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Sinirh Lisans Anlagmasi

Bu Urlintin kullanimi, herhangi bir alicinin veya PAXgene Blood RNA Kit kullanicisinin asagidaki kosullari kabul ettigi anlamina gelir:

1. PAXgene Blood RNA Kit, yalnizca PAXgene Blood RNA Kit El Kitabina uygun olarak kullanilabilir ve yalnizca Kit iginde bulunan bilesenlerle kullanim igindir.
PreAnalytiX, PAXgene Blood RNA Kit El Kitabi ve www.preanalytix.com adresinde bulunan ek protokollerde tanimlananlar disinda bu Kite dahil ediimemis
herhangi bir bilesen ile Kit icindeki bilesenleri kullanma veya birlestirme agisindan herhangi bir fikri miilkiyet altinda bir lisans vermez.

2. Aclikca ifade edilen lisanslarin haricinde, PreAnalytiX bu Kitin ve/veya kullaniminin/kullanimlarinin tigtinci taraflarin haklarini ihlal etmedigine iliskin herhangi
bir garanti vermez.

3. Bu Kit ve bilesenleri bir kez kullanim igin lisanslidir ve tekrar kullanilamaz, yenilenemez ya da tekrar satilamaz.
4. PreAnalytiX ézellikle agikga ifade edilenlerin haricinde agik veya zimni diger lisanslari kabul etmez.

5. Kitin 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 herhangi bir mahkemede bu Sinirli Lisans Anlagmasinin yasaklamalarini uygulattirabilir ve bu Sinirli Lisans Anlagmasini veya Kit ve/veya
bilesenlerine iligkin fikri miilkiyet haklarindan herhangi birisini uygulamak igin herhangi bir davada avukatlik lcretleri dahil sorusturma ve Mahkeme bedellerini
geri alacaktir.

Giincellestirilen lisans sartlari igin www.preanalytix.com adresine bakin.

Sarth Satig

Mevcut briin, US-7,270,953 ve US-7,682,790'In belirli patent hakki taleplerinin yani sira EP-1820793 B1 ve rtiniin, PAXgene Blood RNA Tube'da érnek toplama
sirecinde olusan niikleik asit kompleksini isleme amaciyla kullaniimasina yénelik olarak bu patent hakki taleplerinin yabanci esdegerleri kapsaminda bir lisans ile
temin edilir.

HB-0101-007 BD-8945 1122120 © 2005-2020 PreAnalytiX GmbH, tim haklari saklidir.
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Feldbachstrasse

CH — 8634 Hombrechtikon
isvigre
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PreAnalytiX Distribttérleri

PreAnalytiX Urtnleri, PreAnalytiX i¢cin QIAGEN veya BD tarafindan uretilmekte ve
dagitiimaktadir. Uriinler PreAnalytiX GmbH sirketinden siparis edilemez.

Litfen yerel PreAnalytiX distribitériiniziin irtibat bilgileri igin son sayfaya bakin.

2 PAXgene Blood RNA Kit El Kitabr  12/2020


http://www.preanalytix.com/
http://www.preanalytix.com/
http://www.preanalytix.com/

Icerik

SR [o7=Y 4o TSSO OO 5
1T 0] oo ]| [=1 o PSP PP PR PPPRR 6
SAKIAMA KOSUIIATT. ...t 7
KUNBNIM AMECT 1ttt et e s e e eneee s 8
Urtin Kullanimi SINIFAMEIAIT ..........c.ocvoviiiiieiieieiecee et 8
(G LI 1o 01 (o | PO PP S TPPRP PP 9
TEKNIK YaIAIM Lo 9
GUVENTK BIlGIHEIT ..t eiee ettt e et e e e 10
LT T PRSPPIt 13
HIKE V& PrOSEAUIN.......vcvceeereeeeeeeee ettt ee ettt s e ettt ea e s sn s s esese s 13
Ornek toplama ve StabiliZASYONU ..........c.cveeveeieieieieie et 14
RNA konsantrasyonu ve saflastiriimasl...........c.ccccooviiiiiie e 19
Manuel RNA saflastimma . ... 19
Otomatik RNA saflagtirma.......c.ooo e 29
Kullanici Tarafindan Saglanacak Ekipman ve Reaktifler............cccooiiiiii s 38
ONEMIENOTIA ......ecvevieceeee ettt ettt ettt ettt b et sseae et ns b s 41
QlAcube cihazlarint KUANMAL. .........coieiiiiiiic e 41
QlAcube cihazlarina protokol YUKIEME ............cocoiiiriiiiie e 44
QlAcube cihazlarint YUKIEME...........cooiiiiiii e 45

Protokol: PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) iginde Toplanan Insan Tam Kanindan Total
RNANIN Manuel Saflagtimmasi..........ooiiiiiiiiiiiiiee e 55

PAXgene Blood RNA Kit El Kitabr  12/2020 3



Protokol: PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) icinde Toplanan insan Tam Kanindan Total

RNA'nin Otomatik Saflagtirmasi........coooiiiiiiii e 62
Sorun GIdermMe KIBVUZU .........c.eeiiiiiiieiiii ettt e e 69
Ek A: RNA Muamelesiyle Igili Genel NOAT ............c.ccvovievieieieeeeeeeee e 71
Ek B: Total RNA Kantifikasyonu ve Kalitesinin Belirflenmesi............ccccovvvieeiiiiiiiiiieee s 72
Ek C: PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) Kullanimi.........ccoooviiiiiiiiiiiiiiiiiee e 74
SIPANS BIlGIETi ... 75
El Kitabl ReVIZYON GECMIST ... ..t e e e 77

4 PAXgene Blood RNA Kit El Kitabi  12/2020



Kit Ierigi

PAXgene Blood RNA Kit (50)

Katalog no. 762174

Terkip sayisi 50

BR1 Resuspension Buffer (Resiispansiyon Tamponu) [RES |BUF 20 ml

BR2 Binding Buffer (Baglama Tamponu)* [BIND [BUF 18 ml

BR3 Wash Buffer 1 (Yikama Tamponu 1)* [WASH [BUF [1] 45 ml

BR4 Wash Buffer 2 (concentrate) (Yikama Tamponu 2 |WASH | BUF ‘ 2 | CONC | 11ml
(konsantre)) '

BR5 Elution Buffer (Elisyon Tamponu) ELU |BUF 6ml

RNFW RNase-Free Water (bottle) (RNaz icermeyen Su WASH 2 x 125 ml
(sise))

PK Proteinase K (green lid) (Proteinaz K PROTK 2x14ml
(yesil kapakli))

PRC PAXgene RNA Spin Columns (red) (PAXgene [PAXgene |[RNA [COL| 5x 10
RNA Déndirme Kolonlari (kirmizi))

PT Processing Tubes (2 ml) (isleme Tiipleri (2 ml)) PROC TUBE 6 x 50

Hemogard  Secondary BD Hemogard™ Closures SEC|CLOS 50
(Sekonder BD Hemogard™ Kapaklari)

MCT Microcentrifuge Tubes (1.5 ml) (Mikrosantrifuj MIC ITUBE 3x50,1x10
Tupleri (1,5 ml))

RNFD DNase |, RNase-free (lyophilized) 1500 Kunitz
(DNaz I, RNaz icermeyen (liyofilize)) birimi”*

RDD DNA Digestion Buffer (white lid) DIG [BUF 2x2ml
(DNA Parcalama Tamponu (beyaz kapakli))

DRB DNase Resuspension Buffer (tube, lilac lid) (DNaz m@ 2ml
ResUspansiyon Tamponu (tlip, eflatun kapakli))

PSC PAXgene Shredder Spin Columns (lilac) [ PAXgene [SHRED[COL] 5x10
(PAXgene Shredder Dondiirme Kolonlari (eflatun))

El Kitabi PAXgene Blood RNA Kit El Kitabi (Versiyon 2) D] 1

* Camasir suyu iceren dezenfektan reaktiflerle uyumlu degildir. Bir guanidin tuzu igerir. Glvenlik bilgileri igin bkz.
sayfa 10.

TYikama Tamponu 2 (BR4) konsantre olarak saglanir. ilk defa kullanmadan énce bir galisma soliisyonu olusturmak
icin sisede belirtildigi Gzere 4 hacim etanol (%96-100, saflik derecesi p.a.) ekleyin.
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<N> testleri icin yeterli reaktifleri icerir

Kullanma talimatlarina bakin

Son kullanma tarihi

in vitro tani amagh tibbi cihaz

Katalog numarasi

Lot numarasi

Materyal numarasi

Bilesenler

Numara

Sterilizasyon y6ntemi: Radyasyon kullanimi

Kunitz birimleri

Ekleme

icerik

Sulandiriimis

Deoksiribonukleaz |

* Kunitz tiniteleri yaygin olarak DNaz | 6lgim igin kullanilmaktadir. 25°C sicaklikta, pH 5,0'da substrat olarak yiiksek
olctide polimerize DNA kullanildiginda Azeo'ta bir mililitre igin dakika bagsina 0,001 artisa yol agan DNaz | miktar
olarak tanimlanmaktadir (Kunitz, M. (1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 ve 363).
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Etanol

GITC Guanidin izotiyosiyanat

RNase-Free DNase Set | RNase-Free DNase Set

Kdiresel Ticaret Parga Numarasi

Tekrar kullanmayin

Sicaklik sinirlamasi

Ust sicaklik siniri

Uretici

™,
.
A

E%%@E

(=
Z

Onemli not

Saklama Kosullari

PAXgene RNA dondiirme kolonlari (PRC), PAXgene Shredder déndirme kolonlari (PSC),
proteinaz K (PK) ve tamponlar (BR1, BR2, BR3, BR4 ve BRS5) kit etiketinde belirtilen

sicaklikta kuru olarak saklanmalidir.

DNaz | (RNFD), DNA pargalama tamponu (RDD) ve DNaz resuspansiyon tamponu (DRB)
iceren RNase-Free DNase Set ortam sicakliginda sevk edilmektedir. RNaz igermeyen DNaz
Setinin tim bilesenlerini alinir alinmaz etiket tizerinde belirtilen sicaklikta saklayin. Uygun
sekilde saklandiginda kit, kit kutusundaki son kullanma tarihine kadar stabildir.
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Kullanim Amaci

PAXgene Blood RNA System bir kan toplama tiipiinden (PAXgene Blood RNA Tube, BRT)
ve nukleik asit saflastirma kitinden (PAXgene Blood RNA Kit) olugur. Kanin toplanmasina,
saklanmasina ve taginmasina, intraselller RNA'nin kapali bir tlip iginde stabilizasyonuna ve
bunlari takiben molekuler diagnostik testlerde kullanilan RT-PCR i¢in tam kandan konak

RNA izolasyonu ve saflastiriimasina yoneliktir.

PAXgene Blood RNA System'in performans o6zellikleri sadece FOS ve IL1B gen
transkriptleri ile belirlenmigtir. Diger hedef transkriptler i¢cin uygun PAXgene Blood

RNA System performans o6zelliklerini belirlemekten kullanici sorumludur.
Kullanim endikasyonlari

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

Uriin Kullanimi Sinirlamalart

PAXgene Blood RNA Kit'in in vitro diagnostik uygulamalar i¢in insan tam kanindan (4,8 x
108-1,1 x 107 I6kosit/ml) intraselliler RNA'nin saflastiriimasi igin kullaniimasi amacglanmistir.
insan tam kanindan genomik DNA'nin veya viral niikleik asitlerin saflagtiriimasi igin degildir.
Stabilizasyon spesifikasyonlari igin dogrulanmis sinirli sayida transkript bulunmasi
nedeniyle (FOS ve IL1B gen transkriptleri) performans o6zellikleri tim transkriptler igin
belilenmemigtir. Kullanicilar diger transkriptler igin dogrulama gerekip gerekmedigini
belirlemek tzere Uretici verilerini ve kendi verilerini gdzden gecirmelidir.
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Uriinuin, in vitro diagnostik prosediirler konusunda egitilmis teknisyenler ve doktorlar gibi

profesyonel kullanicilar tarafindan kullaniimasi amaglanmistir.

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

Kalite Kontrol

QIAGEN'in ISO Sertifikali Kalite Yonetim Sistemine uygun olarak, her bir PAXgene Blood
RNA Kit lotu, tutarh Grin kalitesinin temin edilmesi icin dnceden belirlenmis spesifikasyonlara

gore test edilmistir.

Teknik Yardim

QIAGEN'de bizler, sagladigimiz teknik destegin kalitesi ve surekliligi ile gurur duyuyoruz.
Teknik Servis Bolumlerimiz molekuler biyoloji ve PreAnalytiX Grlnlerinin kullanimi ile ilgili
genis pratik ve teorik uzmanhga sahip deneyimli bilim insanlarindan olusmaktadir. PAXgene
Blood RNA Kit ile ilgili sorulariniz icin litfen bizimle irtibata gegmekten ¢cekinmeyin.

Teknik yardim ve daha fazla bilgi igin litfen QIAGEN Teknik Servislerini arayin.
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Guvenlik Bilgileri

AB - Kullanicilar cihazla iligkili tim ciddi olaylari Ureticiye ve Ulusal Yetkili Makama
raporlamalidir. AB Disinda - Cihazla iligkili tim olaylar veya sorular icin yerel QIAGEN
temsilcinizle irtibat kurun.

Kimyasallarla calisirken, daima uygun laboratuvar 6nligu, tek kullanimlik eldiven ve

koruyucu goézlik kullanin.

Biyolojik veya kimyasal materyaller ile galigirken enfeksiyon (6rn. HIV veya hepatit B virlsleri
nedeniyle) veya yaralanma risklerinden kacinmak igin daima uygun bir laboratuvar énluga,
tek kullanimlik eldiven ve koruyucu goézlik kullanin. Daha fazla bilgi igin lGtfen uygun glvenlik
veri sayfalarina (Safety Data Sheets, SDS'ler) bagvurun. Bunlar, bu kit icin SDS'leri
bulabileceginiz, gorintileyebileceginiz ve yazdirabileceginiz www.preanalytix.com
sayfasinda kullanimi kolay ve kompakt PDF formatinda g¢evrimici bulunmaktadir.

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

Baglama tamponu (BR2) veya yikama tamponu 1 (BR3) camagir suyu ile birlestiinde yiksek
derecede reaktif bilesikler olusturabilen guanidin tiyosiyanat icermektedir. Baglama tamponu
(BR2) ve yikama tamponu 1 (BR3) dékiilirse uygun laboratuvar deterjani ve suyla temizleyin.
Enfeksiyoz olabilecek ajanlar igeren sivi dokuiliirse etkilenmis bolgeyi 6nce laboratuvar deterjani
ve suyla ve sonra %1 (h/h) sodyum hipokloritle (camasir suyu) temizleyin.

PAXgene Blood RNA Tube'dan (BRT) RNA stabilize edici solisyon ve kan karisimi, 9 hacim
RNA stabilize edici sollisyon ve kan karisimi bagina 1 hacim ticari gamasir suyu sollisyonu
(%5 sodyum hipoklorit) kullanilarak dezenfekte edilebilir.
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RNA saflastirma islemindeki santrifiij basamaklarindan stipernatanlar gibi 6rnek hazirlama
atiklarinin enfeksiy6z olabilecegi kabul edilmektedir. Atilmadan énce atik, varsa enfeksiytz
materyali imha etmek Uzere otoklavlanmali veya yakilmalidir. Atma, resmi yonetmeliklere

gOre yapiimalidir.

PAXgene Blood RNA Kit'in bilesenleri igcin asagidaki tehlike ve 6énlem ifadeleri gegerlidir.
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) hakkinda glivenlik bilgileri icin PAXgene Blood RNA
Tube EI Kitabi belgesine bakin.

