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PAXgene Blood RNA Kit igin Sinirli Lisans Sézlesmesi

Bu Grlindn kullanimi herhangi bir alicinin veya Griin kullanicisinin asagidaki kosullari kabul ettigi anlamina gelir:

1. Urtin yalnizca irlinle birlikte ve bu el kitabinda verilen protokollere uygun olarak kullanilabilir ve yalnizca panelin
icinde bulunan bilesenlerle kullanim igindir. PreAnalytiX® Grlinle saglanan protokoller el kitabi ve www.qgiagen.com
ve www.preanalytix.com adresinde bulunan ek protokollerde tanimlananlar disinda bu panele dahil edilmemis
herhangi bir bilesen ile panelin igindeki bilesenleri kullanma veya birlestirme agisindan herhangi bir fikri mlkiyeti
altinda bir lisans vermez.

2. Acikcaifade edilen lisanslarin haricinde, PreAnalytiX bu kitin ve/veya kullaniminin/kullanimlarinin Gglincd taraflarin
haklariniihlal etmedigine iliskin herhangi bir garanti vermez.

3. Bukit tek kullanim igin lisanslanmistir ve tekrar kullanilamaz, yenilenemez veya tekrar satilamaz.
4. PreAnalytiX 6zellikle agikga ifade edilenlerin haricinde agik veya zimni diger lisanslari kabul etmez.

5. Kitinsatin alicisi ve kullanicisi yukarida yasaklanan herhangi bir eyleme neden olabilecek veya bunlari
kolaylastirabilecek herhangi bir adim atmamayi veya baskasinin atmasina izin vermemeyi kabul eder.

6.  PreAnalytiX bu Sinirli Lisans Sozlesmesinin yasaklarini herhangi bir Mahkemede y(rirlige koyabilir ve kit ve/veya
bilesenleriyle iliskili herhangi bir fikri milkiyet hakki veya bu Sinirli Lisans Sézlesmesini ylrirlige koymak igin tim
sorusturma ve Mahkeme masraflarini avukat masraflari dahil olmak lizere geri alacaktir.

Glincellenmis lisans sartlari igin bkz. www.qgiagen.com ve www.preanalytix.com.

HB-3009-002 BD-8945 1130774TR © 2023 PreAnalytiX GmbH, tim haklari saklidir.

PreAnalytiX Distribttorleri

PreAnalytiX Urdnleri, PreAnalytiX icin QIAGEN ve BD tarafindan Uretilmekte ve
dagitilmaktadir.
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Kullanim Amaci

in vitro tani amacli kullanim icindir.

PAXgene Blood RNA System bir kan toplama tipliinden (PAXgene Blood RNA Tube,
BRT) ve nlkleik asit saflastirma kitinden (PAXgene Blood RNA Kit) olusur. Kanin
toplanmasina, saklanmasina ve tasinmasina, intraseltler RNA'nin kapali bir tip igcinde
stabilizasyonuna ve bunlari takiben molekiler diagnostik testlerde kullanilan RT-PCR
icin tam kandan konak RNA izolasyonu ve saflastirilmasina yoneliktir.

PAXgene Blood RNA System'in performans 0zellikleri sadece FOS ve IL1B gen
transkriptleri ile belirlenmistir. Diger hedef transkriptler i¢cin uygun PAXgene Blood
RNA System performans 6zelliklerini belirlemekten kullanici sorumludur.

Kullanim endikasyonlari

PAXgene Blood RNA Kit, PAXgene Blood RNA Tube'da (BRT) toplanan tam kandan
intraseliiler RNA saflastiriimasina yoneliktir. Kit, PAXgene Blood RNA Tube (BRT) ile
birlikte kullanildiginda sistem, molekuler diagnostik testlerde kullanilan RT-PCR igin
tam kandan saflastiriimis intraseliiler RNA saglar.

Planlanmis Kullanicilar

Uriindin, in vitro tani amagli prosediirler konusunda egitilmis teknisyenler ve doktorlar
gibi profesyonel kullanicilar tarafindan kullaniimasi amacglanmistir.

Bu kit, profesyonel kullanim icin Uretilmistir.
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Aciklama ve ilke

Giris

Hicresel RNA'nin incelenmesi igin tam kan alimi birgok molekdler tahlilin ilk adimidir.
Bununla birlikte, s6z konusu deneylerdeki blylk sorunlardan biri, in vitro hiicresel
RNA profilinin stabil olmamasidir. PreAnalytiX arastirmalari tam kandaki ayrt mRNA
tlrlerinin kopya sayilarinin oda sicakliginda saklama veya nakliye sirasinda 1000 kattan
fazla degisebilecegdini gostermistir (Rainen et al., 2002). Bunun nedeni kan
alinmasindan sonra hizih RNA degradasyonu ve belirli genlerin indiklenen
ekspresyonudur. RNA ekspresyonu profilindeki bu tir degisiklikler gen
ekspresyonunun glvenilir calismalarini imkansiz hale getirir. Bu nedenle flebotomi
sirasinda ve sonrasinda RNA ekspresyon profilini koruyan bir yontem insan tam
kaninda gen ekspresyonunun dogru analizi igin sarttir.

iIke ve prosediir

PreAnalytiX, intraselller RNA'nin izolasyonu igin hizli ve etkin bir protokolle birlikte
insan tam kan numunelerinin toplanmasi, stabilize edilmesi, saklanmasi ve
tasinmasini mimkun kilan bir sistem gelistirmistir. Sistem, kan toplama ve RNA
stabilizasyonu igin PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) kullaniimasini ve sonrasinda
PAXgene Blood RNA Kit kullanilarak manuel veya otomatik RNA izolasyonu
gerektirmektedir. RNA kalitesi ve verimi agisindan manuel ve otomatik protokoller
onemli 6lclide esdeger performans saglar. Manuel protokol (sayfa 45'ten itibaren) ve
otomatik protokol (sayfa b4'den itibaren) igin performans verileri bu el kitabina dabhil
edilmistir.
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PAXgene Blood RNA System, ISO 20186-1:2019, Molekller in vitro tani amacli
incelemeler — Vend6z tam kan igin inceleme d&ncesi proseslere yonelik
spesifikasyonlar — B&lim 1: izole edilmis hiicresel RNA uyarinca kan numunesi
toplamadan hiicresel RNA izolasyonuna kadar 6n analiz is akisi adimlarinin standart
hale getirilmesini saglar.

Ornek toplama ve stabilizasyonu

PAXgene Blood RNA Tubes(BRT), tescilli bir RNA stabilizasyon reaktifi icerir. Bu katki
maddesi, RNA molekillerini RNazlar tarafindan degradasyondan korur ve gen
ekspresyonunda ex vivo dedisiklikleri minimuma indirir. PAXgene Blood RNA
System'in performans &zellikleri, sayfa 40'dan itibaren gorilebilecek FOS ve IL1B gen
transkriptleriile belirlenmistir.

RNA izolasyonu

PAXgene Blood RNA Kit, bir PAXgene Blood RNA Tube'da (BRT) toplanmis 2,5 mL
insan tam kanindan total RNA'nin izolasyonuna yoneliktir. Prosedir basittir ve manuel
veya otomatik prosedirler kullanilarak gergeklestirilebilir (bkz. sirasiyla Sekil 1 veya
Sekil 3, sayfa 10 veya 12). Her iki protokolde izolasyon, niikleik asitleri PAXgene Blood
RNA Tube'da (BRT) pellet haline getirmek icin bir santrifijleme adimiyla baslar. Pellet
yikanir, restispanse edilir ve sonrasinda manuel veya otomatik RNA izolasyonu yapilir.
Prensip olarak, her iki protokol ayni kit bilesenleriyle ayni protokol adimlariniizler.
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Manuel RNA izolasyonu

Ayrintili olarak, restispanse edilmis pellet, protein pargalanmasini saglamak Uzere
proteinaz K (PK) ile birlikte optimize edilmis tamponlarda inkibe edilir. Hlcre lizatini
homojenlestirmek ve kalan hiicre kalintilarini gidermek Utzere PAXgene Shredder
déndirme kolonu (PSC) lzerinden ek bir santriflijleme gerceklestirilir ve akis
fraksiyonunun sipernatani yeni bir mikrosantrifj tiplne (microcentrifuge tube,
MCT) aktarilir. Baglama kosullarini ayarlamak igin etanol eklenir ve bir PAXgene RNA
dondlirme kolonuna (PRC) lizat uygulanir. Kisa bir santrifiijleme sirasinda RNA,
kontaminanlarin igcinden gegmesi sirasinda PAXgene silika membranina selektif
olarak baglanir. Kalan kontaminanlar birkag etkin yikama adiminda giderilir. Birinci ve
ikinci ylkama adimlari arasinda membrana, eser miktarda baglanmis DNA'yI gidermek
Gzere DNaz I (RNFD) uygulanir. Yikama adimlarindan sonra RNA, elisyon tamponunda
(BR5) ellisyona tabi tutulur ve isiyla denatiire edilir. PAXgene Blood RNA System
kullanilarak manuel RNA izolasyonunun performans ozellikleri sayfa 45 Uzerinde
gorulebilir.
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Proteinaz K ve
baglama tamponu
ekleyin

I
I
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J

inkiibe Edin

PAXgene Shredder
Spin Column'a aktarin

Karistirin

Akis kisminin sipernatanini
mikrosantrifiij tipline aktarin
Etanol ekleyin

PAXgene RNA Spin
Column'a yiikleyin

Pelleti yikayin Total RNA'y1 baglayin

Yikayin

DNA'yi pargalayin

Resiispansiyon yapin

Mikrosantrifij

tiplne aktarin Yikayin

- - A~ ama <) Emw <) Cma < ?

ElGsyon yapin

4&@%@4@@@@4@@@@4@@@4@@@«%4@@@«%—

65 °C'ye 1sitin

Kullanima hazir RNA

Sekil 1: Manuel PAXgene Blood RNA prosediirii.
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Otomatik RNA izolasyonu

Kan RNA'sinin izolasyonu, QIAGEN QlAcube Connect MDx'te otomatik hale getirilir.
Yenilik¢gi cihazda, QIAGEN déndlirme kolonlarinin islenmesi igcin gelismis teknoloji
kullaniir ve bdylece, otomatik ve distk is hacimli 6rnek hazirlama isleminin
laboratuvar is akisina kusursuz bir sekilde entegre olmasi saglanir. QlAcube Connect
MDx kullanilarak 6rnek hazirlama isleminde, manuel prosedlr ile ayni adimlar
(parcalama, baglama, yikama ve ellisyon) izlenir ve bu islem ayni PAXgene Blood RNA
Kit kullanilarak gerceklestirilebilir.

Scan a kkbar code QlAcube Connect MDx

........

- — b

Sekil 2: QlAcube Connect MDx.

7™ QIAGEN QlAcube Connect MDx tim Ulkelerde mevcut degildir. Daha fazla
ayrintiigin latfen QIAGEN Teknik Servisi ile irtibat kurun.
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Otomatik RNA izolasyon protokolii 2 bélimden (veya protokolden) olusur: "PAXgene
Blood RNA Part A" (ellisyon icin PAXgene Blood RNA Tube'daki kandan) ve "PAXgene
Blood RNA Part B" (kullanima hazir RNA'ya ellisyondan sonra); 2 bélim arasinda kisa
bir manuel miidahale yer alir (bkz. Sekil 3).

Kan

fmkﬂﬂﬂdgﬂﬁ

Karistirin

Pelleti yikayin

Reslispansiyon
yapin

isleme tiipiine
(PT) aktarin ve
OlAcube
calkalayiciya
ylikleyin

2

Proteinaz K (PK) ve
baglama tamponu (BR2)
ekleyin

inkiibe Edin

PAXgene Shredder
Spin Column'a (PSC)
aktarin

Akis kismini QlAcube
calkalayici izerindeki
isleme tiipiine (PT)
aktarin

Akis kismina etanol
ekleyin

PAXgene RNA
Dondiirme
Kolonuna (PRC)
ylkleyin

Total RNA'yI
baglayin

Yikayin

Sekil 3: Otomatik PAXgene Blood RNA prosediirii.

PAXgene Blood RNA Kit (El Kitabi) Kullanim Talimatlari 02/2023

7
7

Kullanima hazir RNA

DNA'yi pargalayin

Yikayin

PAXgene RNA Spin
Column’a(PRC) aktarin

Ellisyon yapin

Mikrosantrif{j tiplniin (MCT)
kapadini kapatin ve QlAcube
calkalayiciya aktarin

65 “C'ye Isitin



Santrifljlenmis, ylkanmis ve resispanse edilmis nlkleik asit pelleti (bkz. "RNA
izolasyonu", sayfa8), PAXgene Blood RNA Tube'dan (BRT) QlAcube Connect MDx
calisma tablasi Uzerindeki termocalkalayici Gnitesine yerlestirilen isleme tlplerine
(Processing Tube, PT) aktarilir. Operatdr menliden "PAXgene Blood RNA Part A"
protokolini seger ve baslatir. QlAcube Connect MDx, protokolin ellsyon
tamponunda (BR5) RNA ellsyonuna kadar olan adimlarini gergeklestirir. Operator,
saflastirilmis RNA'y1 iceren MCT'leri QlAcube Connect MDx'in termogcalkalayici Unitesi
icine aktarir. Operatdér menliden "PAXgene Blood RNA Part B" protokolind secip
baslatir ve QlAcube Connect MDx tarafindan isi denatlrasyonu gergeklestirilir.
OlAcube Connect MDx'te PAXgene Blood RNA System kullanilarak otomatik RNA
izolasyonunun performans ozellikleri sayfa 54 lizerinde gorilebilir.

PAXgene Blood RNA Kit (El Kitabi) Kullanim Talimatlari 02/2023 13



Saglanan Materyaller

Kit icerigi

PAXgene Blood RNA Kit

Katalog no.

Toplama cihazlarinin sayisi

Bilesen adi

BR1

BR2
BR3
BR4

BR5
RNFW

PK
PRC

PT

Hemogard™

MCT

RNFD

RDD

DRB

PSC

El Kitabi

Aciklama

Resuspension Buffer (Reslispansiyon
Tamponu)

Binding Buffer (Baglama Tamponu)*
Wash Buffer 1(Yikama Tamponu 1)*

Wash Buffer 2 (Yikama Tamponu 2)
(konsantre)t

Elution Buffer (Ellisyon Tamponu)

RNase-Free Water (RNaz icermeyen Su)
(sise)

Proteinase K (Proteinaz K)(yesil kapakl)

PAXgene RNA Spin Columns (PAXgene RNA
Déndirme Kolonlari) (kirmiziff

Processing Tubes (isleme Tiipleri)(2 mL)t

Secondary BD Hemogard Closures
(Sekonder BD Hemogard Kapaklari)

Microcentrifuge Tubes (Mikrosantrifj
Tupleri)(1,56 mL)®

DNase I, RNase-free (DNaz |, RNaz
icermeyen)(liyofilize)

DNA Digestion Buffer (DNA Parcalama
Tamponu)(beyaz kapakli)

DNase Resuspension Buffer (DNaz
Resuspansiyon Tamponu)(tip, eflatun
kapakl)

PAXgene Shredder Spin Columns (PAXgene
Shredder Dondiirme Kolonlari (eflatun)t

PAXgene Blood RNA Kit El Kitabi
(Versiyon 3)
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20 mL

18 mL
45 mL

TmL

6 mL
2x125 mL

2x1,4mL

5x10

6x50
50

3x50,1x10

1500 Kunitz birimif

2x2mL
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*

Camasir suyu iceren dezenfektan reaktiflerle uyumlu degildir. Bir guanidin tuzu igerir. Givenlik bilgileri icin bkz.

