene.

Oppdaterte lisensvilkér er tilgjengelige p& www.giagen.com.
© 2015QIAGEN. Med enerett.
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