Tampon BR2

igerik: guanidin tiyosiyanat. Tehlike! Yutulursa zararlidir. Cilde temas
ederse veya solunursa zararli olabilir. Ciddi g6z hasarina neden olur.
Sudaki organizmalara uzun dénemli etkilerle zararlidir. Asitlerle
temas ¢ok toksik gaz ortaya gikarir. Koruyucu eldivenler/ koruyucu
giysiler/ géz korumasl/ yliz korumasi kullanin. GOZE KACMISSA:
Birka¢ dakika suyla iyice durulayin. Eger mevcut ve kolaysa kontak
lensleri gikarin. Durulamaya devam edin. Hemen bir ZEHIR
MERKEZI veya doktoru arayin.

Tampon BR3
igerik: etanol; guanidin tiyosiyanat. Tehlike! Yanici sivi ve buhar.
Ciddi g6z hasarina neden olur. Asitlerle temas gok toksik gaz ortaya
cikarir. Isi/kivilcimlar/agik alevler/sicak ylzeylerden uzak tutun.
Sigara i¢meyin. Koruyucu eldivenler/ koruyucu giysiler/ g6z
korumasl/ yiiz korumasi kullanin. GOZE KAGCMISSA: Birkag dakika
suyla iyice durulayin. Eger mevcut ve kolaysa kontak lensleri ¢ikarin.
Durulamaya devam edin. Hemen bir ZEHIR MERKEZI veya doktoru

arayin.
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DNaz |

Proteinaz K

12

icerik: DNaz. Tehlike! Alerjik cilt reaksiyonuna neden olabilir.
Solunursa alerji veya astim belirtileri ya da solunum zorluklarina
neden olabilir. Tozu/ buguyu/ gazi/ dumani/ buhari/ spreyi
solumaktan kaginin. Koruyucu eldivenler/ koruyucu giysiler/ g6z
korumasi/ yiiz korumasi kullanin. Solunum korumasi kullanin. Maruz
kalinmasi veya endiselenimesi DURUMUNDA: Bir ZEHIR
MERKEZI veya doktoru arayin. Kisiyi temiz havaya cikarin ve
solunum i¢in rahat bir pozisyonda istirahatte tutun.

icerik: proteinaz K. Tehlike! Hafif cilt tahrisine neden olur. Solunursa
alerji veya astim belirtileri ya da solunum zorluklarina neden olabilir.
Tozu/ buguyu/ gazi/ dumani/ buhari/ spreyi solumaktan kaginin.
Koruyucu eldivenler/ koruyucu giysiler/ g6z korumasi/ yuz korumasi
kullanin.  Solunum korumasi kullanin. Maruz kalinmasi veya
endigelenilmesi DURUMUNDA: Bir ZEHIR MERKEZI veya doktoru
arayin. Kisiyi temiz havaya cikarin ve solunum igin rahat bir

pozisyonda istirahatte tutun.
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Girig

Hucresel RNA'nin incelenmesi i¢in tam kan alimi birgok molekiler tahlilin ilk adimidir.
Bununla birlikte, s6z konusu deneylerdeki blylk sorunlardan biri, in vitro hiicresel RNA
profilinin stabil olmamasidir. PreAnalytiX galismalari, tam kandaki ayri mRNA tirlerinin
kopya sayisinin oda sicakhdinda saklama veya tasima sirasinda 1000 kattan fazla
degisebilecegini gostermistir.* Bunun nedeni kan alinmasindan sonra hizli RNA
degradasyonu ve belirli genlerin indiiklenen ekspresyonudur. RNA ekspresyonu profilindeki
bu tir degisiklikler gen ekspresyonunun guvenilir galismalarini imkansiz hale getirir. Bu
nedenle flebotomi sirasinda ve sonrasinda RNA ekspresyon profilini koruyan bir yéntem

insan tam kaninda gen ekspresyonunun dogru analizi igin sarttir.

iIke ve prosedur

PreAnalytiX, intraselller RNA saflastirma igin hizli ve etkin bir protokolle birlikte insan tam
kan numunelerinin toplanmasi, stabilize edilmesi, saklanmasi ve taginmasini mimkiin kilan
bir sistem geligtirmistir. Sistem, kan toplama ve RNA stabilizasyonu igin PAXgene Blood
RNA Tubes (BRT; ABD Patentleri 6,602,718 ve 6,617,170) kullaniimasini ve sonrasinda
PAXgene Blood RNA Kit kullanilarak manuel veya otomatik RNA saflagtirmayi
gerektirmektedir. RNA kalitesi ve verimi agisindan manuel ve otomatik protokoller énemli
Olgude esdeger performans saglar. Manuel protokol (sayfa 22-29) ve otomatik protokol
(sayfa 31-35) igin performans verileri bu el kitabina dahil edilmigtir.

l./'-'\. QIAGEN QIAcube Connect MDx tiim tlkelerde mevcut degildir. Daha fazla ayrinti

L icin litfen QIAGEN Teknik Servisi ile irtibat kurun.

* Rainen, L. et al. (2002) Stabilization of mRNA expression in whole blood samples. Clin. Chem. 48, 1883.
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Ornek toplama ve stabilizasyonu

PAXgene Blood RNA Tubes (BRT), patentli RNA stabilizasyon teknolojisi temelinde tescilli
bir reaktif bilesimi icerir. Bu reaktif bilesimi, RNA molekillerini RNazlar tarafindan
degradasyondan korur ve gen ekspresyonunda ex vivo degisiklikleri minimuma indirir.
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT), insan tam kaninin alinmasina ve 18-25°C'de 3 gline
kadar (Sekil 1 ve 2, sayfa 15 ve 16) veya 2-8°C'de 5 guine kadar (Sekil 3 ve 4, sayfa 17 ve
18) hucresel RNA stabilizasyonu icin kullanima yoneliktir. Mevcut veriler, hiicresel RNA'nin
-20°C veya -70°C'de en az 11 yil boyunca stabil oldugunu sergilemektedir*. Daha uzun sureli
stabilite degerlendirmesinin yapildigi devam eden calismalar hakkinda daha fazla bilgi icin
lutfen QIAGEN Teknik Servisleri ile iletisime gegin.

RNA stabilizasyonunun fiili siresi hiicresel RNA'nin tiriine gére ve kullanilan asagdi yénde
uygulamaya gore degisebilir. Stabilizasyon spesifikasyonlari igin dogrulanmis sinirli sayida
transkript bulunmasi nedeniyle (FOS ve IL1B gen transkriptleri) performans 6zellikleri tim
transkriptler icin belirlenmemistir. Kullanicilar dider transkriptler icin dogrulama gerekip

gerekmedigini belirlemek Uzere Uretici verilerini ve kendi verilerini gézden gegirmelidir.

* PAXgene Blood RNA Tubes'da kan saklamaya iligkin uzun dénemli bir galisma devam etmektedir.
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Saklama (giin)

Sekil 1. 18-25°C'deki kan 6rneklerinde RNA stabilitesi: FOS. Kan, ikiser 6rnek halinde 10 donérden alinmis,
belirtilen glin sayisi kadar 18-25°C'de saklanmis ve ardindan total RNA saflastirmasi gergeklestirilmistir. [A] Kan,
PAXgene Blood RNA Tubes'da (BRT) toplanmis ve saklanmis ve total RNA, PAXgene Blood RNA Kit kullanilarak
saflastinimistir. [B] Kan, antikoagiilan olarak EDTA igeren standart kan toplama tiiplerinde toplanmis ve saklanmig
ve total RNA, silika membran bazli RNA temizlemeyle standart organik ekstraksiyon yontemi kullanilarak
saflastinimistir. FOS igin relatif transkript seviyeleri, dahili standart olarak 18S rRNA kullanilarak gercek zamanl
dupleks RT-PCR ile belirlenmistir. Tim 6rnekler igin degerler, gosterilen tim érneklerin ortalamalari ve standart
sapmalari ile grafige dokilmustur. Kesik gizgiler tahlilin +3x toplam kesinligine isaret etmektedir (2,34 Cr).
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Sekil 2. 18-25°C'deki kan drneklerinde RNA stabilitesi: IL1B. Kan alinmis ve Sekil 1'de agiklandigi sekilde 18-25°C'de
saklama sonrasinda total RNA saflastiriimistir. IL1B'nin relatif transkript seviyeleri, dahili standart olarak 18S rRNA
kullanilarak gergek zamanl dupleks RT-PCR ile belirlenmistir. Tim 6rnekler igin dederler, gdsterilen tum érneklerin
ortalamalari ve standart sapmalari ile grafige dokiimustur. Kesik gizgiler tahlilin £3x toplam kesinligine isaret etmektedir
(1,93 Cy).
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Saklama (gun)

Sekil 3. 2-8°C'deki kan érneklerinde RNA stabilitesi: FOS. Kan, ikiser érnek halinde 10 donérden alinmis,
belirtilen giin sayisi kadar 2-8°C'de saklanmis ve ardindan total RNA saflastirmasi gerceklestirilmistir. [A] Kan,
PAXgene Blood RNA Tubes'da (BRT) toplanmis ve saklanmis ve total RNA, PAXgene Blood RNA Kit kullanilarak
saflastinimistir. [B] Kan, antikoagtilan olarak EDTA igeren standart kan toplama tiiplerinde toplanmis ve saklanmig
ve total RNA, silika membran bazli RNA temizlemeyle standart organik ekstraksiyon yontemi kullanilarak
saflastinimistir. FOS igin relatif transkript seviyeleri, dahili standart olarak 18S rRNA kullanilarak gercek zamanl
dupleks RT-PCR ile belirlenmistir. Tim 6rnekler igin degerler, gosterilen tim érneklerin ortalamalari ve standart
sapmalari ile grafige dokilmustir. Kesik gizgiler tahlilin +3x toplam kesinligine isaret etmektedir (2,34 Cr).
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Sekil 4. 2-8°C'deki kan drneklerinde RNA stabilitesi: IL1B. Kan alinmig ve Sekil 3'te agiklandidi sekilde 2-8°C'de
saklama sonrasinda total RNA saflastiriimistir. IL1B'nin relatif transkript seviyeleri, dahili standart olarak 18S rRNA

kullanilarak gercek zamanl dupleks RT-PCR ile belirlenmistir. Tim &rnekler igin degerler, gdsterilen tim érneklerin
ortalamalari ve standart sapmalari ile grafige dokilmustur. Kesik cizgiler tahlilin £3x toplam kesinligine isaret

etmektedir (1,93 Cr).
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RNA konsantrasyonu ve saflagtiriimasi

PAXgene Blood RNA Kit, bir PAXgene Blood RNA Tube'da (BRT) toplanmis 2,5 ml insan
tam kanindan total RNA'nin saflastiriimasina yoneliktir. Prosedir basittir ve manuel veya
otomatik prosedurler kullanilarak yapilabilir (bkz. Sekil 5 ve 10, sayfa 20 ve 30). Her iki
protokolde saflastirma, nikleik asitleri PAXgene Blood RNA Tube'da (BRT) pellet haline
getirmek icin bir santrifujleme adimiyla baglar. Pellet yikanir, restispanse edilir ve sonrasinda
manuel veya otomatik RNA saflastirma yapilir. Prensip olarak, her iki protokol ayni kit
bilesenleriyle ayni protokol adimlarini izler.

Manuel RNA saflastirma

Ayrintili olarak, restispanse edilmis pellet, protein parcalanmasini saglamak lizere proteinaz
K (PK) ile birlikte optimize edilmis tamponlarda inkiibe edilir. Hiicre lizatini homojenlestirmek
ve kalan hicre kalintilarini gidermek uzere PAXgene Shredder déndurme kolonu (PSC)
Uzerinden ek bir santrifijleme yapilir ve akis fraksiyonunun sipernatani yeni bir
mikrosantrifij tiptne aktarilir. Baglama kosullarini ayarlamak icin etanol eklenir ve bir
PAXgene RNA dondirme kolonuna (PRC) lizat eklenir. Kisa bir santrifijleme sirasinda RNA,
kontaminanlarin icinden ge¢cmesi sirasinda PAXgene silika membranina selektif olarak
baglanir. Kalan kontaminanlar birkag¢ etkin yikama adiminda giderilir. Birinci ve ikinci yikama
adimlari arasinda membrana, eser miktarda baglanmis DNA'y1 gidermek lUzere DNaz |
(RNFD) uygulanir. Yikama adimlarindan sonra RNA, eliisyon tamponunda (BR5) eliisyona
tabi tutulur ve 1siyla denatiire edilir.

PAXgene Blood RNA System kullanilarak izole edilen total RNA saftir. Manuel protokol
kullanilarak, beta aktin geninin bir sekansinin kantitatif ve real-time PCR islemiyle 6l¢uldigu
sekilde, Aze0/A280 degerlerinin 1,8 ile 2,2 arasinda oldugu ve tim 6rneklerin 2%95'inde <%1
(a/a) genomik DNA bulundugdu belirlenmistir. Orneklerin en az %95'i, eliiatin %30'una kadari
kullanilirken RT-PCR'de inhibisyon gostermez.
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Sekil 5. Manuel PAXgene Blood RNA proseduri.
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Manuel protokol kullanilarak, ortalama 6rnek hazirlama siresi (12 6rnek hazirlama
calismasindan verilere dayali olarak) yaklasik 90 dakika olmaktadir* ve bunun sadece 40
dakikasi orada bulunmay! gerektirir. 2,5 ml saglikh insan tam kanindan RNA verimi, islenen
orneklerin 2%95'i icin 23 ug dederindedir. Verimler dondre yiksek olglide bagimli
oldugundan bireysel verimler farklilik gosterebilir. Bireysel dondrler igin PAXgene Blood RNA
System yiiksek 6l¢uide yeniden uretilebilir ve tekrarlanabilir verimler (Sekil 6 ve 7, sayfa 22
ve 23) ve yeniden Uretilebilir ve tekrarlanabilir RT-PCR (Sekil 8 ve 9, sayfa 27 ve 28) verir
ve bdylece klinik diagnostik testler icin yiiksek 6l¢tuide guclidur.

Sekil 6 (sayfa 22), PAXgene Blood RNA System'in genel tekrarlanabilirlik ve yeniden
Uretilebilirligini gostermektedir. Farklh PAXgene Blood RNA kiti lotlari ve farkh kullanicilarin
RNA veriminin ve gercek zamanli RT-PCR performansinin yeniden Uretilebilirligi Gzerine
etkisini gbstermek Uzere ek calismalar yapilmigtir. Bu calismalar igin ayri PAXgene Blood
RNA Tubes (BRT) yerine birlestiriimis kan drnekleri kullanildigindan sonuglar, sistemin ayri
kan alimlari arasindaki oynama dahil olmak Uzere tekrarlanabilirligini yansitmaz ve sadece

ornek hazirlamanin tekrarlanabilirligini yansitir (bkz. Sekil 7, sayfa 23).