Sayfa 18.

' Yikama Tamponu 2 (BR4) konsantre olarak saglanir. ik defa kullanmadan énce bir calisma soliisyonu elde etmek igin
sisede belirtildigi Gizere 4 hacim etanol (%96-100 h/h, saflik derecesi p.a.) ekleyin.

¥ Her kolon sadece tek kullanimlik bir blister ambalajda bulunur. Bertaraf talimatlari igin IGtfen glivenlik bilgilerine bakin.

§ Tupler plastik torbalarda bulunur ve her tip sadece tek kullanimliktir. Bertaraf talimatlari igin litfen glvenlik bilgilerine
bakin.

1 Kunitz birimleri yaygin olarak DNaz | 6l¢ciim(i igin kullanilmaktadir. 25 °C sicaklikta, pH 5,0'da substrat olarak ylksek

6lgtide polimerize DNA kullanildiginda Azo'ta bir mililitre igin dakika basina 0,001 artisa yol agan DNaz | miktari olarak

tanimlanmaktadir (Kunitz, M. (1950)J. Gen. Physiol. 33, 349 ve 363).

Kit bilesenleri

Bilesen adi Aciklama Aktif Bilesen

Resuspension Buffer
(Restispansiyon Tamponu)

BR2 Binding Buffer (Baglama Tamponu) ~ Guanidin tiyosiyanat > %30ila<b50al/a
BR3 Wash Buffer 1(Yikama Tamponu 1) Guanidin tiyosiyanat > %10ila<20al/a
Etanol > %3ila<10a/a
BR4 Wash Buffer 2 (Yikama Tamponu2) Yok -
(konsantre)
BR5 Elution Buffer (Elisyon Tamponu) Yok -
RNFW RNase-Free Water Yok -

(RNaz igermeyen Su)(sise)

PK Proteinase K (Proteinaz K) Proteinaz K >%lila<3ala
(yesil kapakh)

RNFD DNase |, RNase-free (DNazl, RNaz ~ DNaz >%90ila<100a/a
icermeyen)(liyofilize)

RDD DNA Digestion Buffer (DNA Yok =
Parcalama Tamponu)
(beyaz kapakli)

DRB DNase Resuspension Buffer(DNaz Yok =
Resiispansiyon Tamponu)
(tup, eflatun kapakli)
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Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Materyaller

Kimyasallarla ¢alisirken her zaman uygun laboratuvar dnligu, tek kullanimlik eldiven
ve koruyucu gozlik kullanin. Daha fazla bilgi icin Grin tedarikcisinden temin
edilebilecek uygun glivenlik veri sayfalarina (Safety Data Sheet, SDS) basvurun.

Tim protokollericin

PAXgene Blood RNA Tubes (BRT, PreAnalytiX; kat. no. 762165)
Etanol (%96-100 h/h, saflik derecesi p.a.)

Pipetler*(10 yL - 4 mL)

Steril, aerosol bariyerli, RNAz icermeyen pipet uclan?

Dereceli silindir?

3000-5000 x g hiza ulasabilen ve PAXgene Blood RNA Tubes (BRT)icin sallanan
kova rotoru bulunan santrif(ij*

Vorteks karistiricr*
Parcalanmis buz

Etiketleme igin silinmez kalem

Manuel protokoligin

En az 1000-8000 x g araliginda hiza ulasabilen (daha distik ve daha yiksek g
kuvvetleri uygulanabilir)(ayrintilar igin protokol adimlarina bakin) ve 2 mL'lik
MCT'ler igin bir rotoru bulunan degisken hizl mikrosantrif(j*

* Cihazlarin ve aygitlarin, Greticinin 6nerilerine gore dlzenli olarak kontrol edildiginden, bakiminin yapildigindan ve

kalibre edildiginden emin olun.

t RNA kullanimi ile ilgili kilavuz ilkelere asina oldugunuzdan emin olun (Ek A, sayfa 75).
t Tampon BR4 konsantresine etanol eklemek igin.
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55 °C ve 65 °C'de inklibasyon yapabilen ve 1400 rpm hizi gegmemek lizere
>400 rpm hizda sallayabilen calkalayici-inklbator* (6rn., Eppendorf®
Thermomixer Compact veya esdederi)

Otomatik protokolicin

Makas
OlAcube Connect MDx*(QIAGEN, kat. no. 9003070)

QlAcube Connect MDx sarf malzemeleri:

Filter-Tips, 1000 pL (1024)(QIAGEN, kat. no. 990352)"
Reagent Bottles, 30 mL (6)(QIAGEN, kat. no. 990393)f
Rotor Adapters (10 x 24)(QIAGEN, kat. no. 990394)t

QlAcube Connect MDx aksesuarlari:

Rotor Adapter Holder (QIAGEN, kat. no. 990392)f

OlAcube Connect MDx servis paketleri:

QlAcube Connect MDx System FUL-2 (QIAGEN, kat. no. 9003071)
OlAcube Connect MDx System FUL-3 (QIAGEN, kat. no. 9003072)
OlAcube Connect MDx System PRV-1(QIAGEN, kat. no. 3003073)
OlAcube Connect MDx Device PRV-1(QIAGEN, kat. no. 9003074)

QlAcube Connect MDx System PRM-1(QIAGEN, kat. no. 3003075)

* Cihazin ve aygitin, Greticinin dnerilerine gore diizenli olarak kontrol edildiginden, bakiminin yapildigindan ve kalibre

edildiginden emin olun.

t Ayrica Starter Pack, QlAcube (QIAGEN, kat. no. 990395) icinde bulunmaktadir.
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Uyarilar ve Onlemler

Avrupa Birligi'ndeki musteriler icin gecgerli olmak Uzere, cihazla ilgili olarak meydana
gelen her tirlii ciddi olayi, Ureticiye ve kullanici ve/veya hastanin bulundugu Uye
Devletteki yetkili makama bildirmeniz gerektigini litfen dikkate alin.

Avrupa Birligi disindaki masteriler igin gegerli olmak Uzere, cihazla ilgili olarak
meydana gelen ciddi olaylari Ureticiye ve/veya yetkili temsilcisine ve kullanicinin
ve/veya hastanin bulundugu Ulkenin dlzenleyici makamina rapor etmek igin yerel
dizenlemelerinize basvurmaniz gerekebilecedini litfen dikkate alin.

Guvenlik bilgileri

Kimyasallarla ve biyolojik tehlikeli materyallerle c¢alisirken her zaman uygun
laboratuvar 6nltgua, tek kullanimlik eldiven ve koruyucu gozlik kullanin. Daha fazla bilgi
icin lGtfen uygun glivenlik veri sayfalarina (Safety Data Sheet, SDS) basvurun. Bunlar,
her bir QIAGEN kiti ve kit bilesenine ait SDS'yi bulabileceginiz, gorlntileyebileceginiz
ve yazdirabilece@iniz www.qiagen.com/safety adresinde ¢evrimici olarak kullanisl
ve kompakt bir PDF bigiminde mevcuttur.

e TUm kimyasallar ve biyolojik materyaller potansiyel olarak tehlikeli maddedir. Kan
numuneleri ve drnekler potansiyel olarak enfeksiyozdir ve bunlar biyolojik
tehlikeli materyal olarak ele alinmalidir.

e Biyolojik tehlikeli atiklari ve kit atiklarini, yerel glivenlik proseddurlerinize uygun
olarak atin.

Acil durum bilgileri

CHEMTREC
ABD ve Kanada DigI +1703-527-3887
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Onlemler

Kanla galisirken, kan yoluyla bulasan patojenlere (6rn. HIV, hepatit B ve kan yoluyla
bulasan diger virlsler) potansiyel maruz kalma riskini énlemeye yonelik evrensel
onlemleri uygulayin. Kan yoluyla maruz kalmaktan korunmak igin eldiven, onlik,
koruyucu gozlik ve diger kisisel koruyucu donanim ve muihendislik kontrollerini
kullanin. Daha fazla bilgi igin litfen uygun glvenlik veri sayfalarina(Safety Data Sheet,
SDS) basvurun. Bunlar, bu kit igin SDS'leri bulabilecediniz, goriintileyebilecediniz ve
yazdirabileceginiz www.preanalytix.com sayfasinda kullanimi kolay ve kompakt PDF
formatinda ¢evrimici bulunmaktadir.

DIKKAT
Ornek hazirlama atik maddesine dogrudan camasir suyu veya asit
soltsyonlart KATMAYIN.

Baglama tamponu (BR2) veya yikama tamponu 1(BR3) camasir suyu ile birlestiginde
ylksek derecede reaktif bilesikler olusturabilen guanidin tiyosiyanat icermektedir.
Baglama tamponu (BR2) veya yilkama tamponu 1(BR3) dokdllrse uygun laboratuvar
deterjani ve suyla temizleyin. Enfeksiy6z olabilecek ajanlar igceren sivi dokilirse
etkilenmis bdlgeyi 6nce laboratuvar deterjani ve suyla ve sonra %1 (h/h) sodyum
hipokloritle (camasir suyu) temizleyin.

PAXgene Blood RNA Tube'dan (BRT) RNA stabilize edici sollisyon ve kan karisimi,

9 hacim RNA stabilize edici sollsyon ve kan karisimi basina 1 hacim piyasada bulunan
camasir suyu soliisyonu (%5 sodyum hipoklorit) kullanilarak dezenfekte edilebilir.
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RNA izolasyon prosedirindeki santrifij adimlarindan sipernatanlar gibi drnek
hazirlama atiklarinin enfeksiy6z olabilecedi kabul edilmelidir. Biyolojik materyalleri
bertaraf etmek icin biyolojik tehlikeli materyal kaplari kullanin. Bertaraf islemi,
tesisinizin yerel dizenleme ve prosedirlerine uygun olarak yapiimalidir.

PAXgene Blood RNAKit'in spesifik bilesenleri sadece tek kullanimliktir. Ayri bilesenler
hakkinda bilgi icin bkz. Kit icerigi, sayfa 14.

PAXgene Blood RNA Kit'in bilesenleri icin asagidaki tehlike ve 6nlem ifadeleri
gecerlidir. PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) hakkinda giivenlik bilgileri igin PAXgene
Blood RNA Tube El Kitabi belgesine bakin.

Tampon BR2

icerik: guanidin tiyosiyanat. Tehlike! Yutulursa zararldir. Cilde
temas ederse veya solunursa zararli olabilir. Ciddi gdz hasarina
neden olur. Sudaki organizmalara uzun doénemli etkilerle
zararlidir. Asitlerle temas ¢ok toksik gaz ortaya cikarir. Cevreye
salinimindan  kacinin.  Koruyucu eldiven/koruyucu giysi/
koruyucu gdzlik/yliz korumasi kullanin. GOZE KACMISSA:
Birkac dakika suyla iyice durulayin. Eger mevcut ve kolaysa
kontak lensleri ¢ikarin. Durulamaya devam edin. Maruz
kalinmasi veya endiselenilmesi DURUMUNDA: Hemen bir ZEHIR
MERKEZI veya doktoru arayin. Igerigi/kabi onayl bir atik
bertaraf tesisine atin.
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Tampon BR3

DNazl

igerik: etanol; guanidin tiyosiyanat. Tehlike! Yanici sivi ve
buhar. Ciddi gdz hasarina neden olur. Asitlerle temas ¢ok toksik
gaz ortaya cikarir. Isi/kivilcimlar/acik alevler/sicak ylzeylerden
uzak tutun. Sigara i¢meyin. Koruyucu eldiven/koruyucu
giysi/koruyucu gdzliik/yiiz korumasi kullanin. GOZE KACMISSA:
Birkag dakika suyla iyice durulayin. Eger mevcut ve kolaysa
kontak lensleri ¢ikarin. Durulamaya devam edin. Hemen bir
ZEHIR MERKEZI veya doktoru arayin.

igerik: DNaz. Tehlike! Alerjik cilt reaksiyonuna neden olabilir.
Solunursa alerji veya astim belirtileri ya da solunum zorluklarina
neden olabilir. Tozlar solumaktan kacginin. Koruyucu
eldiven/koruyucu giysi/koruyucu gozllik/ylz korumasi kullanin.
Solunum  korumasi  kullanin.  Maruz kalinmasi  veya
endiseleniimesi DURUMUNDA: Bir ZEHIR MERKEZI veya
doktoru arayin. Kisiyi temiz havaya ¢ikarin ve solunumigin rahat
bir pozisyonda tutun. Kontamine giysileri tekrar kullanmadan
once yikayin.
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Reaktif Saklama ve Kullanma

PAXgene RNA ddndirme kolonlari (PRC), PAXgene Shredder dondirme kolonlari
(PSC), proteinaz K (PK) ve tamponlar (BR1, BR2, BR3, BR4 ve BR5) kit etiketinde
belirtilen sicaklikta kuru olarak saklanmalidir.

DNaz | (RNFD), DNA parcalama tamponu (RDD) ve DNaz restispansiyon tamponu (DRB)
iceren RNase-Free DNase Set ortam sicakliginda sevk edilmektedir. RNase-Free
DNase Set'in tim bilesenlerini alinir alinmaz etiket Uzerinde belirtilen sicaklikta
saklayin. Uygun sekilde saklandiginda kit, kit kutusundaki son kullanma tarihine kadar
stabildir.

Tim bilesenlerin kutusunda ve etiketlerinin Ustlinde yazili olan son kullanma
tarihlerine ve saklama kosullarina dikkat edilmelidir. Slresi dolmus veya hatali
saklanmis bilesenleri kullanmayin.

Kullanimda stabilite

Kitin ilk kullanimindan sonra reaktifler, kit kutusu etiketinde belirtilen sicakliklarda ve
etiketteki son kullanma tarihine kadar orijinal siselerinde stabildir.

OlAcube Connect MDx'in reaktif siselerine doldurulan reaktifler, oda sicakliginda
(15-25°C) saklandiginda 3 ay boyunca stabildir.

Sulandirilmis DNaz | (RNFD), orijinal cam sisesinde 2-8°C'de 6 hafta boyunca stabildir
(stok sollisyonu).

Stok sollisyonunun 1,5 mL'lik MCT'lerdeki (kitle birlikte verilir) tek kullanimlik alikotlari

-20°C'de saklandiginda 9ay boyunca stabildir. Tek kullanimlik alikotlar
¢ozdirlldikten sonra 2-8 °C'de saklandiginda 6 hafta boyunca stabildir.
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Numune Tasima, Saklama ve Kullanma

PAXgene Blood RNA Kit, PAXgene Blood RNA Tubes'da toplanan kan ile kullanima
yoneliktir. Kan, PAXgene Blood RNA Tube EI Kitabi belgesinde yer alan talimatlar
dogrultusunda PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) icinde toplanmalidir. Gerekirse
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) kullanimi hakkinda 6neriler icin Ek C'ye (sayfa 80)
bakin. Tdm orneklere tehlikeli olabilecegi dislnilerek muamele yapiimalidir.
PAXgene Blood RNA System'n performans oOzellikleri, 41-44 arasi sayfalarda
gorebileceginiz FOS ve IL1B gen transkriptleriile belirlenmistir.
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Protokol: PAXgene Blood RNA Tubes icinde
Toplanan insan Tam Kanindan Total RNA'nin
Manuel izolasyonu

Baslamadan 6nce 6nemli noktalar

Kit kutusunun saglam ve hasarsiz oldugundan ve tamponlarin sizmamis
oldugundan emin olun. Hasarl bir kiti kullanmayin.