* PAXgene Blood RNA Tubes baslangig islemleri (santrifijleme islemleri, pellet yikama ve pellet restispansiyonu)
dahil olmak uzere toplam protokol galisma suresi.
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Sekil 6. Yeniden iiretilebilir ve tekrarlanabilir RNA saflastirma. 14 donérden dortlii kan érnekleri, 3 teknisyenin
(A, B, C) her biri tarafindan manuel olarak iglenmistir. Ug ekipman seti kullanilmig ve tek bir teknisyen tarafindan
hazirlanan tim érnekler ayni ekipman kullanilarak islenmistir. [A] Ayni donérlerden ve farkli teknisyenlerle replikat
ornek basina RNA veriminin ortalamasi ve standart sapmalari gosterilmistir. [B] 14 donériin her birinden on iki
replikat kan 6rnegi, 3 farkli teknisyen tarafindan iglenmistir. Ayni donérlerden ve tiim teknisyenlerin isledigi érneklerin
RNA veriminin ortalamalari ve standart sapmalari sunulmaktadir. Tim RNA 6rnekleri icin Azeo/Azg0 oranlari 1,8 ile
2,2 arasinda degismistir.
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Sekil 7. Birlestirilmis kan ornekleri kullanilarak farkli operatorler ve PAXgene Blood RNA Kiti lotlari igin RNA
veriminin tekrarlanabilirligi ve yeniden iiretilebilirligi. 30 farkli donérden kan 6rnekleri, PAXgene Blood RNA Tubes
(BRT, dondr basina 12 tiip, toplamda 360 tiip) icinde toplanmistir. 3 dondrden tliplerin icerigi birlestiriimis ve sonra

36 drnegde tekrar bolinmustir. 3 dondr havuzu basina bu 36 6rnek, 3 farkli operatér tarafindan manuel olarak iglenmistir.
Her bir operator, ekstraksiyon igin 3 farkli PAXgene Blood RNA Kit lotu kullanmis ve 10 dondr havuzunun her birinden
dortli 6rnekleri islemistir. [A] Her operator-lot kombinasyonu icin RNA verimi ve standart sapma. 10 dondr havuzundan
dortli kan ornekleri, 3 farkl operator (A, B, C) tarafindan 3 kit lotunun (1, 2, 3) her biri ile iglenmistir. Ayni dondr
havuzundan farkl operator ve farkl kit lotu icin dortlii 6rnek basina ortalama verimler (kolonlar) ve standart sapmalar
(hata gubuklari) sunulmaktadir. [B] Tum operator-lot kombinasyonlari (A, B, C; 1, 2, 3) icin ortalama verim ile verimin
standart sapmasindan hesaplandigi sekilde dondr havuzu basina RNA veriminin CV'si Sekil 7A'da gosterilmistir.
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Tablo 1A. Secilen dondr havuzlari igin her lot icinde ve kullanici iginde yeniden retilebilirlik (1, 6, 9, 10)

Donér havuzu 1
5,1 x 108 huicre/ml

Donér havuzu 6
6,5 x 108 huicre/ml

Verilerin Ortalama Ortalama verim

kombinasyonu verim (9)  sS (ug) CV (%) (n9) SS (ug) CV (%)
Lot 1, kullanici A 8,03 0,42 5 9,55 0,99 10
Lot 1, kullanici B 7,98 1,17 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

Donér havuzu 9
8,4 x 108 huicre/ml

Donér havuzu 10
10,2 x 108 hucre/ml

Verilerin Ortalama Ortalama verim

kombinasyonu verim (ug) SS (ug) CV (%) (1g) SS (ug) CV (%)
Lot 1, kullanici A 7,52 0,41 6 7,96 0,49 6
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 1,29 13
Lot 2, kullanici A 6,92 0,27 4 7,63 1,23 16
Lot 2, kullanici B 7,20 0,71 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 9 7,85 0,82 10
Lot 3, kullanici B 6,41 0,88 14 8,88 2,17 24
Lot 3, kullanici C 10,78 0,56 5 10,88 0,37 3

24
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Tablo 1B. Secilen dondr havuzlarindan (1, 6, 9, 10) her kullanici iginde ve tiim lotlar arasinda yeniden

retilebilirlik

Donér havuzu 1
5,1 x 108 hticre/ml

Donér havuzu 6
6,5 x 108 hticre/ml

Verilerin Ortalama verim Ortalama
kombinasyonu (ng) SS (ug) CV (%) verim (ug) SS (ug) CV (%)
Kullanici A, tim lotlar 7,46 0,85 11 9,43 1,22 13
Kullanici B, tim lotlar 7,02 1,31 19 8,98 2,09 23
Kullanici C, tiim lotlar 7,84 0,98 13 10,56 1,15 11
Donér havuzu 9 Donér havuzu 10

8,4 x 108 huicre/ml 10,2 x 108 hiicre/ml
Verilerin Ortalama verim Ortalama
kombinasyonu (ng) SS (ug) CV (%) verim (ug) SS (ug) CV (%)
Kullanici A, tim lotlar 7,54 0,72 10 7,81 0,82 11
Kullanici B, tiim lotlar 7,48 1,50 20 8,26 1,54 19
Kullanici C, tim lotlar 10,02 1,34 13 10,89 1,10 10

Tablo 1C. Segilen dondr havuzlarindan (1, 6, 9, 10) her lot icinde ve tiim kullanicilar arasinda yeniden

Uretilebilirlik

Donér havuzu 1
5,1 x 108 hucre/ml

Donér havuzu 6
6,5 x 108 hucre/ml

Ortalama Ortalama
Verilerin kombinasyonu verim (ug) SS (ug) CV (%) verim (ug) SS(ug) CV (%)
Lot 1, tum kullanicilar 7,96 0,69 9,88 1,34 14
Lot 2, tim kullanicilar 6,76 0,93 14 9,99 1,84 18
Lot 3, tim kullanicilar 7,60 1,27 17 9,09 1,71 19
Donér havuzu 9 Donér havuzu 10
8,4 x 108 huicre/ml 10,2 x 108 hicre/ml
Ortalama Ortalama
Verilerin kombinasyonu verim (ug) SS (ug) CV (%) verim (ug) SS(ug) CV (%)
Lot 1, tim kullanicilar 8,83 1,63 19 9,02 1,27 14
Lot 2, tim kullanicilar 7,75 1,36 18 8,73 2,31 26
Lot 3, tim kullanicilar 8,46 1,99 24 9,20 1,80 20
PAXgene Blood RNA Kit El Kitabi  12/2020




Tablo 1D. Secilen donér havuzlarindan (1, 6, 9, 10) tiim lotlar ve tiim kullanicilar arasinda yeniden
uretilebilirlik

Donér havuzu 1 Donér havuzu 6
5,1 x 108 hticre/ml 6,5 x 108 huicre/ml
Ortalama verim Ortalama
Verilerin kombinasyonu (1g) SS (ug) CV (%) verim (ug) SS(ug) CV (%)
Lot 1, tim kullanicilar 7,44 1,09 15 9,66 1,65 17
Donér havuzu 9 Donér havuzu 10
8,4 x 108 hticre/ml 10,2 x 106 hicre/ml
Ortalama verim Ortalama
Verilerin kombinasyonu (ng) SS (ng) CV (%) verim (ug) SS(ug) CV (%)
Lot 1, tum kullanicilar 8,35 1,70 20 8,99 1,80 20

4 temsili dondr havuzunun ayrintil analizi. Havuzlar 16kosit sayimina gére segilmistir ve
normal I6kosit sayimi araliginin (4,8 x 108-1,1 x 107 I6kosit/ml) Ust, orta ve alt degerlerini
yansitmaktadir. Lokosit sayimi, dondér havuzu basina 3 donérden 3 I6kosit sayiminin
ortalama degerini temsil etmektedir.
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Sekil 8. Kullanicilar arasinda RT-PCR yeniden iiretilebilirligi. Gercek zamanh RT-PCR icin $ekil 7'de tanimlanan
deneyde saflastirnimis RNA kullaniimistir. [A] FOS ve [B] IL1B relatif transkript seviyeleri, dahili standart olarak

18S rRNA kullanilarak gergek zamanli dupleks RT-PCR ile belirlenmistir. Tim 6rnekler icin de@erler, kullanici A
degerlerine relatif olarak (10 dondér havuzu x 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 icin gdsterilmistir. Kesik gizgiler
tahlillerin +3x total kesinligine isaret etmektedir (FOS: 2,34 Cr; IL1B: 1,93 Cr).

PAXgene Blood RNA Kit El Kitabr  12/2020 27



AAC,

o
1
e
1

AAC,

2 4

-3 T T 1

Lot

Sekil 9. Kit lotlar1 arasinda RT-PCR yeniden iiretilebilirligi. Gercek zamanli RT-PCR i¢in Sekil 7'de tanimlanan
deneyde saflastirnimis RNA kullaniimistir. [A] FOS ve [B] IL1B relatif transkript seviyeleri, dahili standart olarak

18S rRNA kullanilarak gergek zamanli dupleks RT-PCR ile belirlenmistir. Tim 6rnekler icin degerler, kit lotu 1
degerlerine relatif olarak (10 donér havuzu x 3 kullanici x 4 replikat = her gen igin 120 veri seti) grafige dokilmus ve
ortalamalar (kirmizi gizgiler) ile standart sapmalar (siyah gubuklar) tim 6rnekler igin gdsterilmistir. Kesik gizgiler
tahlillerin +3x total kesinligine isaret etmektedir (FOS: 2,34 Cr; IL1B: 1,93 Cr).
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Tablo 2. Sekil 8 ve 9'dan RT-PCR verilerinin dzeti

Test sistemi FOS/18S rRNA tahlili IL1B/18S rRNA tahlili
Verilerin kargilastiriimasi Ortalama +SS Ortalama +SS
(AACr) (AACr) (AACT) (AACY)
Her kullanici iginde ve tiim lotlar arasinda yeniden iiretilebilirlik
TUm kullanicilar, lot 1 —lot 1 0,00 0,00 0,00 0,00
Tum kullanicilar, lot 1 —lot 2 -0,03 0,48 -0,07 0,66
Tim kullanicilar, lot 1 —lot 3 -0,21 0,52 0,11 0,71
Her kullanici iginde ve tiim lotlar arasinda yeniden iiretilebilirlik
Tum lotlar, kullanici A — kullanict A 0,00 0,00 0,00 0,00
Tum lotlar, kullanici A — kullanici B -0,46 0,44 -0,06 0,69
Tum lotlar, kullanici A — kullanici C -0,31 0,60 -0,15 0,71

Kullanici: Galismayi yapan teknisyen.

Lot: Calismada kullanilan kit lotu sayisi.

SS: Standart sapma.

Ortalama AAC+ degerleri (N = 120) ve standart sapmalar Sekil 8 ve 9'da sunulan veriler icin gosteriimektedir.

Otomatik RNA saflastirma

Kan RNA'sini saflastirma, QIAGEN QIAcube Connect MDx veya klasik QIAGEN QIlAcube
(buradan itibaren QlAcube olarak anilirlar) Gzerinde otomatiktir. Yenilikgi QlAcube
cihazlarinda, QIAGEN doéndiirme kolonlarinin islenmesi amaciyla gelismis teknoloji kullanilir
ve bdylece, otomatik ve dusuk ¢iktili 6rnek hazirlama isleminin laboratuvarinizin is akisina
kusursuz bir sekilde entegre olmasi saglanir. QlAcube cihazlar kullanilarak 6rnek hazirlama
isleminde, manuel prosedir ile ayni adimlar (pargalama, baglama, yikama ve ayristirma)
izlenir. Boylece, yuksek kaliteli RNA saflastirmasi igcin PAXgene Blood RNA Kit kullanmaya

devam edebilirsiniz.
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Scan a kit bar code QlAcube Connect MDx

., - | o

Sekil 10. QlAcube Connect MDx.

Otomatik RNA saflastirma protokoli 2 bélimden (veya protokolden) olugur: "PAXgene Blood
RNA Part A" ve "PAXgene Blood RNA Part B". 2 bélim arasinda kisa sureli bir manuel
mudahalede bulunulur (bkz. Sekil 11, sayfa 31).
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Sekil 11. Otomatik PAXgene Blood RNA proseddrd.

Santrifujlenmig, yikanmig ve reslUspanse edilmis nukleik asit pelleti (bkz. "RNA
konsantrasyonu ve saflastiriimasi”, sayfa 19), PAXgene Blood RNA Tube'dan (BRT)
QlAcube cihazlarinin calisma tablasi Uzerindeki termocalkalayici Unitesine yerlestirilen
isleme tlplerine (PT) aktarilir. Operatér mentiden "PAXgene Blood RNA Part A" protokoliini
seger ve baglatir. QlAcube cihazlari protokoliin elisyon tamponunda (BR5) RNA eliisyonuna
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kadar olan adimlarini gergeklestirir. Operator, saflastiriimis RNA'y1 iceren mikrosantriflj
tiplerini (MCT) QIAcube cihazlarinin termocalkalayici Unitesi icine aktarir. Operator
menlden "PAXgene Blood RNA Part B" protokolini segip bagslatir ve QlAcube cihazlar

tarafindan is1 denatiirasyonu gergeklestirilir.

Ortalama Ornek hazirlama stiresi (12 6rnek hazirlama galismasindan verilere dayali olarak)
151 dakika olup* sistem basinda durulmasi gereken slre, manuel protokole gére énemli

olclde kisadir.

2,5 ml saglikli insan tam kanindan RNA verimi, islenen dmeklerin 2%95'i i¢in 23 ug degerindedir.
Sekil 12 (sayfa 33) 3 operatdr tarafindan 3 kit lotunda otomatik protokol kullanilarak hazirlanan
toplam 216 ornekten RNA verimlerini gostermektedir. Bu galismalar igin ayri PAXgene Blood
RNA Tubes (BRT) yerine birlestiriimis kan érnekleri kullanildigindan sonuglar, ayri kan alimlarina
ait tekli drneklerden beklenen RNA verimini yansitmaz. Verimler dondre yuksek dlguide bagimli
oldugundan ayri verimler farklilik gosterebilir (Sekil 12, sayfa 33).

Orneklerin en az %95', eliatin %30'una kadari kullanilirken RT-PCR'de inhibisyon
gostermez. Otomatik protokol kullanildiginda érnekler arasinda ¢apraz kontaminasyon, ayni
¢alismada RNA pozitif érneklerle (insan tam kani) eslestiriimis RNA negatif érneklerde (su)
ABL1 ve FOS transkriptlerinin sekanslarinin kantitatif, gercek zamanli RT-PCR iglemiyle
olelldugu sekilde saptanamaz.

PAXgene Blood RNA System ve otomatik protokol ile izole edilen RNA, RT-PCR inhibisyonu
gorilmemesinden anlasildidi sekilde saftir ve Azeo/A2s0 degerleri 1,8 ile 2,2 arasindadir.
Genomik DNA, beta aktin geninin bir sekansinin kantitatif, real-time PCR islemiyle élctldugu
sekilde, tim &rneklerin 2%95'inde <%1 (a/a) seviyesinde bulunmaktadir. Sekil 13 ve 14
(sayfa 34 ve 35), 3 operatdr tarafindan 3 kit lotuyla otomatik protokol kullanilarak hazirlanan

toplam 216 6rnegin relatif genomik DNA's1 ve Azeo/Azs0 degerlerini gdstermektedir.