Bir pipet kullanirken dogru hacme ayarlandigindan ve sivinin dikkatli ve tam olarak
aspire edilip dagitildigindan emin olun.

Ornekleri yanlis tiip veya déndiirme kolonuna aktarmaktan kacinmak icin tiim
tUpler ve dondirme kolonlarinin silinmez bir kalemle uygun sekilde
etiketlendiginden emin olun. Her tipn (PT, MCT) kapadi ve gévdesini etiketleyin.
Doéndlirme kolonlarricin kolon PT'sinin gdvdesini etiketleyin. Sivi aktarildiktan
sonra her tlip veya dondirme kolonunu kapatin.

Prosedir sirasinda 6rnekler ve tamponlarin doktlmesi RNA verimi ve safligini
azaltabilir.

Aksi belirtilmedigi stirece bu protokollin santrifij adimlari dahil olmak tzere tim
adimlari oda sicakliginda (15-25°C) gergeklestirilmelidir.

Nukleik asit amplifikasyonu teknolojilerinin duyarlligi nedeniyle rneklerin muamelesi

sirasinda gapraz kontaminasyondan kaginmak igin su 6nlemler gereklidir:

(jrnecji kolon kenariniislatmadan dikkatlice déndirme kolonuna (PSC, PRC)
pipetleyin.

Sivi transferleri arasinda daima pipet uclarini degistirin. Aerosol bariyerli pipet
uclari kullanin.

Dondlirme kolonu (PSC, PRC) membranina pipet ucu ile dokunmaktan kaginin.

Bir MCT'yi vorteksledikten veya isittiktan sonra kapagin icindeki damlalari
gidermek igin kisa sure santrifijleyin.
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TUm prosedir boyunca eldiven kullanin. Eldivenler ile érnedin temasi durumunda
eldivenleri hemen degistirin.

Mikrosantrifiije yerlestirmeden énce déndiirme kolonunu (PSC, PRC) kapatin.
Prosedirde aciklandigi sekilde santrifijleyin.

Her defasinda sadece bir dondirme kolonu (PSC, PRC) agin ve aerosol
olusturmaktan kacinin.

Birden fazla 6rnegin etkin paralel islenmesi igin santriflijleme sonrasinda
déndirme kolonlarinin (PSC, PRC) aktarilabilecedi sekilde bir rafi PT'ler ile
doldurun. Akis kisminiiceren kullaniimis PT'leri atin ve dondirme kolonlarini
(PSC, PRC) tekrar mikrosantriflije aktarmadan dnce yeni PT'lerin icine yerlestirin.

Baslamadan énce yapilacaklar

Kan, PAXgene Blood RNA Tube El Kitabi belgesinde yer alan talimatlar
dogrultusunda PAXgene Blood RNA Tubes (BRT)iginde toplanmalidir. Gerekirse
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) kullanimi hakkinda dneriler icin Ek C'ye (sayfa
80) bakin.

Kan hicrelerinin tam lizisini ve RNA'nin ¢okelmesini saglamak icin PAXgene
Blood RNA Tubes'un (BRT), kan toplandiktan sonra en az 2 saat boyunca oda
sicakliginda inkibe edildiginden emin olun. PAXgene Blood RNA Tube'un (BRT) bir
gece boyunca inkiibe edilmesi verimleri artirabilir. 2-8 °C, -20 °C veya -70 °C'de
saklama oncesinde oda sicakliginda 2 saat boyunca ilk kan inklbasyonu
yapllmamissa, ilk olarak PAXgene Blood RNA Tube'u (BRT) oda sicakligina getirin
ve ardindan prosedire baslamadan 6nce bu sicaklikta 2 saat boyunca inkibe
edin.

Sayfa 18 icindeki glivenlik bilgilerini okuyun.
RNA kullanimiyla ilgili kilavuz ilkeleri okuyun (Ek A, sayfa 77).

Pipetler ve calkalayici-inklbator gibi cihazlarin Greticinin 6nerilerine gore dizenli
olarak kontrol ve kalibre edildiginden emin olun.
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Adim 5 ve 20'de bir ¢alkalayici-inkibator gereklidir. Calkalayici-inktbator
sicakligini 55°C'ye ayarlayin.

Baglama tamponu (BR2) saklama halinde bir ¢okelti olusturabilir. Gerekirse
¢6zmek icin 37°C'ye Isitin.

Yikama tamponu 2 (BR4) konsantre olarak saglanir. ilk defa kullanmadan 8nce bir
calisma sollisyonu elde etmek icin sisede belirtildigi Gzere 4 hacim etanol
(%96-100 h/h, saflik derecesi p.a.) ekleyin.

RNase-Free DNase Set ilk kez kullanilacaksa DNaz | stok sollsyonu hazirlayin.
Kati DNaz I'yi (RNFD; 1500 Kunitz birimi)* set ile saglanan DNaz resiispansiyon
tamponunun (DRB) 550 uL'si icinde ¢6zln. Siseyi agarken DNaz | (RNFD)
kaybedilmediginden emin olun. Sulandiriimis DNaz I'yi (RNFD) vortekslemeyin.
DNaz | fiziksel denatirasyona 6zellikle duyarlidir. Karistirma sadece sisenin
yavasca tersine cevrilmesiile gerceklestirilmelidir.

Sulandirilmis DNaz | (RNFD), orijinal cam sisesinde 2-8 °C'de (stok sollisyonu)ya
da stok sollisyonu cam siseden cikarilip tek kullanimlik alikotlara ayrildiktan sonra
(kitle birlikte verilen 1,5 mL'lik MCT'yi kullanin; 5 alikot icin yeterli sayida
mevcuttur)-20 °C'de saklanabilir. C6zdrilmis alikotlar 2-8 °C'de saklanabilir.
Alikotlari ¢dzdlrdlkten sonra yeniden dondurmayin.

DNaz | (RNFD) sulandirma ve alikot olusturma sirasinda, RNA kullanimina yénelik
kilavuz ilkeleri izlediginizden emin olun (Ek A, sayfa 77).

Prosedir

PAXgene Blood RNA Tube'u (BRT) sallanan kova rotor kullanarak 10 dakika
boyunca 3000-5000 x g hizda santrifujleyin.

* Kunitz tniteleri yaygin olarak DNaz | dlgtim(i igin kullaniimaktadir. 25 °C sicaklikta, pH 5,0'da substrat olarak yliksek
6lclde polimerize DNA kullanildiginda Azso'ta bir mililitre icin dakika basina 0,001 artisa yol agan DNaz | miktari olarak
tanimlanmaktadir (Kunitz, M. (1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 ve 363).
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@ Kan hicrelerinin tam lizisini ve RNA'nin cokelmesini saglamak icin kan
6rneginin PAXgene Blood RNA Tube'da (BRT) minimum 2 saat boyunca
oda sicakhiginda(15-25°C) inklibe edildiginden emin olun.

@ Rotor, yuvarlak tabanli tipler igin tlp adaptorleri icermelidir. Baska tir
tlp adaptord kullanilirsa tipler santrifligasyon sirasinda kirilabilir.

2. Slpernatani dekantasyon veya pipetleme yoluyla ¢ikarin. Pellete 4 mL RNaz
icermeyen Su(RNase-Free Water, RNFW) ekleyin ve tiipii yeni bir sekonder BD
Hemogard kapak kullanarak kapatin (kitle birlikte verilir).

Slipernatanin dekantasyonu yapilirsa pelleti bozmamaya dikkat edin ve tipln

kenarini temiz bir kagit havluyla kurulayin.

3. Pellet gorindr sekilde ¢ozliniinceye kadar vorteksleyin ve bir sallanan kova rotor
kullanarak 10 dakika 3000-5000 x g hizda santrifljleyin. Sipernatanin tamamini
cikarin ve atin.

Vortekslemeden sonra ancak santrifjleme isleminden dnce slipernatanda az

miktarda kalinti kalmasi islemi etkilemeyecektir.

@ Stpernatanin tam olarak giderilmemesi lizisi 6nleyecek ve lizati
sulandiracaktir. Bu nedenle RNA'nin PAXgene membranina baglanma
kosullarini etkileyecektir.

4, 350 pL reslspansiyon tamponu (BR1) ekleyin ve pellet goriindr sekilde
¢ozlnlnceye kadar vorteksleyin.

5. Ornegi1,5 mL'lik bir MCT'ye pipetleyin. 300 pL baglama tamponu (BR2) ve 40 pL
proteinaz K (PK) ekleyin. 5 saniye boyunca vorteksleyerek karistirin ve calkalayici-
inklibator kullanarak 10 dakika boyunca 55 °C'de 400-1400 rpm hizda inki{be edin.
ink[]basyondan sonra galkalayici-inkiibator sicakligin 65°C'ye ayarlayin (adim 20
icin).

@ Ornege eklemeden nce baglama tamponu (BR2) ve proteinaz K'yi (PK)
birbirine ekleyerek karistirmayin.
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6. Lizatidogrudan 2 mL'lik bir PT'ye yerlestirilmis PSC (eflatun)igine pipetleyin ve
maksimum hizda (ancak 20.000 x g lizerinde olmayacak sekilde) 3 dakika
santriftjleyin.

@ Lizati dikkatli bigimde dondirme kolonuna (PSC) pipetleyin ve lizatin
déndiirme kolonuna (PSC) tamamen aktarildigini gérsel olarak kontrol
edin.

Kolonlarin (PSC) ve tliplerin (PT) zarar gérmesini énlemek icin 20.000 x g hiz

gecmeyin.

@ Bazi 6rnekler santrifijleme yapiimadan PSC i¢inden akabilir. Bunun
nedeni bazi 6rneklerin disuk viskozitesidir ve Grlin basarisizhginin bir
gostergesi olarak distiniimemelidir.

7. Akis fraksiyonu stipernataninin tamamini PT'deki pelleti bozmadan yeni bir
1,5 mL'lik MCT'ye dikkatlice aktarin.

8. 350 pL etanol (%96-100 h/h, saflik derecesi p.a.) ekleyin. Vorteksleyerek karistirin
ve tlip kapaginin icinden damlalari gidermek igin kisa stire santrifijleyin (500-
1000 x g hizda 1-2 saniye).

@ Santriftjleme siresi 1-2 saniyeyi gegcmemelidir. Aksi takdirde, nikleik
asitlerin pellet olusturmasi ve total RNA verimlerinin azalmasi s6z
konusu olabilir.

9. 2mLl'lik PT'ye yerlestirilmis PRC'ye (kirmizi) 700 pL 6rnek pipetleyin ve 8000-
20.000 » g hizda 1 dakika boyunca santrifijleyin. Déndirme kolonunu (PRC) yeni
bir 2 mL'lik PT'ye yerlestirin ve akis kisminiiceren eski PT'yi atin.

10. PRC'ye kalan 6rnegi pipetleyin ve 8000-20.000 x g hizda 1dakika boyunca
santrifdjleyin. Dondirme kolonunu (PRC) yeni bir 2 mL'lik PT'ye yerlestirin ve akis
kisminiiceren eski PT'yi atin.

@ Ornegi dikkatli bicimde déndirme kolonuna (PRC) pipetleyin ve rnegin

déndirme kolonuna (PRC) tamamen aktarildigini gérsel olarak kontrol
edin.
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350 pL yikama tamponu 171 (BR3) PRC'ye pipetleyin. 1dakika boyunca
8000-20.000 * g hizda santrifljleyin. Dondirme kolonunu (PRC) yeni bir 2 mL'lik
PT'ye yerlestirin ve akis kisminiigeren eski PT'yi atin.

10 uL DNaz I (RNFD) stok soltisyonunu 1,5 mL'lik MCT igerisinde 70 uL DNA
parcalama tamponuna (RDD) ekleyin. Tipe parmadinizla hafifce vurarak karistirin
ve tlpun yanlarindan kalan siviyl toplamak igin kisa sire santrifdjleyin.

Ornegin, 10 6rnek isleniyorsa 100 pL. DNaz | (RNFD) stok soliisyonunu 700 pL DNA
parcalama tamponuna (RDD) ekleyin. Kitle birlikte verilen 1,5 mL'lik MCT'leri
kullanin.

@ DNaz | fiziksel denatirasyona 6zellikle duyarlidir. Karistirma sadece
tlpe hafifgce vurarak yapilmalidir. Vortekslemeyin.

DNaz | (RNFD)inkibasyon karisimini (80 yL) dogrudan PRC membranina pipetleyin
ve masatistiinde (20-30 °C) 15 dakika bekletin.

DNaz | (RNFD)inkibasyon karisiminin dogrudan membran lzerine
yerlestirildiginden emin olun. Karisimin bir kismi dondirme kolonunun
(PRC)duvarlari veya O halkasina uygulanirsa ve orada kalirsa DNA
parcalanmasi eksik olacaktir.

PRC'ye 350 pL yikama tamponu 1(BR3) pipetleyin ve 8000-20.000 x g hizda

1 dakika boyunca santrifijleyin. Déndiirme kolonunu (PRC)yeni bir 2 mL'lik PT'ye

yerlestirin ve akis kisminiigceren eski PT'yi atin.

PRC'ye 500 pL ylkama tamponu 2 (BR4) pipetleyin ve 8000-20.000 x g hizda

1 dakika boyunca santrifijleyin. Déndiirme kolonunu (PRC) yeni bir 2 mL'lik PT'ye

yerlestirin ve akis kisminiigceren eski PT'yi atin.
Yikama tamponu 2 (BR4) konsantre olarak saglanir. Kullanmadan 6nce
ylkama tamponu 2'ye (BR4) etanol eklendiginden emin olun (bkz
"Baslamadan 6nce yapilacaklar", sayfa 25).

500 pL daha yikama tamponu 2'yi (BR4) PRC'ye ekleyin. 8000-20.000 x g hizda

3 dakika santrifijleyin.

PAXgene Blood RNA Kit (El Kitabi) Kullanim Talimatlari 02/2023 29



17. Akis kisminiiceren PT'yi atin ve PRC'yi yeni bir 2 mL'lik PT'ye yerlestirin.
8000-20.000 = g hizda 1dakika santrifUjleyin.

18. Akis kisminiigeren PT'yi atin. PRC'yi 1,5 mL'lik bir MCT'ye yerlestirin ve 40 pL
eliisyon tamponunu (BR5) dogrudan PRC membranina pipetleyin. RNA ellisyonu
icin 1dakika boyunca 8000-20.000 = g hizda santrifijleyin.

Maksimum ellsyon etkinligini elde etmek i¢in tim membrani eliisyon tamponu
(BRB)ile islatmak onemlidir.

19. ElGisyon adimini(adim 18) agiklandigi gibi, 40 pL elisyon tamponu (BR5) ve ayni
MCT'yi kullanarak tekrarlayin.

20. Ellati galkalayici-inkibat6rde (adim 5'ten) 5 dakika boyunca 65°C'de sallamadan
inkiibe edin. inkiibasyondan sonra hemen buz iizerinde sogutun.

@ Bu 65°C'deki 6rnek inkiibasyonu RNA'y1 asagi yonde uygulamalar igin
denatlre eder. Asagi yonde uygulamaya bir isi denatlirasyonu adimi
dahil olsa da bu adimi atlamayin. Asagi yonde uygulamalarda maksimum
etkinlik saglamak i¢in bu asamada yeterli RNA denatlirasyonu son
derece dnemlidir.

inkiibasyon siiresi veya sicakligini gegmeyin.
21. RNA &rnekleri hemen kullaniimayacaksa -20°C veya -70°C'de saklayin.