* PAXgene Blood RNA Tubes baslangig islemleri (santrifiijleme islemleri, pellet yikama ve pellet resiispansiyonu)
dahil olmak uzere toplam protokol ¢alisma suresi.
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Sekil 12. RNA verimi — otomatik isleme A: QlAcube, B: QIAcube Connect MDx. Bireysel dondrlerden kan
ornekleri PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) igerisinde toplanmistir. Tuplerin igerigi 6 donér havuzu olacak sekilde
havuzlanmis ve ardindan tekrar alikotlanmistir. 3 farkli operator (A, B, C) tarafindan toplam 216 tlp (yani havuz
basina 36) islenmistir. Her bir operator, birden fazla QlAcube ve QlAcube Connect MDx cihaziyla otomatik
ekstraksiyon icin PAXgene Blood RNA Kit'in 3 farkli lotunu (1, 2, 3) kullanmis ve 6 donér havuzunun her birinden
dortlli 6rnekleri islemistir. Tim ayri érneklerin RNA verimleri her operator-lot kombinasyonu igin gosterilmistir.
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Sekil 13. RNA safligi (Az2e0/A2s0 dederleri) — otomatik isleme. A: QlAcube, B: QIAcube Connect MDx RNA, Sekil
12'de agiklanan deneyde, 3 farkli operator (A, B, C) tarafindan, PAXgene Blood RNA Kit'in 3 farkli lotu (1, 2, 3)
birden fazla QIAcube ve QIAcube Connect MDx cihaziyla kullanilarak saflastirimigtir. Tim ayn érneklerin Azso/Az2g0
degerleri her operator-lot kombinasyonu icin gésterilmistir.
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Sekil 14. RNA safligi (% genomik DNA kontaminasyonu) — otomatik isleme, A: QlAcube, B: QlAcube
Connect MDx. RNA, Sekil 12'de agiklanan deneyde, 3 farkli operatér (A, B, C) tarafindan, PAXgene Blood RNA
Kit'in 3 farkh lotu (1, 2, 3) birden fazla QlAcube ve QlAcube Connect MDx cihaziyla kullanilarak saflastinimistir. Her
ayri 6rnekteki genomik DNA miktarlari (a/a) her operator lot kombinasyonu igin gosterilmistir.

PAXgene Blood RNA System'in kullanildigi otomatik RNA saflastirma protokoli, Sekil 15 ve
Sekil 16'da gosterildigi sekilde (sayfa 36 ve 37) yiksek Olgude yeniden Uretilebilir ve
tekrarlanabilir RT-PCR sonuglari verir ve bdylece klinik diagnostik testler igin oldukga

gucludar.
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Sekil 15. Otomatik (QlAcube) ve manuel protokoller arasinda RT-PCR yeniden iiretilebilirligi. RNA, Sekil 12'de
aciklanan deneydeki otomatik protokolden yararlanilarak, 3 farkli operator (A, B, C) tarafindan, PAXgene Blood RNA
Kit'in 3 farkh lotu (1, 2, 3) birden fazla QlAcube ve QlAcube Connect MDx cihaziyla kullanilarak saflastinimistir.
Paralel olarak RNA, manuel protokol kullanilarak karsilik gelen replikat tiplerden saflagtiriimistir. [A] FOS ve
[B] IL1B relatif transkript seviyeleri, dahili standart olarak 18S rRNA kullanilarak gergcek zamanlh dupleks RT-PCR ile
belirlenmistir. Her iki ekstraksiyon protokoll (otomatik ve manuel protokol) kullanilarak eslestiriimis kan érneklerinden
hazirlanan RNA arasinda transkript seviyelerindeki olasi farkliliklar AACt yontemi kullanilarak hesaplanmigtir. Tim
ornek ciftlerinin (4 replikat x 6 dondr havuzu x 3 kit lotu x 3 operator = her gen igin 216 gift) ayri AACt degerleri, ayri
noktalar olarak grafige dokulmus ve tim 6rnekler igin ortalamalar (daha buylk noktalar) ile standart sapmalar (siyah
cubuklar) gosterilmistir. Kesik cizgiler tahlillerin +3x total kesinligine isaret etmektedir (FOS: 1,16 Cr; IL1B: 1,98 Cr;
Sekil 1-4, 8 ve 9 ile karsilastirildigi sekilde, farkl tahlil versiyonlari nedeniyle farkli tahlil kesinlikleri).

36 PAXgene Blood RNA Kit El Kitabr  12/2020



T
2
------------------- .-.---------'-----------‘------.----.------'
14 . . ° . % s %
o e o @ » [y . [
". P \....-‘....O:: S '-’ '. .\'...0 ‘Q‘c'.o ..":0..0 '~..¢. L. +
o \:...o. '.; 'u. »-.CD '“.... .... e ‘..-o s ® .'.-'D."
L . L]
-1 . - . * *
24
-3 ! \ \ \ \ \ \
1 2 3 1 2 3 1 2 3 Ortalama
A B o
B aac
-
3
2
___________________ e e S ST e S e S e S Sy o e
1 e, e o o L] ® e 0o
» .' '.:o ..o '..?.'“ .' ° * *'e F i o .' 'k-
(ot ® et o, 20 e o PRLXYS ) o L] ".. % .
018 500t 0y "‘:’-- Sos'anl s -.._..:.-,..‘-..4',- o] :_- ve ¥ 0%
=1+ « ° ) ok > =
............................................. o e S I
24
-3 \ \ \ I I | |
1 2 3 1 2 3 1 2 3 Ortalama
A B C

Sekil 16. Otomatik protokol kullaniminda QlAcube ve QlAcube Connect MDx arasinda RT-PCR yeniden
iiretilebilirligi. RNA, Sekil 12'de agiklanan deneyde, 3 farkli operator (A, B, C) tarafindan, PAXgene Blood RNA
Kit'in 3 farkh lotu (1, 2, 3) birden fazla QlAcube ve QlAcube Connect MDx cihazi tizerinde otomatik protokol
kullanilarak saflastirimistir. [A] FOS ve [B] IL1B relatif transkript seviyeleri, dahili standart olarak 18S rRNA
kullanilarak gercek zamanl dupleks RT-PCR ile belirlenmistir. Her iki cihaz kullanilarak eslestiriimis kan
orneklerinden hazirlanan RNA arasinda transkript seviyelerindeki olasi farkliliklar AACt ydntemi kullanilarak
hesaplanmistir. Tim 6rnek giftlerinin (4 replikat x 6 dondr havuzu x 3 kit lotu x 3 operator = her gen igin 216 gift)
ayri AACt degerleri, ayri noktalar olarak grafige dokilmis ve tim ornekler igin ortalamalar (daha blylik noktalar)
ile standart sapmalar (siyah gubuklar) gdsterilmistir. Kesik gizgiler tahlillerin £3x total kesinligine isaret etmektedir

(FOS: 1,30 Cr; IL1B: 1,42 Cr; Sekil 1-4, 8, 9 ve 15 ile kargilastirildidi sekilde, farkli tahlil versiyonlari nedeniyle farkli
tahlil kesinlikleri).
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Kullanici Tarafindan Saglanacak Ekipman ve
Reaktifler

Kimyasallarla calisirken, daima uygun laboratuvar 6nligu, tek kullanimlik eldiven ve
koruyucu gézlik kullanin. Daha fazla bilgi igin, tUrlin saglayicisindan edinebileceginiz, uygun

glvenlik veri sayfalarina (safety data sheets, SDS'ler) bagvurun.

Tiam protokoller igin

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

e Pipetler* (10 pl — 4 ml)

e Steril, aerosol bariyerli, RNaz igermeyen pipet uclari

e Dereceli silindir*

® 3000-5000 x g hiza ulagabilen ve disari dogru acilir rotoru ve PAXgene Blood RNA

Tubes (BRT) icin kovalari bulunan santrif(j*
e Vorteks karistiricr*
® Pargalanmis buz

e FEtiketleme icin silinmez kalem

Manuel protokol i¢cin

® En az 1000-8000 x g araliginda hiza ulagabilen (daha dustk ve daha ylksek g
kuvvetleri uygulanabilir) (ayrintilar i¢in protokol adimlarina bakin) ve 2 ml'lik

mikrosantrifljj tipleri icin bir rotoru bulunan degisken hizli mikrosantrifij*

* Cihazlarin ve aygitlarin, Ureticinin 6nerilerine gére dizenli olarak kontrol edildiginden, bakiminin yapildigindan ve
kalibre edildiginden emin olun.

T RNA muamelesi ile ilgili kilavuz ilkelere asina oldugunuzdan emin olun (Ek A, sayfa 71).

* Tampon BR4 konsantresine etanol eklemek igin.
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® 55°C ve 65°C'de inkiibasyon yapabilen ve 1400 rpm hizi gegmemek Uizere 2400 rpm hizda
sallayabilen galkalayici-inkiibator* (6rn., Eppendorf® Thermomixer Compact veya esdegeri)

Otomatik protokol icin (QlAcube veya QlAcube Connect MDx kullanimiyla)

® Makas

QlAcube cihazlar sarf malzemeleri:

e Filter-Tips, 1000 pl (1024) (QIAGEN, kat. no. 990352)"
e Reagent Bottles, 30 ml (6) (QIAGEN, kat. no. 990393)"
e Rotor Adapters (10 x 24) (QIAGEN, kat. no. 990394)"
QlAcube cihazlari aksesuarlart:

e Rotor Adapter Holder (QIAGEN, kat. no. 990392)"

QlAcube Connect MDx kullanimiyla otomatik protokol igin

® QIlAcube Connect MDx* (QIAGEN, kat. no. 9003070)

QIAcube Connect MDx servis paketleri:

® QIlAcube Connect MDx System FUL-2 (QIAGEN, kat. no. 9003071)
® QIlAcube Connect MDx System FUL-3 (QIAGEN, kat. no. 9003072)
® QIlAcube Connect MDx System PRV-1 (QIAGEN, kat. no. 9003073)
® QIlAcube Connect MDx Device PRV-1 (QIAGEN, kat. no. 9003074)
® QIlAcube Connect MDx System PRM-1 (QIAGEN, kat. no. 9003075)

* Cihazlarin ve aygitlarin, Ureticinin 6nerilerine gére dizenli olarak kontrol edildiginden, bakiminin yapildigindan ve
kalibre edildiginden emin olun.
T Ayrica Starter Pack, QlAcube (QIAGEN, kat. no. 990395) igcinde bulunmaktadir.
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QlAcube kullanimiyla otomatik protokol igin

e QIAcube* (QIAGEN, kat. no. 9001882 [110 V])

* Cihazlarin ve aygitlarin, Ureticinin dnerilerine gére diizenli olarak kontrol edildiginden, bakiminin yapildigindan ve
kalibre edildiginden emin olun.
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Onemli Notlar

QIlAcube cihazlarini kullanma

QlAcube cihazi kullanimi hakkinda bilgi sahibi oldugunuzdan emin olun. Litfen otomatik
PAXgene Blood RNA protokollerine baglamadan énce, guvenlik bilgilerine 6zellikle dikkat
ederek ilgili QlAcube cihazi Kullanim Kilavuzunu ve QlAcube cihazi ile saglanan tim ek

bilgileri okuyun.

Bu bdlimdeki talimatlar ayrica belirtiimedidi sirece QlAcube cihazinin yani sira QlAcube
Connect MDx cihazi igin de gegerlidir.

QIAcube cihazlarini baglatma

QlAcube cihaz kapagini kapatin ve QIAcube cihazini gi¢ anahtariyla agin (QlAcube
Connect MDx: bkz. Sekil 17, sayfa 42; QlAcube: Sekil 18, sayfa 43).

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

gerceklestirir.
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QlAcube Connect MDx cihazinin 6nden goriiniimii Disarn gekilmis dokunmatik ekran

ey |
WEFOAE BpRACRI
comgraLIB BN
wennd CENTRETEN

lllllﬁ.llllll

QIlAcube Connect MDx cihazinin arkadan goriinimii QIAcube Connect MDx cihazinin arkadan goriiniimi

Sekil 17. QlAcube Connect MDx cihazinin dis 6zellikleri.

@ Dokunmatik ekran

@ Kapak
@ Atik gekmecesi
@ Giig anahtari

Dokunmatik ekranin sol tarafinda 2 USB
portu; dokunmatik ekranin arkasinda

2 USB portu (1 USB portuna Wi-Fi modli
takilir)

RJ-45 Ethernet portu

Gug kablosu soketi

Sogutucu hava ¢ikisi

OO ©
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Sekil 18. QlAcube cihazinin 6nden goériiniimi.
@ Dokunmatik ekran @ Koruyucu panelin arkasindaki USB portu

@ Kapak @ Gug anahtari

@ Koruyucu panelin arkasindaki RS232 seri portu @ Atik gekmecesi
(sadece QIAGEN Cihaz Servisi Uzmanlari
tarafindan kullanima yéneliktir)

PAXgene Blood RNA Kit El Kitabr  12/2020
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Dokunmatik ekran

QIlAcube cihazlari bir dokunmatik ekran kullanilarak kontrol edilir. Dokunmatik ekran kullanicinin
cihazi calistirmasina izin verir ve kullanicilara galisma tablasi ayarinda rehberlik saglar. Ornek

isleme esnasinda, dokunmatik ekran protokol durumunu ve kalan stireyi gosterir.

Sekil 19. QlAcube Connect MDx cihazinin disan ¢ekilmis dokunmatik ekrani

QIAcube cihazlarina protokol yikleme

QlAcube cihazlari Uzerinde ilk RNA hazirlama calismasi yapilmadan énce bir baslangic
protokol yuklemesi gerekebilir. Hem "PAXgene Blood RNA Part A" hem de "PAXgene Blood
RNA Part B" protokollerini yikleyin.

QlAcube Connect MDx icin protokoller www.qiagen.com/products/diagnostics-and-
clinical-research/solutions-for-laboratory-developed-tests/giacube-connect-
mdx/#resources adresinde sunulur (QlAcube icin www.giagen.com/MyQIAcube) ve

bunlarin QlAcube cihazlari ile birlikte verilen USB bellege indirilmesi gerekir. Bu protokoller,

USB portu vasitasiyla cihaza aktarilir.
USB portu (QlAcube Connect MDx: dokunmatik ekranin yan tarafinda bulunur, bkz. Sekil 17,

sayfa 42; QIlAcube: koruyucu panelin arkasindadir, bkz. Sekil 18, sayfa 43), QlAcube
cihazlarinin QlAcube cihazlariyla birlikte verilen USB bellee bagdlanmasina izin verir.
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Gunluk dosyalari veya rapor dosyalari gibi veri dosyalari da USB portu yoluyla QlAcube

cihazlarindan USB bellege aktarilabilir.

I'/ ™, USB portu yalnizca QIAGEN tarafindan saglanan USB bellek ile kullanima
‘\!) yoneliktir. Bu porta bagka cihazlar baglamayin.

USB bellegi, protokolleri indirirken veya veri dosyalarini aktarirken ya da bir protokol

TR
( \
\\!) c¢alismasi sirasinda ¢ikarmayin.

QlAcube cihazlarina protokoller yikleme islemine dair ek ayrintilar icin litfen kullanilan

cihazla ilgili el kitabina bakin.

QIAcube cihazlarini yukleme

Zamandan tasarruf etmek igin yukleme, suradaki 10 dakikalik 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 Saflagtirmasi”,
sayfa 62.

Reaktif siseleri

QlAcube cihazi Uzerindeki her calismadan 6nce, 4 reaktif sisesini Tablo 3'te (sayfa 46)
listelenen reaktifler ile maksimum gosterge seviyesine veya bu mimkin degilse PAXgene
Blood RNA Kit'te saglanan tampon hacimlerinin izin verdigi seviyeye kadar dikkatlice
doldurun. Siseleri ve kapaklari tampon adlariyla dikkatlice etiketleyin ve doldurulmus reaktif
siselerini reaktif sisesi rafindaki uygun pozisyonlara yerlegtirin. Rafi QlAcube cihazi ¢alisma
tablasina gosterildigi sekilde yikleyin (Sekil 20-22, sayfa 46 - 48).

l./'-'\. Saglanan Tampon BR2 hacmi bir reaktif sisesini gosterge seviyesine kadar
NI doldurmayacaktir. Tampon BR3 ve BR4, dnceki galismalarda ¢ok sayida 6rnegin

islenmesinden sonra siseyi gosterge seviyesine kadar doldurmayabilir.
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Calisma tablasina yerlestirmeden énce kapaklari siselerden ¢ikardiginizdan emin olun.