RNA tekrarlanan dondurma ve ¢ézme sonrasinda denatiire durumda kaldigindan
inkiibasyonu 65°C'de tekrarlamak gerekmez. RNA 6rnekleri tani amagl bir tahlilde
kullanihyorsa Ureticinin sagladigi talimatlariizleyin.

RNA'nin 260 nm'de absorbans ile dogru kantifikasyonu icin 6rneklerin 10 mM
Tris-HCl ile pH 7,5'de seyreltilmesini 8neririz.* Ornedi RNaz icermeyen Suda
seyreltmek yanlis olarak diistk degerlere neden olabilir.

Spektrofotometreyi lgllecek drneklerle ayni oranda ellisyon tamponu (BR5) ve
Tris-HCI tamponundan olusan bir kor kullanarak sifirlayin. Elisyon tamponunun
(BR5) 220 nm'de yliksek absorbansi vardir ve bu durum, spektrofotometre uygun
sekilde sifirlanmazsa ylksek arka plan absorbans seviyelerine yol agabilir.

*Kimyasallarla galisirken her zaman uygun laboratuvar 6nligu, tek kullanimlik eldiven ve koruyucu gézliik kullanin. Daha
fazla bilgi igin Grln tedarikgisinden temin edilebilecek uygun glivenlik veri sayfalarina (Safety Data Sheet, SDS)
basvurun.
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@ Tris HCl tamponunda kantifikasyon icin Az = 1= 44 pg/mL iliskisini
kullanin. Bkz Ek B, sayfa 78.
22.Tamponlar ve RNaz igcermeyen suyun bulundugu tim siseleri, enzimler ve enzim
tamponlarinin bulundugu siseleri ve tlpleri ve protokol igin kullanilan kitten
plastik malzemelerin bulundugu torbalari yeniden kapatin. Kitin kalan igerigini
sonraki kullanima kadar "Reaktif Saklama ve Kullanma"(sayfa 22) ve "Kullanimda
stabilite" (sayfa 22) bolimlerinde aciklandigi sekilde saklayin.
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Protokol: PAXgene Blood RNA Tubes(BRT)
icinde Toplanan insan Tam Kanindan Total
RNA'nin Otomatik izolasyonu

Baslamadan 6nce 6nemli noktalar

Kit kutusunun saglam ve hasarsiz oldugundan ve tamponlarin sizmamis
oldugundan emin olun. Hasarl bir kiti kullanmayin.

Bir pipet kullanirken dogru hacme ayarlandigindan ve sivinin dikkatli ve tam olarak
aspire edilip dagitildigindan emin olun.

Orneklerin yanlis tiiplere ve plastik sarf malzemelerine aktarimini 5nlemek igin
tim PT'lerin, MCT'lerin ve rotor adaptorlerinin silinmez bir kalemle uygun sekilde
etiketlendiginden emin olun. Her MCT'nin kapagini ve gévdesini, her PT'nin
govdesini ve her rotor adaptorindn dis duvarini etiketleyin.

Prosedir sirasinda 6rnekler ve tamponlarin doktlmesi RNA verimi ve safligin
azaltabilir.

Aksi belirtiimedigi stirece bu protokoliin santriftj adimlari dahil olmak tzere tim
adimlari oda sicakliginda (15-25°C) gergeklestirilmelidir.

Nukleik asit amplifikasyonu teknolojilerinin duyarliliginedeniyle 6rneklerin muamelesi
sirasinda gapraz kontaminasyondan kaginmak igin su dnlemler gereklidir:

Ornegi tiip kenarini islatmadan tiipiin en altinda olacak sekilde PT'nin icine
dikkatle pipetleyin.

Sivi transferleri arasinda daima pipet uclarini degistirin. Aerosol bariyerli pipet
uclari kullanin.

Dondlrme kolonu (PSC, PRC) membranina pipet ucu ile dokunmaktan kacinin.

Bir MCT'yi vorteksledikten veya isittiktan sonra kapadin icindeki damlalari
gidermek igin kisa sure santrifdjleyin.
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TUm prosedir boyunca eldiven kullanin. Eldivenler ile 6rnedin temasi durumunda
eldivenleri hemen degistirin.

Baslamadan dnce yapilacaklar

Kan, PAXgene Blood RNA Tube El Kitabi belgesinde yer alan talimatlar
dogrultusunda PAXgene Blood RNA Tubes (BRT)iginde toplanmalidir. Gerekirse
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) kullanimi hakkinda 6neriler icin Ek C'ye (sayfa
80) bakin.

Kan hdcrelerinin tam lizisini ve RNA'nin ¢okelmesini saglamak icin PAXgene
Blood RNA Tubes'un (BRT), kan toplandiktan sonra en az 2 saat boyunca oda
sicakliginda inkibe edildiginden emin olun. PAXgene Blood RNA Tube'un (BRT) bir
gece boyunca inkiibe edilmesi verimleri artirabilir. PAXgene Blood RNA Tube
(BRT) kan toplandiktan sonra 2-8 °C, -20 °C veya -70 °C'de saklanmissa dnce oda
sicakligina dengeleyin ve ardindan prosedire baslamadan 6nce 2 saat boyunca
oda sicakhginda saklayin.

Sayfa 18 icindeki glvenlik bilgilerini okuyun.
"Onemli Notlar", sayfa 58 kismini okuyun.
RNA kullanimiyla ilgili kilavuz ilkeleri okuyun (Ek A, sayfa 77).

ilgili QlAcube Connect MDx Kullanim Kilavuzunu ve cihazla birlikte verilen tim ek
bilgileri gtivenlik bilgilerine dzellikle dikkat ederek okuyun.

Pipetler ve QlAcube Connect MDx gibi cihazlarin ve ayqitlarin Greticinin
onerilerine gore dlzenli olarak kontrol ve kalibre edildiginden emin olun.
Baglama tamponu (BR2) saklama halinde bir ¢okelti olusturabilir. Gerekirse
cdzmek icin 37°C'ye isitin.

Yikama tamponu 2 (BR4) konsantre olarak saglanir. ilk defa kullanmadan 8nce bir
calisma sollisyonu elde etmek icin sisede belirtildigi Gzere uygun hacimde etanol
(%96-100 h/h, saflik derecesi p.a.) ekleyin.
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RNase-Free DNase Set ilk kez kullanilacaksa DNaz | stok sollsyonu hazirlayin.
Kati DNaz I'yi (RNFD; 1500 Kunitz birimi)* set ile saglanan DNaz resiispansiyon
tamponunun (DRB) 550 uL'si icinde ¢6zln. Siseyi agarken DNaz | (RNFD)
kaybedilmediginden emin olun. Sulandiriimis DNaz I'yi (RNFD) vortekslemeyin.
DNaz | fiziksel denatilrasyona 6zellikle duyarlidir. Karistirma sadece sisenin
yavasca tersine cevrilmesiile gerceklestirilmelidir.

Sulandiriimis DNaz | (RNFD), orijinal cam sisesinde 2-8 °C'de (stok sollisyonu)ya
da stok sollisyonu cam siseden cikarilip tek kullanimlik alikotlara ayrildiktan sonra
(kitle birlikte verilen 1,5 mL'lik MCT'yi kullanin; 5 alikot icin yeterli sayida
mevcuttur)-20 °C'de saklanabilir. C6zdirilmds alikotlar 2-8°C'de saklanabilir.
Alikotlari ¢cdzdUrdlkten sonra yeniden dondurmayin.

DNaz | (RNFD) sulandirma ve alikot olusturma sirasinda, RNA kullanimina yoénelik
kilavuz ilkeleri izlediginizden emin olun (Ek A, sayfa 77).

Dogru calkalayici adaptoriini takin (QlAcube Connect MDx ile birlikte verilir; 2 mL
glvenli kilit tipleriigin adaptord kullanin, "2" ile isaretlenmistir) ve calkalayici
rafiniadaptorin Ustline koyun.

Atik cekmecesini kontrol edin ve gerekirse bosaltin.

Daha dnceki galismalar icin yapilmadiysa tim ilgili protokolleri yikleyin. QlAcube
Connect MDx, ilgili zip dosyasinda bulunan tim protokollerin indirilmesini
gerektirir. Bkz. "QlAcube Connect MDx'e protokol kurulumu", sayfa 60.

Prosedir

1.

QlAcube Connect MDx kapadini kapatin ve cihazi gli¢ anahtariyla agin (bkz.
Sekil 15, sayfa 59).

Bir bip sesi duyulur ve baslangi¢c ekrani gorilir. Cihaz otomatik olarak baslatma
testlerini gerceklestirir.

*Kunitz Gniteleri yaygin olarak DNaz | 6l¢iimii igin kullaniimaktadir. 25°C sicaklikta, pH 5,0'da substrat olarak yliksek
6lglide polimerize DNA kullanildiginda Azso'ta bir mililitre igin dakika basina 0,001 artisa yol agan DNaz | miktari olarak
tanimlanmaktadir (Kunitz, M. (1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 ve 363).
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2. QlAcube Connect MDx kapagini agin ve gerekli reaktifleri ve plastik malzemeleri
cihaza yukleyin. Bkz. "QlAcube Connect MDx'i ylkleme", sayfa 61.

Zamandan tasarruf etmek icin, yikleme sonraki 10 dakikalik santriftjleme
adimlarinin (adim 3 ve 5) biri veya her ikisi sirasinda yapilabilir.

3. PAXgene Blood RNA Tube'u (BRT) sallanan kova rotor kullanarak 10 dakika
boyunca 3000-5000 = g hizda santrifijleyin.

@ Kan hicrelerinin tam lizisini ve RNA'nin ¢okelmesini saglamak igin kan
ornegdinin PAXgene Blood RNA Tube'da (BRT) minimum 2 saat boyunca
oda sicakliginda (15-25°C) inkiibe edildiginden emin olun.

@ Rotor, yuvarlak tabanli tiplericin tip adaptorleri icermelidir. Baska tur
tlp adaptord kullanilirsa tipler santrifligasyon sirasinda kirilabilir.

4. SUpernatani dekantasyon veya pipetleme yoluyla ¢ikarin. Sipernatanin
dekantasyonu yapilirsa pelleti bozmamaya dikkat edin ve tipUn kenarini temiz bir
kagit havluyla kurulayin. Pellete 4 mL RNaz icermeyen Su (RNase-Free Water,
RNFW) ekleyin ve tlipl yeni bir sekonder BD Hemogard kapak kullanarak kapatin
(kitle birlikte verilir).

5. Pellet gortnlr sekilde cozlininceye kadar vorteksleyin ve bir sallanan kova rotor
kullanarak 10 dakika 3000-5000 x g hizda santrifdjleyin. Sipernatanin tamamini
cikarin ve atin.

Vortekslemeden sonra ancak santrifiijleme isleminden 6nce slipernatanda az
miktarda kalinti kalmasi islemi etkilemeyecektir.

@ Slpernatanin tam olarak giderilmemesi lizisi dnleyecek ve lizati
sulandiracaktir. Bu nedenle RNA'nin PAXgene membranina baglanma
kosullarini etkileyecektir.

6. 350 pL reslispansiyon tamponu (BR1) ekleyin ve pellet gorinir sekilde
¢ozlnlinceye kadar vorteksleyin.

7. Ornegi 2 mL'lik bir PT'ye pipetleyin.
@ PAXgene Blood RNA Kit ile verilen 2 mL'lik PT'leri kullanin.
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8. Ornegiiceren acik PT'leri QlAcube Connect MDx calkalayicisina yiikleyin (bkz.
Sekil 18, sayfa 63). Ornek pozisyonlari yiikleme kolayligi agisindan
numaralandiriimistir. Her PT'nin yanindaki galkalayici rafinin kenarindaki yuvalar
icine calkalayici rafi tikaglari (QlAcube Connect MDx ile birlikte verilir) yerlestirin.
Bunlar érneklerin ylkleme kontroll sirasinda saptanmasini mimkun kilar.

@
O

Dogru calkalayici adaptoriniin (Calkalayici Adaptord, 2 mL, givenli kilit
thpleri, "2"ile isaretlenmistir, QlAcube Connect MDx ile birlikte verilir)
takildigindan emin olun.

12'den az 6rnek isleniyorsa galkalayici rafini Sekil 22, sayfa 67 igcinde
gosterildigi gibi yiklediginizden emin olun. Bir (1) veya 11 6rnek
islenemez. Calkalayici rafindaki pozisyon numaralari, santriftjdeki
pozisyon numaralarina karsilik gelir.

9. OlAcube Connect MDx kapagini kapatin (bkz. Sekil 15, sayfa 59).

10."PAXgene Blood RNA Part A" protokolint segin ve protokold baslatin.

QlAcube Connect MDx dokunmatik ekraninda verilen talimatlariizleyin.

@
@

Her iki program bolimdnin (b6lim A ve bélim B) QlAcube Connect
MDx'e kurulu oldugundan emin olun (bkz. "QlAcube Connect MDx'e
protokol kurulumu", sayfa 60).

Cihaz 6rnekler, uclar, rotor adaptorleri ve reaktif siseleriicin yikleme
kontrolleri gergeklestirir.

11. "PAXgene Blood RNA Part A" protokolu bittikten sonra QlAcube Connect MDx
kapadini acin (bkz. Sekil 15, sayfa 59). PRC'yi rotor adaptdrlerinden ve bos PT'leri
calkalayicidan ¢ikarin ve atin.

Calisma sirasinda dondirme kolonlari, rotor adaptori pozisyonu Tden
(kapak pozisyonu L1) rotor adaptori pozisyonu 3'e (kapak pozisyonu L2)
cihaz tarafindan aktarilir (bkz. Sekil 20, sayfa 65).
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12. Rotor adaptérlerinde saflastirilmis RNA iceren tim 1,5 mL'lik MCT'lerin kapaklarini
kapatin (pozisyon 3, kapak pozisyonu L3, bkz. Sekil 20, sayfa 65). 1,5 mL'lik
MCT'leri QlAcube Connect MDx calkalayici adaptoriine aktarin (bkz. Sekil 18,
sayfa 63).

13. QlAcube Connect MDx kapadini kapatin (bkz. Sekil 15, sayfa 59).

14."PAXgene Blood RNA Part B" protokollini secin ve protokoll baslatin.
QlAcube Connect MDx dokunmatik ekraninda verilen talimatlari izleyin.

@ Bu program 6rnekleri 65°C'de inkiibe eder ve RNA'yi asagi yonde
uygulamalar igin denatlre eder. Asagi yonde uygulamaya bir Isi
denatlirasyonu adimi dahil olsa da bu adimi atlamayin. Asagi yénde
uygulamalarda maksimum etkinlik saglamak icin bu asamada yeterli
RNA denatlirasyonu son derece 6nemlidir.

15. "PAXgene Blood RNA Part B" programi bittikten sonra QlAcube Connect MDx
kapadini acin (bkz. Sekil 15, sayfa 59). Saflastiriimis RNA iceren MCT'leri hemen
buz Ustlne yerlestirin.

f UYARI: Sicak ylUzey. Calkalayici 70°C'ye (158°F) kadar sicakliklara

ulasabilir. Sicakken dokunmaktan kacinin.