PAXgene Blood RNA Kit'te saglanan tampon hacimleri (50), galisma basina 2 ila
12 6rnek sayisi ile, QlAcube cihazi Gzerinde maksimum 7 RNA hazirlama galismasi

icin yeterlidir. Genel olarak, maksimum 7 RNA hazirlama ¢alismasi ile kit bagina

toplam 50 6rnek islemek icin daha disik Ornek sayilar ile galisma yapmaktan
kaciniimahdir. 7'nin Gzerinde RNA hazirlama c¢alismasi yapmak, son &rnekleri

islerken tampon hacimlerinin yetersiz kalmasina yola acabilir.

Tablo 3. Reaktif gsigesi rafindaki pozisyonlar

Pozisyon

Reaktif

o A W N P

Baglama tamponu (BR2)
%96-100 etanol

Yikama tamponu 1 (BR3)
Yikama tamponu 2 (BR4)*
— (bos birakin)

— (bos birakin)

* Yikama tamponu 2 (BR4) konsantre olarak sagdlanir. ilk defa kullanmadan &nce bir galisma soliisyonu olusturmak
icin sisede belirtildigi tizere 4 hacim etanol (%96-100, saflik derecesi p.a.) ekleyin.

®

Pozisyon 1
Baglama
tamponu

(BR2)

Pozisyon 3
Yikama
tamponu 1
(BR3)

Pozisyon 5

Bos

Pozisyon 2
%96-100
etanol

Pozisyon 4
Yikama
tamponu 2
(BR4)

Pozisyon 6

Bos

Sekil 20. Reaktif sigesi rafini yiikleme. [A] Reaktif sisesi rafinda siselerin pozisyonlari ve igindekilerin semasi.
[B] Rafi QlAcube cihazina yikleme (6rnek olarak QlAcube gésterilmektedir).
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Sekil 21. QlAcube Connect MDx cihazinin i¢ goriiniimii.

Santrifiij kapagi
Santrifij
Calkalayici
Reakitif sisesi rafi

Uc sensoru ve kapak kilidi

OICIOXOIO
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Mikrosantrifij tlipl yuvalari
Ug raflari igin 3 yuva

Uglar ve kolonlar igin atma yuvalari

Robotik kol (1 kanalli pipetleyici, tutucu,
ultrasonik ve optik sensér ve UV LED dahildir)
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Sekil 22. QlAcube cihazinin i¢ goériinimii.

O,
®
®
®
®
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Santrifiij kapagi Mikrosantrifdj tipl yuvalari

Santrifdj Ug raflari

Calkalayici Uglar ve kolonlar igin atma yuvalari

Reaktif sisesi rafi Robotik kol

OEOE

Ug sensori



Doéndirme kolonlari (PRC, PSC), mikrosantrifiij tipleri (MCT) ve QlAcube
cihazlari plastik malzemesi

QlAcube cihazi Gizerine Filter-Tips 1000 pl ile dolu 2 ug rafi yerlestirin (bkz. Sekil 21 ve 22,
sayfa 47 ve 48). Raflar gerektiginde uglarla tekrar doldurun.

@ Sadece QlAcube cihazlar ile kullaniimak igin tasarlanmig 1000 pl filtre uglarini
kullanin.

Her drnek icin rotor adaptorleri ve mikrosantrifiij tiplerini (MCT) silinmez bir kalem kullanarak
isaretleyin. Kullanilacak PAXgene Shredder déndirme kolonlarini (PSC) a¢in ve kapaklar
makas kullanarak tamamen kesip ¢ikarin (bkz. Sekil 23, sayfa 49).

@ QlAcube cihazlar robotik tutucusunun diizgiin galismasi icin kapagi PAXgene

1 Shredder déndirme kolonlarina baglayan kapaklari ve tum plastik kisimlari
tamamen c¢ikanin (keserek) (PSC; bkz. Sekil 23). Aksi halde robotik tutucu
déndirme kolonlarini (PSC, PRC) uygun sekilde tutamaz.

Kolon
Kolon kapag!
kapagi yanli
dogru sekilde
sekilde cikarilmig;
cikarilmig kapagin bir
kismi hala
takili

Sekil 23. PAXgene Shredder dondiirme kolonunu (PSC) yiikleme. PAXgene Shredder déndirme kolonu (PSC),
rotor adaptdriiniin orta pozisyonuna yiiklenir. Kolonu yiiklemeden énce kapag: kesip gikarin.
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PAXgene RNA doéndirme kolonunu (PRC), PAXgene Shredder dondirme kolonunu (PSC;
kapaksiz, bkz. Sekil 23, sayfa 49) ve etiketlenmis mikrosantrifiij tipind Tablo 4 ve Sekil 24'te
gOsterildigi gibi her etiketli rotor adaptériinde uygun konumlara yerlestirin.

l,/'ij Déndirme kolonu (PRC) ve mikrosantrifij tipd (MCT) kapaklarinin, rotor
N adaptériniin kenarinda yuvalarin altina gidebildigi kadar itildiginden emin olun. Aksi

halde santrifijleme sirasinda kapaklar kopacaktir.

Tablo 4. Rotor adaptoriinde laboratuvar malzemesi

Pozisyon Reaktif Kapak
pozisyonu
PAXgene RNA dondirme kolonu (kirmizi, PRC) L1
2 PAXgene Shredder déndirme kolonu (lila, PSC)
(rotor adaptériine yerlestirmeden 6nce kapagi -
kesip gikarin)
3 Mikrosantrifiij tipl (MCT)" L3

* PAXgene Blood RNA Kit ile verilen mikrosantrifij tiiplerini (MCT; 1,5 ml) kullanin.

- L2
! @0
L3

Sekil 24. Rotor adaptoriindeki pozisyonlar. Rotor adaptériinde Ug tip pozisyonu (1-3) ve u¢ kapak pozisyonu
(L1-L3) vardir.
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Santrifiji yukleme

Kurulu rotor adaptdrlerini santriflij kovalarina asagida $ekil 25'te gosterildigi gibi yikleyin.

@ 12'den az 6rnek isleniyorsa santrifllj rotorunu radyal olarak dengelenmis sekilde
! yuklediginizden emin olun (bkz. Sekil 26, sayfa 52). 12'den daha az sayida 6rnek
islenecek olsa bile bir protokol ¢calismasindan énce tim santrifuj kovalari monte

edilmis olmalidir. Tek (bir) 6rnek veya 11 6rnek islenemez.

Sekil 25. QlAcube cihazlari lizerinde santrifiijii yiikleme. Kurulu rotor adaptorlerini santrifiij kovalarina yukleyin
(6rnek olarak QlAcube Connect MDx gosteriimektedir).
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Sekil 26. Santrifiij ve calkalayiciyi yiikleme. Santrifilj ve calkalayici pozisyonlari, iki (2) ila on (10) érnek isleme igin
go6sterilmistir. Bir (1) veya 11 6rnek islenemez. 12 6rnegin islenmesi icin tim santrifiij ve calkalayici pozisyonlari
yuklenir (gorintu gosteriimemektedir).
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isleme tiipleri (PT)

Onceki galigmalardan mikrosantrifiij tiipd yuvalarinda birakilmis tim igleme tiiplerini (PT) gikarin
(QlAcube Connect MDx: bkz. Sekil 21, sayfa 47, QlAcube: bkz. Sekil 22, sayfa 48). 3 isleme
tiplnd (PT) calismadaki 6rek sayisina gdre Tablo 5'te verilen reaktif miktariyla doldurun.

DNaz | inkiibasyon karisimi igin belirtlen DNA parcalama tamponu (RDD) hacmini bir isleme
tiplne (PT) pipetleyin ve belirtlen DNaz | (RNFD) stok sollisyonu hacmini ekleyin. Tim karisimi
bir 1000 pl pipet ucu kullanarak yukari ve asag 3 kez yavasca pipetleyerek karigtirin.

PAXgene Blood RNA Kit ile verilen 2 ml'lik igsleme tiplerini (PT) kullanin. Tapleri reaktif
adlariyla agikga etiketleyin ve bunlari Tablo 6'da (sayfa 54) belirtildigi gibi mikrosantrifiij tipU
yuvalarinda uygun pozisyona yerlestirin.

e

|\i} DNaz | (RNFD) fiziksel denatlrasyona Ozellikle duyarlidir. Kirpmayi azaltmak Uzere
- genis aciklikh pipet uclan kullanarak, sadece pipetlemeyle karistirin. Vortekslemeyin.

Y

L\') Tablo 5'te belirtildigi gibi sadece gereken hacmi pipetledidinizden emin olun.

Tablo 5. Mikrosantrifiij tiipii yuvalari igin igleme tiiplerinde gereken reaktiflerin hacmi.

Belirtilen 6rnek sayisi igin reaktif hacmi (pl)
Ornek sayisi Proteinaz K (PK) DNaz | inkiibasyon karigimi Elisyon tamponu (BR5)
2 126 187 (23 DNaz | + 164 Buffer RDD) 313
3 170 261 (33 DNaz | + 228 Buffer RDD) 399
4 213 334 (42 DNaz | + 292 Buffer RDD) 486
B 256 407 (51 DNaz | + 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) 1177
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Tablo 6. Mikrosantrifiij tiipi yuvalari

Pozisyon
A B C
Icerik Proteinaz K DNaz | inkiibasyon karigimi Elisyon tamponu (BR5)
Kap Isleme tiipti (PT)* Isleme tiipti (PT)* Isleme tiipti (PT)*

* PAXgene Blood RNA Kit ile verilen 2 ml'lik isleme tuplerini kullanin.
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Protokol: PAXgene Blood RNA Tubes (BRT)
Icinde Toplanan Insan Tam Kanindan Total
RNA'nin Manuel Saflastirmasi

Baslamadan énce énemli 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 yanlig tiip veya déndirme kolonuna aktarmaktan kaginmak igin tim tiipler ve
dondirme kolonlarinin silinmez bir kalemle uygun sekilde etiketlendiginden emin olun.
Her tlpun (PT, MCT) kapagi ve govdesini etiketleyin. Déndirme kolonlari i¢in igsleme
tiplnin (PT) govdesini etiketleyin. Sivi aktarildiktan sonra her tlip veya dondirme

kolonunu kapatin.
Prosedur sirasinda érnekler veya tamponlarin dékulmesi RNA verimi ve safligini azaltabilir.

Aksi belirtiimedigi stirece bu protokoliin santrifiij adimlari dahil olmak izere tim
adimlari oda sicakliginda (15-25°C) gergeklestiriimelidir.

Nukleik asit amplifikasyonu teknolojilerinin duyarlihdi nedeniyle 6rneklerin muamelesi

sirasinda gapraz kontaminasyondan kaginmak igin su énlemler gereklidir:

Ornegi kolon kenarini i1slatmadan dikkatlice déndiirme kolonuna (PRC, PSC) pipetleyin.

Sivi transferleri arasinda daima pipet uglarini degistirin. Aerosol bariyerli pipet uglari

kullanin.

Dondurme kolonu (PRC, PSC) membranina pipet ucu ile dokunmaktan kaginin.
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Bir mikrosantrifljj tiplnu (MCT) vorteksledikten veya isittiktan sonra kapagin icindeki

damlalari gidermek igin kisa slire santriflijleyin.

Tum prosedir boyunca eldiven kullanin. Eldivenler ile 6rnegin temasi durumunda

eldivenleri hemen degistirin.

Mikrosantrifilje yerlestirmeden énce déndiirme kolonunu (PRC, PSC) kapatin. islemde
tanimlandigi sekilde santrifijleyin.

Her defasinda sadece bir dondiirme kolonu (PRC, PSC) agin ve aerosol olusturmaktan
kaginin.

Daha fazla érnegin etkin paralel islenmesi igin santrifligasyondan sonra déndiirme
kolonlarinin (PRC, PSC) aktarilabilecegdi sekilde bir rafi isleme tupleriyle (PT) doldurun.
Akis kismini igeren kullaniimis igleme tiiplerini (PT) atin ve déndirme kolonlarini (PRC,

PSC) igeren yeni isleme tiplerini (PT) dogrudan mikrosantrifije yerlestirin.

Baslamadan 6nce yapilacaklar

56

Kan, PAXgene Blood RNA Tube EI Kitabi belgesinde yer alan talimatlar dogrultusunda
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) i¢inde toplanmalidir. Gerekirse PAXgene Blood
RNA Tubes (BRT) kullanimi hakkinda éneriler igin Ek C'ye (sayfa 74) bakin.

Kan hicrelerinin tam lizisini saglamak i¢cin PAXgene Blood RNA Tubes'un (BRT), kan
toplandiktan sonra en az 2 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe 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 6nce oda sicakligina dengeleyin ve ardindan prosediire
baslamadan énce 2 saat boyunca oda sicakhiginda saklayin.

Sayfa 10 igindeki glivenlik bilgilerini okuyun.

RNA kullanimiyla ilgili kilavuz ilkeleri okuyun (Ek A, sayfa 71).

Pipetler ve galkalayici-inkibator gibi cihazlarin Ureticinin Onerilerine gore diizenli olarak
kontrol ve kalibre edildiginden emin olun.

Adim 5 ve 20'de bir ¢alkalayici-inktbator gereklidir. Calkalayici-inklibatdr sicakhigini
55°C'ye ayarlayin.
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® Baglama tamponu (BR2) saklama halinde bir ¢okelti olusturabilir. Gerekirse ¢ézmek
icin 37°C'ye 1sitin.

e Yikama tamponu 2 (BR4) konsantre olarak saglanir. ilk defa kullanmadan énce bir
galisma sollsyonu olusturmak igin sisede belirtildigi Gzere 4 hacim etanol (%96-100,
saflik derecesi p.a.) ekleyin.

® RNase-Free DNase Set ilk kez kullanilacaksa DNaz | stok soltisyonu hazirlayin. Kati
DNaz I'yi (RNFD; 1500 Kunitz birimi)* set ile saglanan DNaz resiispansiyon
tamponunun (DRB) 550 pl'si icinde ¢6zln. Siseyi acarken DNaz | (RNFD)
kaybedilmediginden emin olun. Sulandiriimis DNaz I'yi (RNFD) vortekslemeyin. DNaz |
fiziksel denatlirasyona 6zellikle duyarlidir. Karistirma sadece sisenin yavasga tersine
cevrilmesi ile gergeklestiriimelidir.

® Mevcut veriler sulandiriimig DNaz I'nin (RNFD) 6 haftaya kadar 2-8°C'de
saklanabilecegini gostermektedir. DNaz I'nin (RNFD) daha uzun donemli saklanmasi
icin stok sollisyonunu cam siseden ¢ikarin, tek kullanimlik alikotlara bélin (kitle
saglanan 1,5 ml mikrosantrifiij tiplerini [MCT] kullanin; 5 alikot igin yeterlidir) ve 9 aya
kadar -20°C'de saklayin. C6zinmus alikotlar 6 haftaya kadar 2-8°C'de saklanabilir.

Alikotlari ¢ozdUlikten sonra tekrar dondurmayin.

e DNaz | (RNFD) sulandirma ve alikot olusturma sirasinda, RNA kullanimina yonelik

kilavuz ilkeleri izlediginizden emin olun (Ek A, sayfa 71).

* Kunitz Uniteleri yaygin olarak DNaz | 6lgiimi i¢in kullaniimaktadir. 25°C sicaklikta, pH 5,0'da substrat olarak
yuksek olctide 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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Prosedir

1.