@ Saflastiriimis RNA'nin QlAcube Connect MDx icinde kalmasinaizin
vermeyin. Ornekler sogutulmadigindan saflastiriimis RNA degrade
olabilir. Bu nedenle basinda beklenmeyen gece érnek hazirlama
calismalari 6nerilmez.

16. RNA &rnekleri hemen kullaniimayacaksa —20°C veya —70°C'de saklayin.

RNA tekrarlanan dondurma ve ¢ézmeden sonra denattre durumda kaldigindan isi
inkibasyonu protokolln( ("PAXgene Blood RNA Part B") tekrarlamak gerekmez.
RNA &rnekleri diagnostik bir tahlilde kullanilacaksa Uretici tarafindan saglanan
talimatlarrizleyin.
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RNA'nin 260 nm'de absorbans ile dogru kantifikasyonu icin érneklerin 10 mM Tris-
HClile pH 7,5'de seyreltilmesini éneririz.* fjrne(ji RNaz i(;ermeyen Suda
seyreltmek yanlis olarak diistk degerlere neden olabilir.

Spektrofotometreyi 6lgllecek drneklerle ayni oranda eliisyon tamponu (BR5) ve
Tris-HCI tamponundan olusan bir kor kullanarak sifirlayin. Elisyon tamponunun
(BR5) 220 nm'de yliksek absorbansi vardir ve bu durum, spektrofotometre uygun
sekilde sifirlanmazsa ylksek arka plan absorbans seviyelerine yol agabilir.

@ Tris-HCI tamponunda kantifikasyon icin su iliskiyi kullanin:
Ao =1= 44 ug/mL. Bkz Ek B, sayfa 78.

17. Reaktif sise rafini QlAcube Connect MDx galisma tablasindan (bkz. Sekil 18,
sayfa 63) cikarin ve tim reaktif siselerini uygun etiketli kapaklarla kapatin.
Tamponlar ve RNaz icermeyen suyun bulundugu tim siseleri, enzimler ve enzim
tamponlarinin bulundugu siseleri ve tiipleri ve protokol igin kullanilan kitten
plastik malzemelerin bulundugu torbalari yeniden kapatin. Kitin kalan igerigini ve
reaktif siselerini sonraki kullanima kadar "Reaktif Saklama ve Kullanma" (sayfa 22)
ve "Kullanimda stabilite" (sayfa 22) b6llimlerinde aciklandigi sekilde saklayin.

QlAcube Connect MDx MCT yuvalarinda, PT'lerde kalan reaktifleri ¢ikarin ve atin.
Rotor adaptorlerini santrifijden ¢ikarin ve atin. QlAcube Connect MDx atik
cekmecesini bosaltin (bkz. Sekil 15, sayfa 59). Cihaz kapagini kapatin ve cihazi glic
anahtariyla kapatin.

* Kimyasallarla galisirken her zaman uygun laboratuvar 6nligi, tek kullanimlik eldiven ve koruyucu gdzlik kullanin. Daha
fazla bilgi igin Grln tedarikgisinden temin edilebilecek uygun giivenlik veri sayfalarina (Safety Data Sheet, SDS)
basvurun.
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Urldn Kullanimi Sinirlamalari

PAXgene Blood RNA Kit'in in vitro tani amacli uygulamalarda insan tam kanindan
(4,8x10% - 1,1 x 107 I6kosit/mL) intraseliler RNA'nin izolasyonu igin kullaniimasi
amaclanmistir. insan tam kanindan genomik DNA'nin veya viral niikleik asitlerin
izolasyonu icin degildir. Stabilizasyon spesifikasyonlariicin dogrulanmis sinirli sayida
transkript bulunmasi nedeniyle (FOS ve IL1B gen transkriptleri) performans 6zellikleri
tim transkriptlericin belirlenmemistir. Kullanicilar diger transkriptler icin dogrulama
gerekip gerekmedigini belirlemek Gzere Uretici verilerini ve kendi verilerini gdzden
gecirmelidir. Kit bilesenleri yalnizca, bu kullanim talimatlarinda agiklanan manuel ve
otomatik protokolde kullanima yoneliktir.

PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) kullanimi hakkinda bilgi icin PAXgene Blood RNA
Tube El Kitabi belgesine bakin.

Kalite Kontrol

OIAGEN'in ISO Sertifikall Kalite Yonetim Sistemine uygun olarak, her bir PAXgene
Blood RNA Kit lotu, tutarli Griin kalitesinin temin edilmesi igin dnceden belirlenmis
spesifikasyonlara gore test edilmistir.
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Performans Ozellikleri

Ornek toplama ve stabilizasyonu

PAXgene Blood RNA Tubes (BRT), tescilli bir RNA stabilizasyon reaktifiigerir. Bu katki
maddesi, RNA molekdllerini RNazlar tarafindan degradasyondan korur ve gen
ekspresyonunda ex vivo degisiklikleri minimuma indirir. PAXgene Blood RNA Tubes
(BRT), insan tam kaninin toplanmasina ve 18-25°C'de 3 giine kadar (sirasiyla Sekil 4 ve
Sekil 5, sayfa 41 ve 42) veya 2-8°C'de 5 gline kadar (Sekil 6 ve Sekil 7, sayfa 43 ve 44)
hicresel RNA stabilizasyonu igin kullanima ydneliktir. Ayrica, stabilize kan
dondurulmus halde saklanabilir. Mevcut veriler, hiicresel RNA'nin -20°C veya -
70°C*de en az 1yl boyunca stabil oldugunu gdstermektedir. Daha uzun sireli
stabilite degerlendirmesinin yapildigi devam eden ¢alismalar hakkinda daha fazla bilgi
icin lGtfen www.preanalytix.com adresini ziyaret edin veya QIAGEN Teknik Servisleri
ile iletisime gegin.

RNA stabilizasyonunun fiili stiresi hiicresel RNA'nin tirline ve kullanilan asagi yonde
uygulamaya gore degisebilir. Stabilizasyon spesifikasyonlari icin dogrulanmis sinirli
sayida transkript bulunmasi nedeniyle (FOS ve IL1B gen transkriptleri) performans
ozellikleri tim transkriptler icin belirlenmemistir. Kullanicilar diger transkriptler igin
dogrulama gerekip gerekmedigini belirlemek Gzere Uretici verilerini ve kendi verilerini
gbdzden gecirmelidir.

*PAXgene Blood RNA Tubes'da kan saklamaya iliskin uzun dénemli bir galisma devam etmektedir.
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Saklama (giin)
Sekil 4: 18-25°C'deki kan érneklerinde RNA stabilitesi: FOS. Kan, ikiser érnek halinde gériiniirde saglikli 10 donérden
alinmis, belirtilen giin sayisi kadar 18-25°C'de saklanmis ve ardindan total RNA izolasyonu gergeklestirilmistir. [A]Kan,
PAXgene Blood RNA Tubes'da (BRT) toplanmis ve saklanmis ve total RNA, PAXgene Blood RNA Kit kullanilarak
saflastinimistir. [B]Kan, antikoagllan olarak EDTA igeren standart kan toplama tiplerinde toplanmis ve saklanmis ve
total RNA, silika membran bazli RNA temizlemeyle standart organik izolasyon yéntemi kullanilarak saflastiriimistir. FOS
icin relatif transkript seviyeleri, dahili standart olarak 18S rRNA kullanilarak gergcek zamanl dupleks RT-PCR ile
belirlenmistir. Tim &rnekler igin dederler, gdsterilen tim drneklerin ortalamalari ve standart sapmalari ile grafige
dokulmustir. Kesik gizgiler tahlilin +3x kesinligine isaret etmektedir (2,34 Cr).
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Saklama (giin)

Saklama (giin)

Sekil 5: 18-25°C'deki kan érneklerinde RNA stabilitesi: IL1B. Kan alinmis ve Sekil 4'de agiklandigi sekilde 18-25°C'de
saklama sonrasinda total RNA saflastiriimistir. IL1B'nin relatif transkript seviyeleri, dahili standart olarak 18S rRNA
kullanilarak gergek zamanli dupleks RT-PCR ile belirlenmistir. Tim 6rnekler icin degerler, gosterilen tim érneklerin
ortalamalari ve standart sapmalari ile grafige dokilmustir. Kesik gizgiler tahlilin +3x kesinligine isaret etmektedir
(1,93 Cr).
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Sekil 6: 2-8°C'deki kan érneklerinde RNA stabilitesi: FOS. Kan, ikiser 6rnek halinde 10 donérden alinmis, belirtilen giin
sayisi kadar 2-8°C'de saklanmis ve ardindan total RNA izolasyonu gergeklestirilmistir. [A]Kan, PAXgene Blood RNA
Tubes'da(BRT)toplanmis ve saklanmis ve total RNA, PAXgene Blood RNA Kit kullanilarak saflastiriimistir. [B]1Kan,
antikoagllan olarak EDTA iceren standart kan toplama tiiplerinde toplanmis ve saklanmis ve total RNA, silika membran
bazli RNA temizlemeyle standart organik izolasyon yéntemi kullanilarak saflastiriimistir. FOS igin relatif transkript
seviyeleri, dahili standart olarak 18S rRNA kullanilarak gergek zamanli dupleks RT-PCR ile belirlenmistir. Tim 6rnekler
icin degerler, gdsterilen tiim drneklerin ortalamalari ve standart sapmalari ile grafige dokilmustir. Kesik gizgiler tahlilin

+3x kesinligine isaret etmektedir (2,34 Cr).
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Sekil 7: 2-8°C'deki kan érneklerinde RNA stabilitesi: IL1B. Kan alinmis ve Sekil 6'da agiklandi§i sekilde 2-8°C'de saklama

sonrasinda total RNA saflastiriimistir. IL1B'nin relatif transkript seviyeleri, dahili standart olarak 18S rRNA kullanilarak

gergek zamanli dupleks RT-PCRile belirlenmistir. Tim &rnekler igin degerler, gosterilen tim 6rneklerin ortalamalari ve

standart sapmalari ile grafige dokUlmistir. Kesik gizgiler tahlilin +3x kesinligine isaret etmektedir (1,93 Cr).
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Manuel RNA izolasyonu

PAXgene Blood RNA System kullanilarak izole edilen total RNA saftir. Manuel protokol
kullanilarak, beta aktin geninin bir sekansinin kantitatif ve real-time PCR islemiyle
Olglldigu sekilde, Azgo/ Azgo dederlerinin 1,8 ile 2,2 arasinda oldugu ve tim 6rneklerin
>%95'inde <%1 (a/a) genomik DNA bulundugu belirlenmistir. RT-PCR reaksiyon
hacminin %30'una kadarini eltiat olusturdugunda orneklerin en az %95'i RT-PCR'de
inhibisyon gostermemektedir.

Manuel protokol kullanilarak, ortalama érnek hazirlama siresi (12 6rnek hazirlama
calismasindan verilere dayali olarak) yaklasik 90 dakika olmaktadir* ve bunun sadece
40 dakikasi orada bulunmayi gerektirir. 2,5 mL saglikl insan tam kanindan RNA verimi,
islenen drneklerin 2%95'i igin =3 ug degerindedir. Verimler dondre yiksek olglide
bagimli oldugundan bireysel verimler farklilik gdsterebilir. Ayri dondrler icin PAXgene
Blood RNA System yiiksek olglide yeniden Uretilebilir ve tekrarlanabilir verimler
(sirasiyla Sekil 8 ve Sekil 9, sayfa 46 ve 47) ve yeniden Uretilebilir ve tekrarlanabilir RT-
PCR (sirasiyla Sekil 10 ve Sekil 11, sayfa 52 ve 53) saglar ve boylece klinik tani amagli
testlericin yliksek dlgtde glglidur.

Sekil 8 (sayfa 46), PAXgene Blood RNA System'in genel tekrarlanabilirlik ve yeniden
uretilebilirligini gostermektedir. Farkli PAXgene Blood RNA Kit lotlari ve farkli
operatorlerin, RNA veriminin ve gergek zamanli RT-PCR performansinin yeniden
Uretilebilirligi Gzerindeki etkisini gostermek Uzere ek calismalar yapimistir. Bu
calismalaricin ayri PAXgene Blood RNA Tubes(BRT)yerine birlestirilmis kan érnekleri
kullanildigindan sonuclar, sistemin ayri kan alimlari arasindaki oynama dahil olmak
Uzere tekrarlanabilirligini yansitmaz ve sadece 6rnek hazirlamanin tekrarlanabilirligini
yansitir (bkz. Sekil 9, sayfa 47).

* PAXgene Blood RNA Tubes baslangig islemleri (santrifijleme islemleri, pellet yikama ve pellet restispansiyonu) dahil
olmak Uizere toplam protokol galisma siresi.
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RNA verimi (pg/2,5 ml kan)
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Sekil 8: Yeniden uretilebilir ve tekrarlanabilir RNA izolasyonu. 14 dondrden dortli kan 6rnekleri, 3 teknisyenin (A, B, C)
her biri tarafindan manuel olarak islenmistir. Ug ekipman seti kullaniimis ve tek bir teknisyen tarafindan hazirlanan tiim
6rnekler ayni ekipman kullanilarak islenmistir. [A]Ayni dondrlerden ve farkli teknisyenlerle replikat 6rnek basina RNA
veriminin ortalamasi ve standart sapmalari gosterilmistir. [B]14 don&riin her birinden on iki replikat kan 6rnegi, 3 farkli
teknisyen tarafindan islenmistir. Ayni dondrlerden ve tim teknisyenlerin isledigi érneklerin RNA veriminin ortalamalari ve
standart sapmalari sunulmaktadir. Tim RNA &rnekleri igin Azso/ Azso oranlari 1,8 ile 2,2 arasinda degismistir.
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Sekil 9: Birlestirilmis kan 6rnekleri kullanilarak farkl operatdrler ve PAXgene Blood RNA Kit lotlari igin RNA veriminin
tekrarlanabilirligi ve yeniden retilebilirligi. 30 farkli donérden kan 6rnekleri, PAXgene Blood RNA Tubes (BRT, donér
basina 12 tlip, toplamda 360 tlp) iginde toplanmistir. 3 dondrden tiplerin igerigi birlestirilmis ve sonra 36 6rnege tekrar
bélinmustir. 3 dondr havuzu basina bu 36 6rnek, 3 farkli operatdr tarafindan manuel olarak islenmistir. Her bir operatér,
RNA izolasyonu igin 3 farkli PAXgene Blood RNA Kit lotu kullanmis ve 10 dondr havuzunun her birinden dortli 6rnekleri
islemistir. [A]Her operatér-lot kombinasyonu igin RNA verimi ve standart sapma. 10 dondr havuzundan dértli kan
ornekleri, 3 farkli operator (A, B, C) tarafindan 3 kit lotunun (1, 2, 3) her biri ile islenmistir. Ayni donér havuzundan farkli
operator ve farkli kit lotu igin dortli 6rnek basina ortalama verimler (kolonlar) ve standart sapmalar (hata gubuklari)
sunulmaktadir. [B] Tim operatér-lot kombinasyonlari (A, B, C; 1, 2, 3)igin ortalama verim ile verimin standart
sapmasindan hesaplandigi sekilde dondr havuzu basina RNA veriminin CV'si Sekil 9A'da gdsterilmistir.
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Tablo 1A: Segilen donér havuzlari (1, 6, 9, 10) igin her lot iginde ve her kullanici iginde yeniden
uretilebilirlik

Donér havuzu 1(5,1x 108 hiicre/mL) Donér havuzu 6 (6,5 x 10° hiicre/mL)