58

PAXgene Blood RNA Tube'u (BRT) disari dogru agilir rotor kullanarak 10 dakika
boyunca 3000-5000 x g hizda santrifiijleyin.
(j) Kan hucrelerinin tam lizisini saglamak icin kan érneginin PAXgene Blood
- RNA Tube'da (BRT) minimum 2 saat boyunca oda sicakliginda (15-25°C)
inktbe edildiginden emin olun.

|'/-i) Rotor, yuvarlak tabanli tipler igin tlip adaptorleri igermelidir. Bagka tiir tlip
= adaptoéra kullanilirsa tipler santrifigasyon sirasinda kirilabilir.

Siipernatani dekantasyon veya pipetleme yoluyla gikarin. Pellete 4 ml RNaz icermeyen
Su (RNFW) ekleyin ve tiipu yeni bir sekonder BD Hemogard kapak kullanarak kapatin

(kitle saglanmaktadir).

Siipernatanin dekantasyonu yaplilirsa pelleti bozmamaya dikkat edin ve tlupin kenarini

temiz bir kagit havluyla kurulayin.

Pellet goriinir sekilde ¢dzlnlinceye kadar vorteksleyin ve bir disari dogru acihr rotor
kullanarak 10 dakika boyunca 3000-5000 x g hizda santrifijleyin. Stpernatanin

tamamini ¢ikarin ve atin.

Vortekslemeden sonra ancak santrifijleme isleminden 6nce sipernatanda az miktarda
kalinti kalmasi iglemi etkilemeyecektir.
|'/-') Supernatanin tam olarak gideriimemesi lizisi 6nleyecek ve lizati sulandiracaktir.
- Bu nedenle RNA'nin PAXgene membranina baglanma kosullarini etkileyecektir.
350 pl restspansiyon tamponu (BR1) ekleyin ve pellet gortinir sekilde ¢éziintinceye
kadar vorteksleyin.
Ormegi 1,5 mllik bir mikrosantrifijj tiipiine (MCT) pipetleyin. 300 ul baglama tamponu (BR2)
ve 40 pl proteinaz K (PK) ekleyin. 5 saniye boyunca vorteksleyerek karistirin ve ¢alkalayici-
inkiibator kullanarak 10 dakika boyunca 55°C'de 400-1400 rpm hizda inkiibe edin.
inkiibasyondan sonra galkalayici-inkiibatér sicakligini 65°C'ye ayarlayin (adim 20 igin).
|'/-i) Ornege eklemeden énce baglama tamponu (BR2) ve proteinaz K'yr (PK)
= birbirine ekleyerek karistirmayin.
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6.

10.

11.

Lizati dogrudan, 2 ml'lik bir isleme tupune (PT) yerlestiriimis PAXgene Shredder
dondiirme kolonuna (PSC; eflatun) pipetleyin ve maksimum hizda (ancak 20.000 x g
Uzerinde olmayacak sekilde) 3 dakika santrifijleyin.

|'/-ij Lizati dikkatli bicimde déndirme kolonuna (PSC) pipetleyin ve lizatin
= déndirme kolonuna (PSC) tamamen aktarildiini gorsel olarak kontrol edin.

Kolonlarin (PSC) ve tliplerin (PT) zarar gérmesini dnlemek i¢in 20.000 x g hizi gegmeyin.

"/-i) Bazi 6rekler santrifiljleme yapilmadan, PAXgene Shredder déndiirme
= kolonu (PSC) iginden akabilir. Bunun nedeni bazi érneklerin diigtik

viskozitesidir ve Urlin basarisizliginin bir géstergesi olarak distiniimemelidir.

Akis fraksiyonu sliipernataninin tamamini igsleme tiptndeki pelleti bozmadan yeni bir
1,5 ml'lik mikrosantrifiij tipine (MCT) dikkatlice aktarin.

350 pl etanol (%96-100, saflik derecesi p.a.) ekleyin. Vorteksleyerek karistirin ve tup
kapaginin iginden damlalari gidermek igin kisa siire santrifiijleyin (500-1000 x g hizda
1-2 saniye).

(j) Santrifujleme hizi 1-2 saniyeyi gecmemelidir. Aksi takdirde, niikleik asitlerin

pellet olusturmasi ve total RNA verimlerinin azalmasina neden olabilir.

2 ml'lik igleme tupine (PT) yerlestiriimis PAXgene RNA déndirme kolonuna (PRC,
kirmizi) 700 pl 6rnek pipetleyin ve 8000-20.000 x g hizda 1 dakika boyunca
santriftjleyin. Dondurme kolonunu (PRC) yeni bir 2 ml'lik isleme tlptne (PT) yerlestirin
ve akis kismini iceren eski isleme tupunu (PT) atin.
PAXgene RNA déndirme kolonuna (PRC) kalan drnegi pipetleyin ve 8000-20.000 x g
hizda 1 dakika boyunca santrifiijleyin. Dondiirme kolonunu (PRC) yeni bir 2 ml'lik
isleme tupulne (PT) yerlestirin ve akis kismini igeren eski isleme tipund (PT) atin.
(i) (")"rne?i dikkatli bicimde déndiirme kolonuna (PVRC) p.)'ipetleyin ve 6rnegin .

- déndirme kolonuna (PRC) tamamen aktarildigini gérsel olarak kontrol edin.
350 pl yikama tamponu 1'i (BR3) PAXgene RNA doéndirme kolonuna (PRC) pipetleyin.

1 dakika boyunca 8000-20.000 x g hizda santrifijleyin. Déndiirme kolonunu (PRC) yeni bir
2 ml'lik isleme tuptne (PT) yerlestirin ve akis kismini igeren eski isleme tipunu (PT) atin.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

60

10 pl DNaz | (RNFD) stok soltisyonunu 1,5 ml'lik mikrosantrifij tipt (MCT) icerisinde
70 pl DNA pargalama tamponuna (RDD) ekleyin. Tlpe parmaginizla hafifge vurarak
karigtirin ve tipun yanlarindan kalan siviyi toplamak igin kisa sure santrifijleyin.

Ornegin, 10 érnek isleniyorsa 100 ul DNaz | (RNFD) stok soliisyonunu 700 ul DNA
parcalama tamponuna (RDD) ekleyin. Kitle saglanan 1,5 ml'lik mikrosantrifj tUplerini
(MCT) kullanin.

|'/'i) DNaz | fiziksel denatlrasyona ézellikle duyarlidir. Karigstirma sadece tlipe
= hafifge vurarak yapilmalidir. Vortekslemeyin.

DNaz | (RNFD) inkiibasyon karigimini (80 pl) dogrudan PAXgene RNA déndirme
kolonu (PRC) membranina pipetleyin ve tezgah lzerinde (20-30°C) 15 dakika bekletin.

|'/-i) DNaz | (RNFD) inkiibasyon karigiminin dogrudan membrana yerlestiriimesini
N saglayin. Karisimin bir kismi dondirme kolonunun (PRC) duvarlari veya O

halkasina uygulanirsa ve orada kalirsa DNA parcalanmasi eksik olacaktir.

PAXgene RNA déndirme kolonuna (PRC) 350 pl yikama tamponu 1 (BR3) pipetleyin
ve 8000-20.000 x g hizda 1 dakika boyunca santrifiijleyin. Déndiirme kolonunu (PRC)
yeni bir 2 ml'lik igleme tuplne (PT) yerlestirin ve akis kismini igeren eski isleme tipuni
(PT) atin.

PAXgene RNA déndiirme kolonuna (PRC) 500 pl yikama tamponu 2 (BR4) pipetleyin
ve 8000-20.000 x g hizda 1 dakika boyunca santrifijleyin. Dondirme kolonunu (PRC)
yeni bir 2 ml'lik isleme tuplne (PT) yerlestirin ve akis kismini igeren eski isleme tipuni
(PT) atin.

|'/-i) Yikama tamponu 2 (BR4) konsantre olarak saglanir. Kullanmadan 6nce

= yikama tamponu 2'ye (BR4) etanol eklendiginden emin olun (bkz

"Baslamadan 6nce yapilacaklar", sayfa 56).

PAXgene RNA déndirme kolonuna (PRC) 500 pl daha yikama tamponu 2 (BR4)
ekleyin. 8000-20.000 x g hizda 3 dakika santriftjleyin.

Akis kismini igeren isleme tipunu (PT) atin ve PAXgene RNA déndirme kolonunu
(PRC) yeni bir 2 ml'lik isleme tiiptine (PT) yerlestirin. 8000-20.000 x g hizda 1 dakika

santrifijleyin.

PAXgene Blood RNA Kit El Kitabr  12/2020



18.

19.

20.

21.

Akis kismini igeren igleme tlpund (PT) atin. PAXgene RNA déndirme kolonunu (PRC)
1,5 ml'lik bir mikrosantrifij tiptine (MCT) yerlestirin ve 40 pl elisyon tamponunu (BR5)
dogrudan PAXgene RNA ddéndirme kolonu (PRC) membranina pipetleyin. RNA
elisyonu i¢in 1 dakika boyunca 8000-20.000 x g hizda santrifijleyin.

Maksimum ellsyon etkinligini elde etmek i¢in tim membrani elisyon tamponu (BR5) ile

Islatmak 6nemlidir.

Elisyon adimini (adim 18) agiklandigi gibi, 40 pl elisyon tamponu (BR5) ve ayni
mikrosantrifij tiptnt (MCT) kullanarak tekrarlayin.

ElGati gcalkalayici-inkiibatérde (adim 5'ten) 5 dakika boyunca 65°C'de sallamadan

inkiibe edin. Inkiibasyondan sonra hemen buz iizerinde sogutun.

Bu 65°C'deki inkiibasyon RNA'y1 asagdi yonde uygulamalar igin denatire eder.
inkiibasyon siiresi veya sicakligini gecmeyin.

RNA o6rnekleri hemen kullaniimayacaksa -20°C veya -70°C'de saklayin.

RNA tekrarlanan dondurma veya ¢6zme sonrasinda denatiire durumda kaldigindan
inklibasyonu 65°C'de tekrarlamak gerekmez. RNA 6rnekleri diagnostik bir teahlilde

kullaniliyorsa ureticinin sagladigi talimati izleyin.

RNA'nin 260 nm'de absorbans ile dogru kantifikasyonu i¢in érneklerin 10 mM Tris-HCI
ile pH 7,5'de seyreltiimesini 6neririz.* Ornedi RNaz icermeyen Suda seyreltmek yanlis
olarak dusik degerlere neden olabilir.

Spektrofotometreyi dlcllecek drneklerle ayni oranda elisyon tamponu (BR5) ve Tris-
HCI tamponundan olugan bir kor kullanarak sifirlayin. Elisyon tamponunun (BR5)

220 nm'de yuksek absorbansi vardir ve bu durum eger spektrofotometre uygun sekilde
sifirlanmazsa yiksek arka alan absorbans seviyelerine yol acabilir.

|"/ij Tris HCI tamponunda kantifikasyon icin Azeo = 1 = 44 pg/ml iligkisini kullanin.
= Bkz. Ek B, sayfa 72.

* Kimyasallarla galisirken, daima uygun laboratuvar 6nligi, tek kullanimlik eldiven ve koruyucu gozltk kullanin.
Daha fazla bilgi igin, Griin saglayicisindan edinebileceginiz, uygun guvenlik veri sayfalarina (safety data sheets,
SDS'ler) bagvurun.
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Protokol: PAXgene Blood RNA Tubes (BRT)
Icinde Toplanan Insan Tam Kanindan Total
RNA'nin Otomatik Saflastirmasi

Baslamadan énce énemli 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 malzemesine transferini énlemek igin tim isleme

tuplerinin (PT), mikrosantrifdj tiplerinin (MCT) ve rotor adaptdrlerinin silinmez bir kalemle

uygun sekilde etiketlendiginden emin olun. Her mikrosantrifuj tipuntn (MCT) kapagini ve
govdesini, her igleme tipinin (PT) gdvdesini ve her rotor adaptériniin dis duvarini

etiketleyin.
Prosedur sirasinda érnekler veya tamponlarin dékulmesi RNA verimi ve safligini azaltabilir.

Aksi belirtiimedigi stirece bu protokoliin santrifiij adimlari dahil olmak izere tim
adimlari oda sicakliginda (15-25°C) gergeklestiriimelidir.

Nikleik asit amplifikasyonu teknolojilerinin duyarlihgi nedeniyle 6rneklerin muamelesi

sirasinda gapraz kontaminasyondan kaginmak igin su énlemler gereklidir:
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Ornegi tiip kenarini nemlendirmeden tiipiin en altinda olacak sekilde isleme tipinin
(PT) icine dikkatle pipetleyin.
Sivi transferleri arasinda daima pipet uclarini degistirin. Aerosol bariyerli pipet uglari

kullanin.

Dondurme kolonu (PRC, PSC) membranina pipet ucu ile dokunmaktan kaginin.
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Bir mikrosantrifij tiptnu (MCT) vorteksledikten veya isittiktan sonra kapagin icindeki

damlalari gidermek igin kisa slire santrifljleyin.

Tum prosedir boyunca eldiven kullanin. Eldivenler ile 6rnegin temasi durumunda

eldivenleri hemen degistirin.

Baslamadan 6nce yapilacaklar

PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) iginde toplanmalidir. Gerekirse PAXgene Blood
RNA Tubes (BRT) kullanimi hakkinda oneriler igin Ek C'ye (sayfa 74) bakin.

Kan hicrelerinin tam lizisini saglamak igcin PAXgene Blood RNA Tubes'un (BRT), kan
toplandiktan sonra en az 2 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe 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
saklanmigsa 6nce oda sicakligina dengeleyin ve ardindan prosediire baslamadan énce

2 saat boyunca oda sicakliginda saklayin.

Sayfa 10 icindeki glvenlik bilgilerini okuyun.

"Onemli Notlar", sayfa 41 kismini okuyun.

RNA kullanimiyla ilgili kilavuz ilkeleri okuyun (Ek A, sayfa 71).

ligili QlAcube cihazi Kullanim Kilavuzunu ve QlAcube cihazi ile saglanan tim ek
bilgileri guivenlik bilgilerine 6zellikle dikkat ederek okuyun.

Pipetler ve QIAcube cihazi gibi cihazlarin ve aygitlarin treticinin énerilerine gore
dizenli olarak kontrol ve kalibre edildiginden emin olun.

Baglama tamponu (BR2) saklama halinde bir ¢okelti olusturabilir. Gerekirse ¢ézmek
icin 37°C'ye 1sitin.

Yikama tamponu 2 (BR4) konsantre olarak saglanir. ilk defa kullanmadan énce bir
calisma soluisyonu olusturmak icin sisede belirtildigi Gzere uygun hacimde etanol
(%96-100, saflik derecesi p.a.) ekleyin.
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® RNase-Free DNase Set ilk kez kullanilacaksa DNaz | stok soltisyonu hazirlayin. Kati
DNaz I'yi (RNFD; 1500 Kunitz birimi)* set ile saglanan DNaz resiispansiyon
tamponunun (DRB) 550 pl'si icinde ¢6zln. Siseyi acarken DNaz | (RNFD)
kaybedilmediginden emin olun. Sulandiriimis DNaz I'yi (RNFD) vortekslemeyin. DNaz |
fiziksel denatlrasyona 6zellikle duyarlidir. Karistirma sadece sisenin yavasca tersine
cevrilmesi ile gerceklestiriimelidir.

® Mevcut veriler sulandirilmig DNaz I'nin (RNFD) 6 haftaya kadar 2-8°C'de
saklanabilecegini gostermektedir. DNaz I'nin (RNFD) daha uzun donemli saklanmasi
icin stok solliisyonunu cam siseden ¢ikarin, tek kullanimlik alikotlara bélin (Kitle
saglanan 1,5 ml mikrosantrifiij tiplerini [MCT] kullanin; 5 alikot igin yeterlidir) ve 9 aya
kadar -20°C'de saklayin. C6zUnmus alikotlar 6 haftaya kadar 2-8°C'de saklanabilir.
Alikotlari ¢ozdlikten sonra tekrar dondurmayin.

e DNaz | (RNFD) sulandirma ve alikot olusturma sirasinda, RNA kullanimina yonelik
kilavuz ilkeleri izlediginizden emin olun (Ek A, sayfa 71).