Verilerin
kombinasyonu | Ortalama Ortalama

verim (pg) verim (pug)
Lot 1, kullanict A 8,03 0,42 9,55 0,99
Lot 1, kullanici B 7,98 117 15 9,38 1,94 21
Lot 1, kullanici C 7,87 0,45 6 10,71 0,65 6
Lot 2, kullanici A 7,32 0,98 13 9,78 1,89 19
Lot 2, kullanici B 6,09 1.04 17 9,82 2,83 29
Lot 2, kullanici C 6,87 0,31 4 10,37 0,74 7
Lot 3, kullanici A 7,04 0,90 13 8,96 0,68 8
Lot 3, kullanici B 6,98 1,22 17 7,73 0,97 13
Lot 3, kullanici C 8,78 0,89 10 10,59 1,94 18

Ortalama Ortalama

verim (pg) verim (pg)
Lot 1, kullanicr A 7,52 0,41 7,96 0,49
Lot 1, kullanici B 8,82 1.72 19 8,90 0,76 9
Lot 1, kullanici C 10,14 1,46 14 10,22 (23 13
Lot 2, kullanict A 6,92 0,27 4 7,83 1,23 16
Lot 2, kullanici B 7,20 0n 10 7,00 0,56 8
Lot 2, kullanici C 9,14 1,52 17 11,56 1.21 10
Lot 3, kullanici A 8,18 0,76 g 7,85 0,82 10
Lot 3, kullanici B 6,41 0,88 14 8,88 217 24
Lot 3, kullanici C 10,78 0,56 5 10,88 0,37 3
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Tablo 1B: Segilen donér havuzlari (1, 6, 9, 10) igin her kullanici iginde ve tiim lotlar arasinda yeniden
uretilebilirlik

Donér havuzu 1(5,1x= 108 hiicre/mL) Dondr havuzu 6 (6,5 x 10° hiicre/mL)

Verilerin
kombinasyonu | Ortalama CV (%) Ortalama SS(pg) CV (%)
verim (pg) verim (pug)
7,46 0,85 n 9,43 1,22 13

Kullanict A, tim

lotlar
Kullanici B, tim 7,02 1,31 19 8,98 2,09 23
lotlar
Kullanici C, tim 7,84 0,98 13 10,56 1.15 1
lotlar
Donor havuzu 9 (8,4 = 10° hiicre/mL) Donér havuzu 10 (10,2 x 108 hiicre/mL)
alama CV (%) Ortalama CV (%)
verim (pg) verim (pg)
Kullanicr A, tim 7,54 0,72 10 7,81 0,82 1
lotlar
Kullanici B, tim 7,48 1,50 20 8,26 1,54 19
lotlar
Kullanici C, tim 10,02 1,34 13 10,89 1,10 10
lotlar
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Tablo 1C: Segilen dondr havuzlari (1, 6, 9, 10) igin her lot iginde ve tiim kullanicilar arasinda yeniden
uretilebilirlik

Dondr havuzu 1(5,1x= 108 hiicre/mL) Dondr havuzu 6 (6,5 x 10° hiicre/mL)
Verilerin
kombinasyonu | Ortalama CV (%) Ortalama SS(ug) CV (%)
verim (pug) verim (pug)
Lot 1, tim 7,96 0,69 g 9,88 1,34 14
kullanicilar
Lot 2, tim 6,76 0,93 14 9,99 1.84 18
kullanicilar
Lot 3, tim 7,60 1.27 17 9,09 1.7 19
kullanicilar
Donér havuzu 9(8,4 x 10° hiicre/mL) Donér havuzu 10 (10,2 x 108 hiicre/mL)
alama CV(%) Ortalama CV(%)
verim (pg) verim (pg)
Lot 1, tim 8,83 1,63 19 9,02 1.27 14
kullanicilar
Lot 2, tim 7,75 1,36 18 8,73 2,31 26
kullanicilar
Lot 3, tim 8,46 1,99 24 9,20 1,80 20
kullanicilar
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Tablo 1D: Segilen donér havuzlari (1, 6, 9, 10) igin tiim lotlar ve tiim kullanicilar arasinda yeniden
uretilebilirlik

Donér havuzu 1(5,1x= 108 hiicre/mL) Dondr havuzu 6 (6,5 x 10° hiicre/mL)

Verilerin
kombinasyonu | Ortalama CV (%) rtalama SS(pg) CV (%)
verim (pg) verim (pug)
7,44 1,09 15 9,66 1,65 17

Lot 1, tim
kullanicilar

Donér havuzu 9(8,4 = 10 hiicre/mL) Donér havuzu 10(10,2 = 108 hiicre/mL)

Ortalama CV (%) Ortalama SS(pg) CV (%)
verim (pg) verim (pg)
8,35 1,70 20 8,99 1,80 20

Lot 1, tim
kullanicilar

4 temsili dondr havuzunun ayrintili analizi. Havuzlar I6kosit sayimina gore secilmistir
ve normal |6kosit sayimi araliginin (4,8 x 10° - 1,1 x 107 I6kosit/ml) Ust, orta ve alt
degerlerini yansitmaktadir. Lokosit sayimi, dondr havuzu basina 3 donorden 3 I6kosit
sayiminin ortalama degerini temsil etmektedir.
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Sekil 10: Kullanicilar arasinda RT-PCR yeniden iretilebilirligi. Gergek zamanl RT-PCR igin Sekil 9'de tanimlanan deneyde
saflastinimis RNA kullanilmistir. [A]FOS ve [B]IL1B relatif transkript seviyeleri, dahili standart olarak 18S rRNA
kullanilarak gergek zamanl dupleks RT-PCR ile belirlenmistir. Tim 6rnekler icin degerler, kullanici A degerlerine relatif
olarak (10 donor = 3 kit lotu x 4 replikat = her gen igin 120 veri seti) grafige dokilmUs ve ortalamalar (kirmizi gizgiler) ile
standart sapmalar (siyah gubuklar) tim 6rnekler igin gésterilmistir. Kesik gizgiler tahlillerin +3x total kesinligine isaret
etmektedir (FOS: 2,34 Cr; IL1B: 1,93 Cr).
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Sekil 11: Kit lotlar arasinda RT-PCR yeniden iiretilebilirligi. Gercek zamanli RT-PCR i¢gin Sekil 9'de tanimlanan deneyde
saflastinimis RNA kullanilmistir. [A]JFOS ve [B]IL1B relatif transkript seviyeleri, dahili standart olarak 18S rRNA
kullanilarak gergek zamanli dupleks RT-PCRile belirlenmistir. Tim ¢rnekler igin dederler, kit lotu 1degerlerine relatif
olarak (10 dondr havuzu x 3 kullanici x 4 replikat = her gen igin 120 veri seti) grafige dokilmUs ve ortalamalar (kirmizi
cizgiler) ile standart sapmalar (siyah gubuklar) tim 6rnekler igin gosterilmistir. Kesik gizgiler tahlillerin +3x total
kesinligine isaret etmektedir (FOS: 2,34 Cr; IL1B: 1,93 Cr).
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Tablo 2: Sekil 10 ve Sekil 11'den RT-PCR verilerinin dzeti

Test sistemi FOS/18S rRNA tahlili IL1B/18S rRNA tahlili

_— Ortalama Ortalama
Verilerin kargilagtiriimasi (AACT) +SS(AACY) (AACT) +SS (AACT)

Her kullanici iginde ve tiim lotlar arasinda yeniden iiretilebilirlik

Tim kullanicilar, lot 1-1lot 1 0,00 0,00 0,00 0,00
Tim kullanicilar, lot 1-lot 2 -0,03 0,48 -0,07 0,66
Tim kullanicilar, lot 1-lot 3 -0,.21 0,52 0mn 0N

Her kullanici icinde ve tiim lotlar arasinda yeniden iiretilebilirlik

Tim lotlar, kullanici A - kullanici A 0,00 0,00 0,00 0,00
Tim lotlar, kullanici A - kullanici B -0,46 0,44 -0,06 0,69
Tim lotlar, kullanici A - kullanici C -0,31 0,60 -0.15 0.7

Kullanici: Caligsmayi yapan teknisyen.

Lot: Calismada kullanilan kit lotu sayisi.

SS: Standart sapma.

Ortalama AACr degerleri (N = 120) ve standart sapmalar Sekil 10 ve Sekil 11de sunulan veriler igin gésterilmektedir.

Otomatik RNA izolasyonu

2,5 mL saglikli insan tam kanindan RNA verimi, islenen 6rneklerin 2%95'i igin 23 pg
degerindedir. Sekil 12 (sayfa 55) 3 operatdr tarafindan 3 kit lotuyla otomatik protokol
kullanilarak hazirlanan toplam 216 6rnekten RNA verimlerini gdstermektedir. Bu
calismalarigin ayriPAXgene Blood RNA Tubes (BRT)yerine birlestirilmis kan 6rnekleri
kullanildigindan sonuglar, ayri kan alimlarina ait tekli érneklerden beklenen RNA
verimini yansitmaz. Verimler donére yiksek 6lclide bagimli oldugundan ayri verimler
farklilk gosterebilir (Sekil 12, sayfa 55).

RT-PCR reaksiyon hacminin %30'una kadarini eliat olusturdugunda 6rneklerin en az
%95'1 RT-PCR'de inhibisyon gdstermemektedir. Otomatik protokol kullanildiginda
ornekler arasinda capraz kontaminasyon, ayni galismada RNA pozitif 6rneklerle (insan
tam kani) eslestirilmis RNA negatif 6rneklerde (su) ABL1 ve FOS transkriptlerinin
sekanslarinin kantitatif, gercek zamanli RT-PCR islemiyle olclldigu sekilde
saptanamaz.
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PAXgene Blood RNA System ve otomatik protokol ile izole edilen RNA, RT-PCR
inhibisyonu gorilmemesinden anlasildigi sekilde saftir ve Agso/Azg0 dederleri 1,8 ile
2,2 arasindadir. Genomik DNA, beta aktin geninin bir sekansinin kantitatif, real-time
PCR islemiyle o6l¢lldigli sekilde, tim orneklerin >%95'inde <%1 (a/a) seviyesinde
bulunmaktadir. Sekil 13 ve Sekil 14 (sayfa 56), 3 operator tarafindan 3 kit lotuyla
otomatik protokol kullanilarak hazirlanan toplam 216 drnedin relatif genomik DNA'si ve
Azso/ Agso degerlerini gostermektedir.

RNA verimi(pg/2,5 ml kan) QlAcube Connect MDx
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Sekil 12: RNA verimi — QlAcube Connect MDx ile otomatik isleme. Ayri donérlerden kan drnekleri PAXgene Blood RNA
Tubes(BRT)iginde toplanmistir. Tiplerin icerigi 6 dondr havuzu olacak sekilde birlestirilmis ve ardindan tekrar
alikotlanmistir. 3 farkli operator (A, B, C) tarafindan toplam 216 tip (havuz basina 36) islenmistir. Her bir operatér, QlAcube
Connect MDx ile otomatik izolasyon igin PAXgene Blood RNA Kit'in 3 farkli lotunu (1, 2, 3) kullanmis ve 6 dondr havuzunun
her birinden dortli érnekleri islemistir. Tim ayri drneklerin RNA verimleri her operatdr-lot kombinasyonu igin
gosterilmistir.
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RNA safligi (Azso/ A2e0) OlAcube Connect MDx
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Sekil 13: RNA safligi (Azso/ Azs0 degerleri) — QlAcube Connect MDx ile otomatik isleme. RNA, Sekil 12'de aciklanan
deneyde, 3 farkli operatér (A, B, C) tarafindan, PAXgene Blood RNA Kit'in 3 farkli lotu (1, 2, 3) OlAcube Connect MDx ile
kullanilarak saflastirilmistir. Tim ayri drneklerin Axso/ Asso dederleri her operatdr-lot kombinasyonu igin gdsterilmistir.

Genomik DNA (a/a)[ % ] QlAcube Connect MDx
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Sekil 14: RNA safligi (% genomik DNA kontaminasyonu) — QlAcube Connect MDx ile otomatik isleme. RNA, Sekil 12'de
aciklanan deneyde, 3 farkli operatdr (A, B, C) tarafindan, PAXgene Blood RNA Kit'in 3 farkli lotu(1, 2, 3) QlAcube Connect

MDx ile kullanilarak saflastinimistir. Her ayri 6rnekteki genomik DNA miktarlari(a/a) her operatr lot kombinasyonu igin
gosterilmistir.

PAXgene Blood RNA System'in kullanildigi otomatik RNA izolasyon protokold, ylksek
olcide yeniden Uretilebilir ve tekrarlanabilir RT-PCR sonuclari saglar ve bdylece klinik
tanramaclh testlericin oldukga glgclidur.
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izole edilmis RNA'nin stabilitesi

Kanla doldurulmus PAXgene Blood RNA Tubes'dan PAXgene Blood RNA Kit ile izole
edilen RNA 6rnekleri, -20°C'de saklandiginda 5 yil ve -70°C'de saklandiginda 7 yil
(calismalarin sonlanim noktasi) boyunca stabildir.
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Onemli Notlar

OlAcube Connect MDx'in kullanimi

OlAcube Connect MDx kullanimi hakkinda bilgi sahibi oldugunuzdan emin olun. Litfen
otomatik PAXgene Blood RNA protokoline baslamadan énce, glvenlik bilgilerine
ozellikle dikkat ederek cihazin kullanim kilavuzunu ve cihazla birlikte saglanan ek
bilgileri okuyun.

QlAcube Connect MDx'i baslatma

OlAcube Connect MDx kapadini kapatin ve cihazi glic anahtariyla agin (bkz. Sekil 15,
sayfa 59).

Bir bip sesi duyulur ve baslangi¢ ekrani gorulir. Cihaz otomatik olarak baslatma
testlerini gerceklestirir.
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QlAcube Connect MDx cihazinin 6nden goriiniimi

QlAcube Connect MDx cihazinin arkadan goriinimi
(sol taraf)

Sekil 15: QlAcube Connect MDx cihazinin dis 6zellikleri.

@ Dokunmatik ekran

@ Kapak

@ Atik cekmecesi
@ Glg anahtari

Disari gekilmis dokunmatik ekran

T

@

QlAcube Connect MDx cihazinin arkadan goriiniimi

(sag taraf)

GO ©

Dokunmatik ekranin sol tarafinda 2 USB
portu; dokunmatik ekranin arkasinda 2 USB
portu (1 USB portuna Wi-Fi modilG takilir)

RJ-45 Ethernet portu

Gl kablosu soketi

Sogutucu hava gikisi
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Dokunmatik ekran

OlAcube Connect MDx, dokunmatik ekran kullanilarak kontrol edilir. Dokunmatik
ekran kullanicinin cihazi kullanmasini saglar ve kullaniciya calisma tablasi ayarinda
rehberlik eder. Ornek isleme esnasinda, dokunmatik ekran protokol durumunu ve
kalan slreyi gosterir.

==

Sekil 16: QlAcube Connect MDx cih;zmln disari gekilmis dokunmatik ekrani.

QlAcube Connect MDx'e protokol kurulumu

OlAcube Connect MDx Uzerinde ilk RNA hazirlama calismasi yapilmadan dnce bir
baslangi¢ protokol kurulumu gerekebilir. Hem "PAXgene Blood RNA Part A" hem de
"PAXgene Blood RNA Part B" protokollerini kurun.