® Dogru calkalayici adaptoriini takin (QlAcube cihazlari ile saglanir; 2 ml guvenli kilit tipleri
icin adaptoru kullanin, "2" ile isaretlenmistir) ve calkalayici rafi adaptériin Ustiine koyun.

® Atk gekmecesini kontrol edin ve gerekirse bosaltin.

® Daha 6nceki calismalar igin yapilmadiysa tim ilgili protokolleri yikleyin. QlAcube
Connect MDx, ilgili zip dosyasinda bulunan tiim protokollerin indirilmesini gerektirir.
Klasik QlAcube icin, Hem "PAXgene Blood RNA Part A" hem de "PAXgene Blood RNA
Part B" protokollerini yiikleyin. Bkz. "QIAcube cihazlarina protokol ylikleme", sayfa 44.

* Kunitz Uniteleri yaygin olarak DNaz | 6lgiimi i¢in kullaniimaktadir. 25°C sicaklikta, pH 5,0'da substrat olarak
ylksek olclide polimerize DNA kullanildiginda Azeo'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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Prosedir

1.

QlAcube cihaz kapagini kapatin ve QlAcube cihazini gli¢ anahtariyla acin (QlAcube
Connect MDx: bkz. Sekil 17, sayfa 42; QlAcube: bkz. Sekil 18, sayfa 43 Sekil 15).
Bir bip sesi duyulur ve baglangi¢ ekrani gérultr. Cihazlar otomatik olarak baglatma
testlerini gergeklestirir.
QlAcube cihazinin kapagini agin ve gerekli reaktifleri ve plastik malzemeleri QlAcube
cihazina yukleyin. Bkz. "QlAcube cihazlarini yikleme", sayfa 45.
Zamandan tasarruf etme amaci ile yikleme sonraki 10 dakikalik santrifligasyon
adimlarinin (adim 3 ve 5) biri veya her ikisi sirasinda yapilabilir.
PAXgene Blood RNA Tube'u (BRT) disari dogru agilir rotor kullanarak 10 dakika
boyunca 3000-5000 x g hizda santrifiijleyin.
ffi) Kan hicrelerinin tam lizisini saglamak igin kan érneginin PAXgene Blood
= RNA Tube'da (BRT) minimum 2 saat boyunca oda sicakliginda (15-25°C)
inkibe edildiginden emin olun.

(i) Rotor, yuvarlak tabanli tupler igin tlp adaptorleri icermelidir. Bagka tur tuip

- adaptora kullanilirsa tipler santrifigasyon sirasinda kirilabilir.
Siipernatani dekantasyon veya pipetleme yoluyla ¢ikarin. Pellete 4 ml RNaz igermeyen
Su (RNFW) ekleyin ve tiipl yeni bir sekonder BD Hemogard kapak kullanarak kapatin
(kitle saglanmaktadir).
Siipernatanin dekantasyonu yaplilirsa pelleti bozmamaya dikkat edin ve tlipiin kenarini
temiz bir kagit havluyla kurulayin.
Pellet gérinir sekilde ¢dzlintinceye kadar vorteksleyin ve bir disari dogru acilr rotor
kullanarak 10 dakika boyunca 3000-5000 x g hizda santrifljleyin. Stipernatanin
tamamini ¢ikarin ve atin.
Vortekslemeden sonra ancak santriflijleme isleminden 6nce siipernatanda az miktarda
kalinti kalmasi islemi etkilemeyecektir.

|'/-i) Sipernatanin tam olarak gideriimemesi lizisi 6nleyecek ve lizati sulandiracaktir.
N Bu nedenle RNA'nin PAXgene membranina baglanma kosullarini etkileyecektir.

PAXgene Blood RNA Kit El Kitabr  12/2020 65



10.

11.

66

350 pl resuspansiyon tamponu (BR1) ekleyin ve pellet gortinir sekilde ¢éziiniinceye
kadar vorteksleyin.

Ornegi bir 2 ml isleme tiipine (PT) pipetleyin.

(j) PAXgene Blood RNA Kit ile verilen 2 ml'lik isleme tuplerini (PT) kullanin.

Ornek igeren agik isleme tiiplerini (PT) QlAcube cihazi galkalayicisina yiikleyin (QIAcube
Connect MDx: bkz. Sekil 21, sayfa 47; QlAcube: bkz. Sekil 22, sayfa 48 Sekil 15). Ornek
pozisyonlari yiikleme kolayligi agisindan numaralandiriimistir. Her isleme tiipinan
yanindaki ¢alkalayici rafinda kenardaki yuvalar icine ¢alkalayici rafi tikaglan (QlAcube
cihazlari ile saglanmistir) yerlestirin. Bunlar drneklerin yikleme kontrolu sirasinda
saptanmasini mimkun kilar.
(i) Dogru calkalayici adaptérinin (Calkalayici Adaptord, 2 ml, givenli kilit tipleri, "2"
- ile isaretlenmistir, QlAcube cihazlari ile saglanir) yiklendiginden emin olun.
(j) Eger 12'den az 6rnek isleniyorsa calkalayici rafini $ekil 26, sayfa 52 icinde
- gOsterildigi gibi yiklediginizden emin olun. Bir (1) veya 11 Ornek islenemez.
Calkalayici rafindaki pozisyon numaralari, santrifijdeki pozisyon

numaralarina karsilik gelir.

QlAcube cihazi kapagini kapatin (QlAcube Connect MDx: bkz. $ekil 17, sayfa 42;
QIlAcube: bkz. Sekil 18, sayfa 43).

"PAXgene Blood RNA Part A" protokollini segin ve protokoli baglatin.
QlAcube cihazi dokunmatik ekraninda verilen talimatlari izleyin.

|'/-i) Her iki program kisminin (kisim A ve kisim B) QlAcube cihazi tizerinde yiklenmis
N oldugundan emin olun (bkz. "QlAcube cihazlarina protokol yukleme", sayfa 44).

I'/-ij QlAcube cihazlari érnekler, uglar, rotor adaptorleri ve reaktif siseleri icin
= yukleme kontroll yapacaktir.

"PAXgene Blood RNA Part A" protokolii bittikten sonra, QlAcube cihaz kapagini agin
(QlAcube Connect MDx: bkz. Sekil 17, sayfa 42; QlAcube: bkz. Sekil 18, sayfa 43).
PAXgene RNA déndirme kolonlarini (PRC) rotor adaptérlerinden ve bos isleme

tiplerini (PT) galkalayicidan ¢ikarin ve atin.
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(j) Calisma sirasinda déndirme kolonlari, rotor adaptérii pozisyonu 1'den
- (kapak pozisyonu L1) rotor adaptérii pozisyonu 3'e (kapak pozisyonu L2)
cihaz tarafindan aktarilir (bkz. Sekil 24, sayfa 50).

12. Rotor adaptorlerinde saflastiriimis RNA igeren tim 1,5 ml mikrosantrifiij tlplerinin
(MCT) kapaklarini kapatin (pozisyon 3, kapak pozisyonu L3, bkz. Sekil 24, sayfa 50).
1,5 ml'lik mikrosantriftj tuplerini (MCT) QIlAcube cihazi galkalayici adaptériine aktarin
(QlAcube Connect MDx: bkz. Sekil 21, sayfa 47; QlAcube: bkz. Sekil 22, sayfa 48).

13. QlAcube cihazi kapagini kapatin (QlAcube Connect MDx: bkz. Sekil 17, sayfa 42;
QIlAcube: bkz. Sekil 18, sayfa 43).
14."PAXgene Blood RNA Part B" protokoliini segin ve protokoll baglatin.
QlAcube cihazi dokunmatik ekrani tzerinde verilen talimati izleyin.
ffi) Bu program drnekleri 65°C'de inkibe eder ve RNA'yI agadi yonde
= uygulamalar igin denatire eder. Asagiya yonde uygulamaya bir isi

denatirasyonu adimi dahil olsa da bu adimi atlamayin. Agsagdi yénde

uygulamalarda maksimum etkinlik igin yeterli RNA denatiirasyonu sarttir.

15. "PAXgene Blood RNA Part B" programi bittikien sonra, QlAcube cihaz kapagini agin
(QlAcube Connect MDx: bkz. Sekil 17, sayfa 42; QlAcube: bkz. Sekil 18, sayfa 43).

Saflastirimig RNA igceren mikrosantrifijj tiplerini (MCT) hemen buz Ustuine yerlestirin.

UYARI: Sicak yuzey. Calkalayici 70°C'ye kadar sicakliklara ulasabilir.

Sicakken dokunmaktan kaginin.

ffi) Saflastiriimis RNA'nin QlAcube cihazi iginde kalmasina izin vermeyin.
= Ornekler sogutulmadigindan saflastirilmis RNA degrade olabilir. Bu nedenle
basinda beklenmeyen gece drnek hazirlama ¢aligmalari 6nerilmez.

16. RNA ornekleri hemen kullaniimayacaksa -20°C veya -70°C'de saklayin.
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17.

RNA tekrarlanan dondurma ve ¢ézmeden sonra denatiire durumda kaldigindan isi
inkiibasyonu protokoliini ("PAXgene Blood RNA Part B") tekrarlamak gerekmez. RNA
ornekleri diagnostik bir tahlilde kullanilacaksa Uretici tarafindan saglanan talimatlar
izleyin.

RNA'nin 260 nm'de absorbans ile dogru kantifikasyonu igin érneklerin 10 mM Tris-HCI
ile pH 7,5'de seyreltiimesini 6neririz.* Ornedi RNaz icermeyen Suda seyreltmek yanlis
olarak dusik degerlere neden olabilir.

Spektrofotometreyi dlclilecek érneklerle ayni oranda elisyon tamponu (BR5) ve Tris-
HCI tamponundan olusan bir kor kullanarak sifirlayin. Elisyon tamponunun (BR5)

220 nm'de yuksek absorbansi vardir ve bu durum eger spektrofotometre uygun sekilde
sifirlanmazsa yiksek arka alan absorbans seviyelerine yol acabilir.

l'/-ij Tris-HCI tamponunda kantifikasyon icin su iliskiyi kullanin:
\_
Aze0 = 1 => 44 ug/ml. Bkz. Ek B, sayfa 72.

Reaktif sisesi rafini QlAcube cihazi ¢alisma tablasindan ¢ikarin (QlAcube Connect
MDx: bkz. Sekil 21, sayfa 47; QlAcube: bkz. Sekil 22, sayfa 48) ve tiim siseleri uygun
sekilde etiketlenmis kapaklarla kapatin. Siselerdeki tampon 3 aya kadar oda
sicakliginda (15-25°C) saklanabilir. QlAcube cihazinin mikrosantrifjj tiplu yuvalarinda,
isleme tlplerinde (PT) kalan reaktifleri gikarin ve atin. Rotor adaptorlerini santrifijden
ctkarin ve atin. QlAcube Connect MDx atik gekmecesini bosaltin (QlAcube Connect
MDx: bkz. Sekil 17, sayfa 42; QlAcube: bkz. Sekil 18, sayfa 43). QlAcube cihaz

kapagini kapatin ve cihazi gu¢ anahtariyla kapatin.

* Kimyasallarla ¢alisirken, daima uygun laboratuvar 6nligi, tek kullanimlik eldiven ve koruyucu goézlik kullanin.
Daha fazla bilgi igin, Griin saglayicisindan edinebileceginiz, uygun guvenlik veri sayfalarina (safety data sheets,
SDS'ler) bagvurun.
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Sorun Giderme Kilavuzu

Bu sorun giderme kilavuzu ortaya ¢ikabilecek sorunlarin ¢éziimiinde yardimci olabilir. Daha
fazla bilgi icin Teknik Destek Merkezimizdeki Sik Sorulan Sorular sayfasina bakin:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN Teknik Servislerindeki bilim insanlari bu el
kitabindaki bilgi ve protokollerle ya da 6rnek ve tahlil teknolojileriyle ilgili herhangi bir
sorunuzu cevaplandirmaktan daima mutlu olacaktir (irtibat bilgileri icin son sayfaya bakin

veya www.giagen.com adresini ziyaret edin).

Yorum ve Oneriler

RNA degradasyonu

RNaz kontaminasyonu ( i\ Prosediir veya daha sonraki muamele
\_J sirasinda reaktiflere herhangi bir RNaz
sokmamaya dikkat edin (bkz. EK A, sayfa 71).

Dustk RNA verimi

a) PAXgene Blood RNA ( i\ PAXgene Blood RNA Tube'da (BRT, bkz.
Tube'da (BRT) \_J PAXgene Blood RNA Tube El Kitabr)
2,5 ml'den az kan 2,5 ml kan toplandigindan emin olun.
toplanmig

b) Suda dlcilen RNA ( i\ Dogru kantifikasyon icin RNA 10 mM
konsantrasyonu \_J Tris-HCI, pH 7,5* icinde seyreltiimelidir

(bkz. Ek B, sayfa 72).

¢) Manuel protokolde adim I-/'i_\- Manuel protokolde adim 7'de stipernatanin
9 ve 10'da PAXgene \_) pipetlenmesi sirasinda buyik partikilleri
RNA doéndirme aktarmaktan kaginin (kliglik kalintilarin
kolonuna (PRC) hiicre aktariimasi islemi etkilemez).

kalintilar aktariimis

* Kimyasallarla galisirken, daima uygun laboratuvar 6nlugu, tek kullanimlik eldiven ve koruyucu gézlik kullanin. Daha fazla
bilgi igin, Urlin sadlayicisindan edinebileceginiz, uygun glvenlik veri sayfalarina (safety data sheets, SDS'ler) bagvurun.
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Yorum ve Oneriler

d) Sipernatan adim 3'te
tamamen giderilmemis

e
N

e) Kan, PAXgene Blood ( I
RNA Tube'da (BRT) \_J
toplandiktan sonra
2 saatten kisa streligine
inklibe edilmis

Duslk Aze0/Az2s0 degeri

a) Azeo/Azso Olglimii igin (1}
RNA seyreltmek tizere \_J
su kullaniimig

b) Spektrofotometre ( I
uygun olarak \_J
sifirlanmamis

Cihaz arizasi

QIAcube cihazlari dogru
sekilde galismamis

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

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

Safligi 6lgmeden 6nce RNA'y1 seyreltmek
icin 10 mM Tris-HCI, pH 7,5 kullanin*
(bkz. Ek B, sayfa 72).

Spektrofotometreyi dlgilecek 6rneklerle
ayni oranda eliisyon tamponu (BR5) ve

10 mM Tris-HCI, pH 7,5'ten olusan bir kor
kullanarak sifirlayin. Eliisyon tamponunun
(BR5) 220 nm'de yiksek absorbansi vardir
ve bu durum eger spektrofotometre uygun
sekilde sifirlanmazsa yiksek arka alan
absorbans seviyelerine yol acgabilir.