OlAcube Connect MDx protokolleri www.giagen.com adresinde bulunur ve cihazla
birlikte verilen USB bellege indirilmesi gerekir. Bu protokoller, USB portu vasitasiyla
cihaza aktarilir.

USB portu(dokunmatik ekranin yan tarafinda bulunur; bkz. Sekil 15, sayfa 59), QlAcube
Connect MDx'in cihazla birlikte verilen USB bellege baglanmasini saglar. Gunlik
dosyalari veya rapor dosyalari gibi veri dosyalari da USB portu yoluyla cihazdan USB
bellege aktarilabilir.

PAXgene Blood RNA Kit (El Kitabi) Kullanim Talimatlari 02/2023 60


http://www.qiagen.com/

@ USB portu yalnizca QIAGEN tarafindan saglanan USB bellek ile kullanima
yoneliktir. Bu porta baska cihazlar baglamayin.

USB bellegi, protokolleri indirirken veya veri dosyalarini aktarirken ya da bir
protokol galismasi sirasinda gikarmayin.

OlAcube Connect MDx'e protokoller ylikleme islemine dair ayrintili bilgi igin litfen
cihazin kullanim kilavuzuna bakin.

QlAcube Connect MDx'i yukleme

Zamandan tasarruf etmek icgin yikleme, suradaki 10 dakikallk santrifijleme
adimlarinin (adim 3 ve 5) biri veya her ikisi sirasinda yapilabilir: "Protokol: PAXgene
Blood RNA Tubes (BRT)icinde Toplanan insan Tam Kanindan Total RNA'nin Otomatik
izolasyonu", sayfa 32.

Reaktif siseleri

OlAcube Connect MDx Uzerindeki her calismadan 6nce, 4 reaktif sisesini Tablo 3'te
(sayfa 62) listelenen reaktifler ile maksimum gdsterge seviyesine veya bu mimkin
degilse PAXgene Blood RNA Kit'te saglanan tampon hacimlerininizin verdigi seviyeye
kadar dikkatlice doldurun. Siseleri ve kapaklari tampon adlariyla belirgin bir sekilde
etiketleyin ve doldurulmus reaktif siselerini reaktif sisesi rafindaki uygun
pozisyonlara yerlestirin. Rafi cihazin calisma tablasina gosterildigi sekilde yukleyin
(sirastyla Sekil 17 ve Sekil 18, sayfa 62 ve 63).

Saglanan Tampon BR2 hacmi bir reaktif sisesini gosterge seviyesine kadar

@ doldurmayacaktir. Tampon BR3 ve BR4, onceki calismalarda ¢ok sayida
ornegin islenmesinden sonra siseyi gOsterge seviyesine kadar
doldurmayabilir.
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Calisma tablasina yerlestirmeden 6nce kapaklari siselerden ¢ikardiginizdan

: emin olun.

PAXgene Blood RNA Kit'te saglanan tampon hacimleri(50), galisma basina 2 ila
12 6rnekile, QlAcube Connect MDx lizerinde en fazla 7 RNA hazirlama galismasi
icin yeterlidir. Kit basina toplam 50 6rnek islemek igin genel olarak, calisma
basina az sayida 6rnede sahip ¢alismalardan kaginilmalidir. 7'nin Gzerinde RNA
hazirlama calismasi yapmak, son ornekleri islerken tampon hacimlerinin
yetersiz kalmasina yol acabilir.

Tablo 3: Reaktif sisesi rafindaki pozisyonlar

1 Baglama tamponu (BR2)

2 Etanol (%96-100 h/h)

3 Yikama tamponu 1(BR3)

4 Yikama tamponu 2 (BR4)*
5 -(bos birakin)

6 -(bos birakin)

* Yikama tamponu 2 (BR4) konsantre olarak saglanir. ilk defa kullanmadan énce bir galisma soliisyonu elde etmek igin
sisede belirtildigi tizere 4 hacim etanol (%96-100 h/h, saflik derecesi p.a.) ekleyin.

®

Pozisyon1
Baglama
tamponu

(BR2)

Konum 2
Etanol %96~
100 h/h

Pozisyon 3
Yikama
tamponu 1
(BR3)

Pozisyon 4
Yikama
tamponu 2
(BR4)

Pozisyon 5 Pozisyon 6

Bos Bos

Sekil 17: Reaktif sisesi rafini yiikleme. [ A] Reaktif sisesi rafinda siselerin pozisyonlari ve igindekilerin semasi. [B] Rafi
OlAcube Connect MDx'e ylikleme.
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Sekil 18: QlAcube Connect MDx'in i¢ goriiniimd.

Santrifij kapag! MCT yuvalari

Santrif(j @ Ug raflariicin 3 yuva

Calkalayici e Uclar ve kolonlar igin atma yuvalari

@ Robotik kol (1kanalli pipetleyici, tutucu, ultrasonik ve

Reaktif sisesi raf
ITsisesiran optik sensér ve UV LED dahildir)

Ug sensorl ve kapak kilidi

OEOOGO
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Dondiirme kolonlari (PSC, PRC), MCT ve QlAcube Connect
MDx plastik malzemeleri

OlAcube Connect MDx Uzerine Filter Tips 1000 pL ile dolu 2 ug rafi yerlestirin (bkz.
Sekil 18, sayfa 63). Raflari gerektiginde uglarla tekrar doldurun.

Sadece QlAcube Connect MDx ile kullaniimak icin tasarlanmis 1000 pL filtre
uclarini kullanin.

Her 6rnek icin rotor adaptorlerini ve MCT'yi silinmez bir kalem kullanarak etiketleyin.
Kullanilacak PSC'yi acin ve kapagi makas kullanarak tamamen kesip ¢ikarin (bkz.
Sekil 19).

QlAcube Connect MDx robotik tutucusunun diizgiin galismasiicin kapaklarive
kapagi PSC'ye baglayan tim plastik kisimlari tamamen gikarin (keserek)
(bkz. Sekil 19). Aksi takdirde, robotik tutucu PSC'yi uygun sekilde kavrayamaz.

Kolon kapagi
Kolon kapagi hatali sekilde
PSC'den dogru (;Ikarllumls..
sekilde Kapagin bir
cikariimis. kismi hala

PSC'ye takili.

Sekil 19: PSC'yi yiikleme. PSC, rotor adaptdriiniin orta pozisyonuna yiklenir. Kolonu yiiklemeden énce PSC'nin kapagini
kesip cikarin.
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PSC'yi (kapagi olmadan, bkz. Sekil 19, sayfa 64), PRC'yi ve etiketli MCT'yi, Tablo 4 ve
Sekil 20'de gosterildigi sekilde her bir etiketli rotor adaptorindeki uygun pozisyonlara
ylkleyin.

Dondlrme kolonu (PRC) ve MCT kapaklarinin, rotor adaptériniin kenarinda
@ yuvalarin altina gidebildigi kadar itildiginden emin olun. Aksi halde
santrifljleme sirasinda kapaklar kopacaktir.

Tablo 4: Rotor adaptériindeki plastik sarf malzemeleri

pozisyonu

1 PAXgene RNA déndlirme kolonu (kirmizi, PRC) L1

2 PAXgene Shredder déndiirme kolonu (eflatun, PSC)(rotor adaptorine yerlestirmeden -
once kapagi kesip cikarin)

3 MCT* L3
*PAXgene Blood RNA Kit ile verilen MCT'yi (1,5 mL) kullanin.

L2

L1
L3

Sekil 20: Rotor adaptdriindeki pozisyonlar. Rotor adaptdriinde 3 tiip pozisyonu (1-3) ve l¢ kapak pozisyonu (L1-L3) vardir.
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Santriflju yikleme

Kurulu rotor adaptérlerini QlAcube Connect MDx'in santrifij kovalarina asagida Sekil
21'de gosterildigi gibi yUkleyin.

@ 12'den az ornek isleniyorsa santriflij rotorunu radyal olarak dengelenmis
sekilde yiklediginizden emin olun (bkz. Sekil 22, sayfa 67). 12'den daha az
sayida 6rnekislenecek olsa bile bir protokol calismasindan dnce tim santrifdj
kovalari monte edilmis olmalidir. Tek (bir) 6rnek veya 11 6rnek islenemez.

.......... 4

-

Sekil 21: QlAcube Connect MDx'te santrifiijii ylikleme. Kurulu rotor adaptérlerini santriflj kovalari igine yikleyin.
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Sekil 22: Santrifij ve galkalayiciyr yiikleme. Santrif(ij ve galkalayici pozisyonlari, iki(2)ila on (10) 6rnek isleme igin
gosterilmistir. Bir (1) veya 11 6rnek islenemez. 12 rnegin islenmesi icin tim santrif(j ve galkalayici pozisyonlari yiklenir
(gbriint gsterilmemektedir).

PAXgene Blood RNA Kit (El Kitabi) Kullanim Talimatlari 02/2023 67



isleme tupleri

Varsa onceki galismalardan MCT yuvalarinda birakilmis PT'leri gikarin (bkz. Sekil 18,
sayfa 63). 3 PT'yi calismadaki 6rnek sayisina gore Tablo 5'te verilen reaktif miktariyla
doldurun.

DNaz | inkiibasyon karisimi igin belirtilen DNA pargalama tamponu (RDD) hacmini bir
PT'ye pipetleyin ve belirtilen DNaz | (RNFD) stok sollsyonu hacmini ekleyin. Tim
karisimi bir 1000 L pipet ucu kullanarak yukari ve asa@ 3 kez yavasca pipetleyerek
karistirin.

PAXgene Blood RNA Kit ile verilen 2 mL'lik PT'leri kullanin. Tapleri reaktif

adlariyla agikca etiketleyin ve bunlari Tablo 6'da (sayfa 69) belirtildigi gibi MCT

yuvalarinda uygun pozisyona yerlestirin.

DNaz | (RNFD) fiziksel denatiirasyona ¢zellikle duyarlidir. Kirpmayi azaltmak
@ Uzere genis aciklikli pipet uglar kullanarak, sadece pipetlemeyle karistirin.

Vortekslemeyin.

Tablo 5'te belirtildigi gibi sadece gereken hacmi pipetlediginizden emin olun.
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Tablo 5: MCT yuvalariigin PT'lerde gereken reaktiflerin hacmi

nek sayisl i¢in reaktif hacmi (p

sayist ProteinazK(PK) | DNazlinkiibasyon karigimi E'ﬁsy‘zg;as';‘”””
2 126 187(23 DNaz | + 164 Buffer RDD) 313
k3] 170 261(33 DNaz | + 228 Buffer RDD) 399
4 213 334 (42 DNaz | + 292 Buffer RDD) 486
5 256 407(51DNaz | + 356 Buffer RDD) 572
6 299 481(60 DNaz | + 421 Buffer RDD) 658
7 342 554 (69 DNaz | + 485 Buffer RDD) 745
8 386 627(78 DNaz | + 549 Buffer RDD) 831
9 429 701(88 DNaz | + 613 Buffer RDD) 918
10 472 775(97 DNaz | + 678 Buffer RDD) 1004
12 558 921(115 DNaz | + 806 Buffer RDD) 177

Tablo 6: MCT yuvalari

Pozisyon
A e[
icerik Proteinaz K DNaz | inklibasyon karisimi Eltsyon tamponu (BR5)
Kap isleme ttipti* isleme ttipti* isleme ttipti*

*PAXgene Blood RNA Kit ile verilen 2 mL'lik PT'leri kullanin.
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Bertaraf

Numune toplama ve manuel RNA izolasyonu sonrasinda glvenli bertaraf icin IGtfen
siraslyla sayfa 18 ve 19 icinde yer alan guvenlik bilgilerine ve 6nlemlere bakin.

Ayrica, OlAcube Connect MDx kullanarak otomatik RNA izolasyonuiigin, litfen bertaraf

icin kullanilmis uglarin ve kolonlarin 6zel yuvalarini gésteren, sirasiyla Sekil 21 ve Sekil
22'ye (sayfa 66 ve 67) bakin.
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Sorun Giderme Kilavuzu

Bu sorun giderme kilavuzu ortaya ¢ikabilecek sorunlarin ¢ézimdinde yardimci olabilir.
Daha fazla bilgi icin Teknik Destek Merkezimizdeki Sik Sorulan Sorular sayfasina
bakin: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN Teknik Servisindeki bilim
insanlari bu el kitabindaki bilgi ve protokollerle ya da érnek ve tahlil teknolojileriyle
ilgili herhangi bir sorunuzu cevaplandirmaktan daima mutlu olacaktir (irtibat bilgileri
icin son sayfaya bakin veya www.qiagen.com adresini ziyaret edin).

Yorumlar ve 6neriler

RNA degradasyonu

Prosediir veya daha sonraki isleme sirasinda reaktiflere RNaz
sokmamaya dikkat edin (bkz. Ek A, sayfa 77).

Diisiik RNA verimi

b) PAXgene Blood RNA Tube'da PAXgene Blood RNA Tube'da (BRT; bkz. PAXgene Blood RNA Tube EI
(BRT)2,5 mL'den az kan Kitabr) 2,5 mL kan toplandigindan emin olun

a) RNaz kontaminasyonu

=

toplanmis
c) Suda dlgllen RNA Dogru kantifikasyon igin RNA 10 mM Tris-HCI, pH 7,5* iginde
konsantrasyonu seyreltilmelidir (bkz. Ek B, sayfa 78).

d

Manuel protokolde adim 7'de stipernatanin pipetlenmesi sirasinda
biyik partikilleri aktarmaktan kaginin (kiiglik kalintilarin aktarilmasi
islemi etkilemez).

Manuel protokolde adim 9 ve
10'da PRC'ye hiicre kalintilari
aktariimis

e) Silpernatan adim 3'te tamamen

giderilmemis

Sipernatanin tamamen giderildiginden emin olun. Sipernatanin
dekantasyonu yapilmissa PAXgene Blood RNA Tube (BRT)
kenarindan damlalari bir kagit havluyla dokunarak giderin. Capraz
kontaminasyonu énlemek igin uygun énlemleri alin.

@
0
@
0

PAXgene Blood RNA Tube'daki (BRT) kani, topladiktan sonra en az
2 saat boyunca inkibe edin.

f) Kan, PAXgene Blood RNA
Tube'da (BRT)toplandiktan
sonra 2 saatten kisa sireligine
inkibe edilmis

=)

* Kimyasallarla galisirken her zaman uygun laboratuvar 6nligi, tek kullanimlik eldiven ve koruyucu gdzliik kullanin. Daha
fazla bilgi igin Grln tedarikgisinden temin edilebilecek uygun giivenlik veri sayfalarina (Safety Data Sheet, SDS)
basvurun.
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Yorumlar ve oneriler

Diisiik A2s0/ A280 degeri

g) Aszeo/ Azgo 6lgimi icin RNA Safligi 6lcmeden énce RNA'y1 seyreltmek igin 10 mM Tris-HCI, pH 7,5
seyreltmek lzere su kullaniimis kullanin* (bkz. Ek B, sayfa 78).

sifirlanmamis tamponu (BR5) ve 10 mM Tris-HCI, pH 7,5'ten olusan bir kor
kullanarak sifirlayin. Elisyon tamponunun (BR5) 220 nm'de yliksek
absorbansi vardir ve bu durum, spektrofotometre uygun sekilde sifirlanmazsa
ylksek arka plan absorbans seviyelerine yol agabilir.

h) Spektrofotometre uygun olarak @ Spektrofotometreyi dlglilecek drneklerle ayni oranda ellisyon

i) OQlAcube Connect MDx dlizgiin Sorun Giderme kismina dzellikle dikkat ederek QlAcube Connect MDx Kullanim
calismadi Kilavuzu belgesini okuyun. Cihaz bakiminin kullanim kilavuzu iginde agiklandig

gibi uygun sekilde yapildigindan emin olun.

* Wilfinger, W.W., Mackey, M., and Chomczynski, P.(1997) Effect of pH and ionic strength on the spectrophotometric
assessment of nucleic acid purity. BioTechniques 22, 474.

PAXgene Blood RNA Kit (El Kitabi) Kullanim Talimatlari 02/2023 73



Semboller

Asadidaki semboller, kullanim talimatlarinda veya ambalaj ve etiketler lzerinde
bulunabilir. Ek semboller Kit icerigi kisminda (sayfa 6) aciklanmistir.

V<NT> Uriintin <N1> versiyonu

<N2> testicin yeterli reaktif igerir

N

<N2>

Kullanim talimatlarina bakin
Son kullanma tarihi

in vitro tani amacli tibbi cihaz

Katalog numarasi

LoT Lot numarasi

MA Materyal numarasi
Bilesenler
Numara

Kunitz birimleri

Ekleme

CONT igerik

BEEEEEE B E

Sulandiriimis
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Deoksiribontikleaz |

Etanol

GITC Guanidin izotiyosiyanat

)
=
-3
(7
?
s ]
=
D
[5-]
o
=
<3
(7]
(]
[7¢
]
-

RNase-Free DNase Set

GTIN Kiresel Ticaret Parca Numarasi

Sicaklik sinirlamasi

Ust sicaklik siniri

Uretici

2017/746 sayili Yonetmelik (AB) uyarinca yetkili Avrupa
temsilcisi

Onemli not

Etanol eklenmesi

CE isareti. Bu tirlin, in vitro tani amacli tibbi cihazlara
yonelik 2017/746 sayili Yonetmeligin (AB) gerekliliklerini
karsilamaktadir.

Benzersiz cihaz tanimlayici

Dikkat

UYARI: Sicak ytizey

B> e~ EL"?“?I
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iletisim Bilgileri

OIAGEN'deki teknik destegimizin kalitesi ve her an hazir bulunmasi yondyle kendimizle
gurur duyuyoruz. Teknik Servis Bolimlerimiz molekdiler biyoloji ve PreAnalytiX
ardnlerinin kullanimi ile ilgili genis pratik ve teorik uzmanhga sahip deneyimli bilim
insanlarindan olusmaktadir. PAXgene Blood RNA Kit ile ilgili sorulariniz igin litfen
bizimle irtibata gecmekten ¢gekinmeyin.

Teknik destek ve daha fazla bilgi icin Iitfen www.qiagen.com/Support adresindeki
Teknik Destek Merkezimize basvurun, 00800-22-44-6000 numarasini arayin ya da
OIAGEN Teknik Servis Bélimlerinden birine veya yerel distribltorlere basvurun (arka
kapa@a bakin veya www.qiagen.com adresini ziyaret edin).
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Ek A: RNA Muamelesiyle ilgili Genel Notlar

RNA Muamelesi

@

Ribonikleazlar (RNazlar) genel olarak calismak icin kofaktorler
gerektirmeyen ¢ok stabil ve aktif enzimlerdir. RNazlarin inaktivasyonu
zor oldugundan ve RNA'nin degradasyonuicin gok az miktarlar bile yeterli
oldugundan oOncelikle RNaz kontaminasyonu olasihigini ortadan
kaldirmadan herhangi bir plastik veya cam malzeme kullanmayin.
izolasyon prosediirii sirasinda veya sonrasinda RNA drnedine RNazlar
istemeden sokmamak icin cok dikkatli olunmalidir. RNaz icermeyen bir
ortam olusturmak ve slrdirmek igin RNA ile calisirken tek kullanimlik
olan ve olmayan kaplar ve sollUsyonlarin 6n muamelesi ve kullanimi
sirasinda 6nlemler alinmalidir.

Genel kullanim

@

RNA ile calisirken daima uygun mikrobiyolojik aseptik teknik
kullanilmalidir. Eller ve toz partikilleri bakteri ve kiif tasimakta olup RNaz
kontaminasyonunun en sik gorilen kaynaklaridir. Cilt ylzeyinden veya
tozlu laboratuvar ekipmanindan RNaz kontaminasyonunu dnlemek icin
reaktifler ve RNA 6rneklerinin kullanimi sirasinda daima lateks veya vinil
eldivenler kullanin. Eldivenleri sik sik degistirin ve tdpleri mimkin
oldugunca kapali tutun. Alikotlar asadi yonde uygulamalar igin
pipetlendiginde saflastiriimis RNA'y1 buz Gizerinde tutun.

Cam malzeme ve sollisyonlardan RNaz kontaminasyonunu giderme protokolleri

sunlar gibi genel molekdler biyoloji kilavuzlarinda bulunabilir: Sambrook, J. and
Russell, D. W. (2001) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3rd ed. Cold Spring
Harbor, NY: Cold Spring Harbor Laboratory Press.
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Ek B: Total RNA Kantifikasyonu ve Kalitesinin
Belirlenmesi

RNA Kantifikasyonu

RNA konsantrasyonu, absorbansi bir spektrofotometrede 260 nm (Ag) degerinde
olcerek belirlenmelidir. Sonuglarin anlamli oldugundan emin olmak icin olgimler
spektrofotometrenin lineer araliinda olmalidir. 260 nm dederinde 10nitelik bir
absorbans 44 ug RNA/ml degerine karsilik gelir (Ao = 1= 44 pg/mL). Bu iliski sadece
10 mM Tris-HClI, pH 7,5* icindeki dlcliimler icin gegerlidir. Bu nedenle RNA 6rnedinin
seyreltilmesi gerekir ve bu islem 10 mM Tris-HCI icinde yapiimaldir. Asagida
aciklandigi gibi (bkz "RNA Safligi", sayfa 79), 260 ve 280 nm dederlerinde absorbansin
orani RNA safliginin bir tahminini saglar. RNA &rnekleri olgUllrken kivetlerin RNaz
icermediginden emin olun. Spektrofotometreyi dlgllecek orneklerle ayni oranda
elisyon tamponu (BR5) ve Tris-HCI tamponundan olusan bir kér kullanarak sifirlayin.
Elisyon tamponunun (BR5) 220 nm'de yliksek absorbansi vardir ve bu durum,
spektrofotometre uygun sekilde sifirlanmazsa ylksek arka plan absorbans
seviyelerine yol agabilir. RNA kantifikasyonunda yer alan hesaplamaya bir drnek
asagida gosterilmistir.

RNA érneginin hacmi = 80 L
Dildsyon (1/15) = 10 uL RNA 6rnegdi + 140 pL 10 mM Tris-HCI, pH 7,5
Seyreltilmis 6rnegdin absorbansini bir kilvette (RNaz icermeyen) 6lgln.
Azso = 0,3
Ornegin konsantrasyonu = 44 x Aggg x dillsyon faktorl
= 44x0,3x15
= 198 pg/mL
Toplam verim = konsantrasyon x mililitre cinsinden 6rnek hacmi
= 198 pg/mL x 0,08 mL
= 15,8 pg RNA

* Kimyasallarla galisirken her zaman uygun laboratuvar 6nligd, tek kullanimlik eldiven ve koruyucu gdzliik kullanin. Daha
fazla bilgi igin Grln tedarikgisinden temin edilebilecek uygun glivenlik veri sayfalarina (Safety Data Sheet, SDS)
basvurun.
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RNA Safligi

260 ve 280 nm dederlerinde 6lglimlerin orani (Azso/ Azgo) protein gibi UV absorbe eden
kontaminanlara gore RNA safliginin bir tahminini saglar. Ancak Agsg/Azs0 orani pH
degerinden 6nemli derecede etkilenmektedir. Daha dlsik pH, daha diislik Azso/ Az
oranive protein kontaminasyonuna karsi azalmis duyarlliga neden olmaktadir.* Dogru
degerlerin elde edilmesi igin absorbansin 10 mM Tris-HCl'de, pH 7,5'te dlgtlmesini
oneririz. Saf RNAigin Aggo/ Azgg 0rani 10 mM Tris-HCI, pH 7,5 icinde 1,8-2,2 araligindadir.
Spektrofotometreyi Glclilecek orneklerle ayni oranda ellisyon tamponu (BR5) ve
Tris-HCI tamponundan olusan bir kor kullanarak sifirlayin. Elisyon tamponunun (BR5)
220 nm'de ylksek absorbansi vardir ve bu durum, spektrofotometre uygun sekilde
sifirlanmazsa ylUksek arka plan absorbans seviyelerine yol acabilir.

* Wilfinger, W.W., Mackey, M., and Chomczynski, P.(1997) Effect of pH and ionic strength on the spectrophotometric
assessment of nucleic acid purity. BioTechniques 22, 474.
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Ek C: PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) Kullanimi

@ PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) kullanilirken BD'nin asagidaki 6nerileri

yardimci olabilir. PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) hakkinda daha fazla
bilgi icin PAXgene Blood RNA Tube El Kitabi belgesine bakin.

BD Hemogard Kapadinin Cikariimasi Talimati

1.

Basparmaginizi BD Hemogard kapaginin altina yerlestirerek PAXgene Blood RNA
Tube'u (BRT) bir elinizle kavrayin. (Ek stabilite igin kolunuzu saglam bir ylzeye
yerlestirin.) Diger elinizle, BD Hemogard kapadi gevirirken diger elin bagparmadgini
sadece tlp tapasi gevseyinceye kadar ayni anda yukari itin.

Kapagi kaldirmadan dnce basparmadinizi uzaklastirin. Basparmadginizi kapadi
PAXgene Blood RNA Tube'dan (BRT)iterek gikarmak igin kullanmayin. Dikkat:
PAXgene Blood RNA Tube (BRT) kan igeriyorsa maruz kalma tehlikesi mevcuttur.
Kapagin cikariimasi sirasinda yaralanmayi énlemek icin BD Hemogard kapak
gevser gevsemez, kapagi yukari itmek icin kullanilan basparmadgin, PAXgene
Blood RNA Tube (BRT)ile temasinin kesilmesi dnemlidir.

Kapagi PAXgene Blood RNA Tube'dan (BRT) kaldirip ¢ikarin. Plastik kalkanin lastik
tapadan ayrilmasi gibi pek olasi olmayan bir durumda kapadi yeniden monte
etmeyin. Lastik tapayi dikkatlice PAXgene Blood RNA Tube'dan (BRT) cikarin.
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ikincil BD Hemogard Kapagini yerlestirme talimatlari

1. Kapagi PAXgene Blood RNA Tube (BRT) (izerine tekrar yerlestirin.

2. Tapatamamen yerine oturuncaya kadar gevirerek asagiya dogru sikica itin.
Kullanim sirasinda kapagin PAXgene Blood RNA Tube (BRT) izerinde saglam bir

sekilde kalmasi igin tapanin tam olarak tekrar yerlestirilmesi gereklidir.
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Siparis Bilgileri
R T

PAXgene Blood RNA Kit 50 PAXgene Spin Columns, 50 Shredder Spin 762174
(50) Columns, isleme Tiipleri, RNaz icermeyen

DNaz |, RNaz icermeyen Reaktifler ve

Tamponlar. PAXgene Blood RNA Tubes ile

kullanilacaktir

PAXgene Blood RNA Tubes 100 kan toplama tipi 762165
(100)

OlAcube'da otomatik RNA izolasyonu icin QIAGEN'den siparis edilebilecek ilgili Uriinler

Starter Pack, QlAcube Paket sunlariicerir: reaktif sisesi raflari (3); 990395
raf etiketleme seritleri(8); 200 pL filtre uglari
(1024); 1000 L filtre uglari (1024); 1000 pL
filtre uclari, genis aciklikli (1024); 30 reaktif
siseleri(18); rotor adaptorleri(240); rotor

adaptor tutucusu
Filter-Tips, 1000 pL (1024)  Steril, Tek Kullanimlik Filtre Uglari, rafta 990352
Reagent Bottles, 30 mL (6) Reaktif Siseleri(30 mL), kapakli; 6'i paket; 990393
QlAcube reaktif sisesi rafiyla kullaniimak
lzere
Rotor Adapters (10 x 24) 240 terkip icin: 240 Tek Kullanimlik Rotor 990394

Adaptori; QlAcube ile kullaniimak tizere

Reagent Bottle Rack QlAcube calisma tablasi Gzerinde 6 x 30 mL 9026197
reaktif sisesi tutmak igin raf

Rotor Adapter Holder 12 tek kullanimlik rotor adaptoéri igin tutucu; 990392
QlAcube ile kullaniimak tizere

PAXgene Blood RNA Tubes (BRT)ile kan toplama igin BD'den siparis edilebilecek ilgili tiriinler*

BD Vacutainer® Safety 216G, 0,75in¢ (0,8 x 19 mm)igne, luer 367286/
Lok™ Blood Collection Set  adaptdriile 12 ing (305 mm) tlip; kutu basina 367281
50, karton basina 200
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BD Vacutainer® Push
Button Blood Collection
Set

BD Vacutainer One-Use
Holder

BD Vacutainer Plus Serum
Tubes

BD Vacutainer EST Tube

BD Vacutainer No Additive
(Z) Tube

21G 3/4in¢ (0,8 x19 mm)igne, luer adaptori
ile 12 ing (305 mm) tipd. 50/kutu, 200/karton

Sadece 13 mm ve 16 mm cap icin karton;
1000/karton

13 x 75 mm 4,0 mL cekmeli, kirmizi BD
Hemogard kapakl ve kagit etiketli; 100/kutu,
1000/karton

13 x 75 mm 3,0 mL ¢cekmeli, seffaf BD
Hemogard kapakl ve seffaf etiketli;
100/kutu, 1000/karton

13 x75 mm 3,0 mL ¢cekmeli, seffaf BD
Hemogard kapakli ve kadit etiketli; 100/kutu,
1000/karton

367344

364815

368975/
367812

362725

366703

* Bu kan toplama aksesuarlari, PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) ile birlikte kullanilabilecek tipik Griinleri temsil
etmektedir. Nasil siparis edilecedi dahil bu aksesuarlar hakkinda daha fazla bilgi icin www.preanalytix.com adresini

ziyaret edin.
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Belge Revizyon Gecmisi

[R1]Nisan 2022 il IVDR yayini

[R2]Subat 2023 PreAnalytiX GmbH adresi, “Feldbachstrasse” yerine “Garstligweg 8" seklinde
degistirildi. Siparis bilgilerine BD Urtinleri eklendi. Glvenlik bilgileri glincellendi.
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Notlar
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Glincel lisanslama bilgisi ve trline spesifik ret beyanlariigin ilgili PreAnalytiX veya
QIAGEN kiti el kitabi veya kullanim kilavuzuna bakin. PreAnalytiX ve QIAGEN Kkiti el

kitaplari ve kullanim kilavuzlari www.preanalytix.com ve www.giagen.com
adreslerinden temin edilebilir veya QIAGEN Teknik Servisinden veya yerel
distribltorinizden talep edilebilir.

Better samples ¢ PreAnalytiX

More toeZplore prepen

Daha fazlasini kesfedin: www.preanalytix.com
HB-3009-002 02/2023

Siparis www.giagen.com/shop | Teknik Destek www.support.giagen.com | Web Sitesi www.giagen.com veya www.preanalytix.com
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