Sorun Giderme kismina Ozellikle dikkat ederek ilgili
QIAcube kullanim kilavuzu belgesini okuyun. QlAcube

cihazi bakiminin kullanim kilavuzu iginde agiklandigi
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.
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Ek A: RNA Muamelesiyle ligili Genel Notlar

RNA Muamelesi

e
L

Ribonukleazlar (RNazlar) genel olarak calismak icin kofaktorler gerektirmeyen
cok stabil ve aktif enzimlerdir. RNazlarin inaktivasyonu zor oldugundan ve
RNA'nin degradasyonu igin ¢gok az miktarlar bile yeterli oldugundan éncelikle
RNaz kontaminasyonu olasiligini ortadan kaldirmadan herhangi bir plastik
veya cam malzeme kullanmayin. Saflagtirma islemi sirasinda veya sonrasinda
RNA 6rnegine RNazlari istemeden sokmamak igin ¢ok dikkatli olunmalidir.
RNaz icermeyen bir ortam olusturmak ve sirdirmek icin RNA ile ¢alisirken
tek kullanimlik olan ve olmayan kaplar ve soliisyonlarin 6n muamelesi ve
kullanimi sirasinda énlemler alinmalidir.

Genel muamele

e
N

RNA ile g¢alisirken daima uygun mikrobiyolojik aseptik teknik kullaniimalidir.
Eller ve toz partikilleri bakteri ve kif tagimakta olup RNaz kontaminasyonunun
en sik gorilen kaynaklaridir. Cilt ylzeyinden veya tozlu laboratuvar
ekipmanindan RNaz kontaminasyonunu &nlemek icin reaktifler ve RNA
orneklerinin kullanimi sirasinda daima lateks veya vinil eldivenler kullanin.
Eldivenleri sik sik degistirin ve tipleri mimkin oldugunca kapali tutun.
Alikotlar asadi yonde uygulamalar icin pipetlendiginde saflastiriimis RNA'yi
buz Gizerinde tutun.

Cam malzeme ve solisyonlardan RNaz kontaminasyonunu giderme protokolleri sunlar gibi

genel molekiler 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 (Aze0) degerinde oSlgerek
belirenmelidir. Sonuglarin éneminden emin olmak igin olgiimler spektrofotometrenin lineer
araliginda olmalidir. 260 nm degerinde 1 birimlik bir absorbans, ml basina 44 ug RNA degerine
karsilik gelir (Aze0 = 1 = 44 pg/ml). Bu iligki sadece 10 mM Tris-HCI, pH 7,5,* i¢indeki 6lgimler
icin gecerlidir. Bu nedenle RNA 6rneginin seyreltiimesi gerekir ve bu islem 10 mM Tris-HCl icinde
yapilmalidir. Asagida agiklandigi gibi (bkz "RNA Safligi”, sayfa 73), 260 ve 280 nm degerlerinde
absorbansin orani RNA safliginin bir tahminini saglar. RNA érnekleri élgllurken kuvetlerin RNaz
icermediginden emin olun. Spektrofotometreyi 6iglilecek drneklerle ayni oranda ellisyon tamponu
(BR5) ve Tris-HCI tamponundan olusan bir kér kullanarak sifirlayin. Elisyon tamponunun (BR5)
220 nm'de yiksek absorbansi vardir ve bu durum eger spektrofotometre uygun sekilde
sifilanmazsa ylksek arka alan absorbans seviyelerine yol acabilir. RNA kantifikasyonunda yer

alan hesaplamaya bir 6rnek asagida gosterilmistir.

RNA drneginin hacmi = 8ol
Diltisyon (1/15) = 10 pyl RNA 6rnegi + 140 yl 10 mM Tris-HCI, pH 7,5
Seyreltilmis 6rnegin absorbansini bir kiivette (RNaz icermeyen) élgun.
Az60 = 03
Ornegdin konsantrasyonu = 44 x Azeo x diliisyon faktorii
= 44x0,3x15
= 198 pg/mi
Toplam verim = konsantrasyon x mililitre cinsinden érnek hacmi
= 198 pg/ml x 0,08 ml
= 15,8 ug RNA

* Kimyasallarla galisirken, daima uygun laboratuvar 6nligi, tek kullanimlik eldiven ve koruyucu goézlik kullanin.
Daha fazla bilgi igin, Griin saglayicisindan edinebileceginiz, uygun guvenlik veri sayfalarina (safety data sheets,
SDS'ler) bagvurun.
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RNA Safligi

260 nm ve 280 nm (Azeo/A280) degerlerinde Olg¢limlerin orani protein gibi UV emen
kontaminanlara gére RNA safliginin bir tahminini saglar. Ancak Azeo/A2s0 orani pH
degerinden 6nemli derecede etkilenmektedir. Daha dugtk pH, daha dugik Azso/A2s0 orani
ve protein kontaminasyonuna karsi azalmig duyarlliga neden olmaktadir.* Dogru degerlerin
elde edilmesi icin absorbansin 10 mM Tris-HCl'de, pH 7,5'te dlgilmesini 6neririz. Saf RNA
icin A260/A280 orani 10 mM Tris-HCI, pH 7,5 icinde 1,8-2,2 araligindadir. Spektrofotometreyi
Olgulecek drneklerle ayni oranda ellisyon tamponu (BR5) ve Tris-HCI tamponundan olugan
bir kér kullanarak sifirlayin. Eliisyon tamponunun (BR5) 220 nm'de yliksek absorbansi vardir
ve bu durum eger spektrofotometre uygun sekilde sifirlanmazsa ylksek arka alan 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

I'/-i) PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) kullanilirken BD'nin asagidaki onerileri
N yardimci olabilir. PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) hakkinda daha fazla bilgi

icin PAXgene Blood RNA Tube El Kitabi belgesine bakin.

BD Hemogard Kapaginin Cikariimasi Talimati

1. Basparmaginizi BD Hemogard kapaginin altina yerlestirerek PAXgene Blood RNA
Tube'u (BRT) bir elinizle kavrayin. (Ek stabilite i¢in kolunuzu saglam bir ylizeye
yerlestirin.) Diger elinizle, BD Hemogard kapagi gevirirken diger elin bagparmagini
SADECE TUP TAPASI GEVSEYINCEYE KADAR ayni anda yukari itin.

2. Kapagi kaldirmadan once basparmaginizi uzaklastirin. Bagparmaginizi kapagi
PAXgene Blood RNA Tube'dan (BRT) iterek gikarmak icin KULLANMAYIN. Dikkat:
PAXgene Blood RNA Tube (BRT) kan igeriyorsa maruz kalma tehlikesi mevcuttur.
Kapagin cikarilmasi sirasinda yaralanmayi énlemek igin BD Hemogard kapak gevser
gevsemez, kapagi yukari itmek i¢in kullanilan bagparmagin, PAXgene Blood RNA
Tube (BRT) ile temasinin kesilmesi 6nemlidir.

3. Kapagi PAXgene Blood RNA Tube'dan (BRT) kaldirip ¢ikarin. Plastik kalkanin lastik
tapadan ayrilmasi gibi pek olasi olmayan bir durumda KAPAGI YENIDEN MONTE
ETMEYIN. Lastik tapayi dikkatlice PAXgene Blood RNA Tube'dan (BRT) gikarin.

ikincil BD Hemogard Kapagini yerlestirme talimatlari

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

2. Tapa tamamen yerine oturuncaya kadar gevirerek asagiya dogru sikica itin. Kullanim
sirasinda kapagin PAXgene Blood RNA Tube (BRT) lizerinde saglam bir sekilde
kalmasi igin tapanin tam olarak tekrar yerlestiriimesi gereklidir.
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Siparis Bilgileri

Urun

icerik

Kat. no.

PAXgene Blood RNA Kit (50)

PAXgene Blood RNA Tubes

(100)

50 PAXgene Spin Columns, 50
Shredder Spin Columns, isleme
Tupleri, RNaz igermeyen DNaz I,
RNaz igermeyen Reakitifler ve
Tamponlar. PAXgene Blood RNA
Tubes ile kullanilacaktir

100 kan toplama tipi

QIAGEN'den siparis edilebilecek ilgili tirtinler

Starter Pack, QlAcube

Filter-Tips, 1000 ul (1024)

Reagent Bottles, 30 ml (6)

Rotor Adapters (10 x 24)

Reagent Bottle Rack

PAXgene Blood RNA Kit El Kitabi

12/2020

Paket sunlari igerir: reaktif sisesi
raflari (3); raf etiketleme seritleri (8);
200 pl filtre uglari (1024); 1000 pl filtre
uglari (1024); 1000 pl filtre uglari,
genis aciklkli (1024); 30 ml reaktif
siseleri (18); rotor adaptorleri (240);
rotor adaptor tutucusu

Steril, Tek Kullanimlik Filtre Uglari, rafta

Reaktif Siseleri (30 ml), kapakli; 6'l
paket; QlAcube cihazi reaktif sisesi
rafiyla kullaniimak tzere

240 hazirlik igin: 240 Tek Kullanimhk
Rotor Adaptéri; QlAcube cihazlari ile
kullaniimak Gzere

QlAcube cihazi ¢alisma tablasi
Uizerinde 6 x 30 ml reaktif sisesi
tutmak icin raf

762174

762165

990395

990352

990393

990394

990390
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Rotor Adapter Holder 12 tek kullanimlik rotor adaptori igin 990392
tutucu; QlAcube cihazlari ile
kullaniimak tizere

BD'den siparis edilebilecek ilgili liriinler*

Blood Collection Set BD Vacutainer® Safety-Lok™ 6 Blood 367286
Collection Set: 21 G, 0,75 in¢ (0,8 x
19 mm) igne, luer adaptérii ile 12 ing
(305 mm) tiip; kutu basina 50, karton

basina 200
BD Vacutainer One-Use Holder ~ Sadece 13 mm ve 16 mm ¢ap igin 364815
karton; 1000/karton
BD Vacutainer Plus Serum 13 x 75 mm 4,0 ml gekmeli, kirmizi BD 368975
Tubes Hemogard kapakh ve kagit etiketli;

100/kutu, 1000/karton

* Bu kan toplama aksesuarlari, PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) ile birlikte kullanilabilecek tipik driinleri temsil
etmektedir. Nasil siparis edilecegi dahil bu aksesuarlar hakkinda daha fazla bilgi igin www.preanalytix.com
adresine gidin.

Guncel lisanslama bilgisi ve uriine spesifik ret beyanlari igin ilgili PreAnalytiX veya QIAGEN
kiti el kitabi veya kullanim kilavuzuna bakin. PreAnalytiX ve QIAGEN kiti el kitaplari ve

kullanim kilavuzlari www.preanalytix.com ve www.qiagen.com adreslerinden temin
edilebilir veya PreAnalytiX Teknik Servisinden talep edilebilir.
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El Kitabi Revizyon Gecmisi

Belge ve revizyon

Degisiklikler

Tarih

HB-0101-004, R2

HB-0101-005, R3

HB-0101-006, R3
HB-0101-007, R4

Belge genelinde GHS duizenlemeleri ile uyum
saglamaya yonelik degisiklikler

Yeni sablon; otomatik protokol ve performans
verilerinde revizyonlar; GHS diizenlemeleri ile
uyum saglamaya yonelik Guvenlik Bilgileri
glincellemesi; cihaz ayrintilarinda ve Uriin
Kullanimi Sinirlamalari beyaninda degisiklikler.

Kit icerigi tablosu s.5'te kit adinin diizeltiimesi.

Otomatik protokole QIAcube Connect MDx
cihazinin eklenmesi; QlAcube Connect MDx igin
referanslar eklemek amaciyla belge genelinde
dilin gtincellenmesi; belge genelinde tablo,
sayfa ve sekil numaralarinin giincellenmesi.

Haziran 2015

Subat 2019

Ocak 2020
Aralik 2020
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Diunya Genelinde PreAnalytiX

PreAnalytiX Griinleri QIAGEN ve BD sirketleri tarafindan dagitilmaktadir

QIAGEN — Miisteri Hizmetleri

Siparis www.QIAGEN.com/shop | Teknik Destek support.qgiagen.com | Web Sitesi www.giagen.com

BD — Miisteri Hizmetleri

Argentina, Uruguay and Paraguay
Orders: 0800.444.5523
E-mail: crc_argentina@bd.com

Australia

Orders: 1.800.656.100
Fax: 1.800.656.110
E-mail: bd_anz@bd.com

Austria

Orders: 43.1.7063660

Fax: 43.1.706366011

E-mail: customercare.at@bd.com

Belgium

Orders: 32.53.720.556
Fax: 32.53.720.549
E-mail: orders.be@bd.com

Brazil
Orders: 0800.055.56.54
E-mail: consultoria_vacutainer@bd.com

Canada

Technical support: 1.800.631.0174
Orders: 1.866.979.9408

Fax: 1.800.565.0897

E-mail: customer.service.canada@bd.com

Central and Eastern Europe

Orders: 48.22.377.11.11

Fax: 48.22.377.11.02

Bulgaria orders: info_bulgaria@bd.com
Czech Republic orders: info_czech@bd.com
Croatia orders: info_croatia@bd.com
Hungary orders: info_hungary@bd.com
Poland orders: info_poland@bd.com
Romania orders: info_romania@bd.com
Southeast Europe orders: info_balkan@bd.com
Serbia orders: info_serbia@bd.com
Slovakia orders: info_slovakia@bd.com
Slovenia orders: info_slovenia@bd.com
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Denmark

Orders: 45.43.43.45.66

Fax: 45.43.96.56.76

Orders: ordre.dk@bd.com

Technical support: bddenmark@bd.com

Finland

Orders: 358.9.88.70.780
Fax: 358.9.88.70.7816
Orders: tilaukset.fi@bd.com
E-mail: bdsuomi@bd.com

France

Orders: 33.476.68.36.36

Fax: 33.476.68.36.93

E-mail: serviceclientbdf@bd.com
Orders: commandesfr@bd.com
Technical support: vacutainerfr@bd.com

Germany

Orders: 49.6221.3050

Fax: 49.6221.305.216

E-mail: customercare.de@bd.com

India
Orders: 91.124.3949390
Orders: bd_india@bd.com

Ireland (Aquilant Specialist Healthcare Services)

Customer support: 353.1.404.8350
Fax: 353.1.404.8352
E-mail: contactus@aquilantscientific.ie

Israel (Lapidot Medical)
Customer Support: 972.700.70.90.22
E-mail: cs@lapidot.com

Italy

Orders: 39.02.48240.500

Fax: 39.02.48240.775

Technical support: 39.3450655140
E-mail: ordini.it@bd.com
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Middle East & Africa
Orders: 971.45.592.555
Fax: 971.45.592.599

E-mail: EMA_PAS@bd.com

The Netherlands

Orders: 31.20.582.94.20
Fax: 31.20.582.94.21
Orders: orders.nl@bd.com

New Zealand

Orders: 0800.572.468

Fax: 0800.572.469

E-mail: nz_customerservice@bd.com

Norway

Customer Support: 64.00.99.00
E-mail: bdnorge@bd.com
Orders: ordre.no@bd.com

Southeast Asia

E-mail: PAS.SEA@bd.com
Indonesia orders: 622.1577.1920
Malaysia orders: 603.2093.8788
Philippines orders: 63.2478.8881
Singapore orders: 65.6861.0633
Thailand orders: 662.646.1800
Vietnam orders: 848.3822.7409

PAXgene Blood RNA Kit Handbook 12/2020

South Korea

Orders: 02.3404.3706

Fax: 02.3404.3785

Technical: 02.3404.3706

Technical support: Korea_PAS@bd.com

Spain, Portugal and Andorra
Orders: 34.91.848.8174

Customer support: 34.902.27.17.27
Fax: 34.91.848.8115

E-mail: info.spain@bd.com

Sweden

Orders: 46.8.775.51.00

Fax: 46.8.645.08.08

Orders: order.se@bd.com

Technical support: bdsweden@bd.com

Switzerland

Orders: 41.61.485.22.24
Fax: 41.61.485.22.00
E-mail: infoch@bd.com

UK
Orders: 0800.917.8776
E-mail: bduk_customerservice@bd.com

USA
Customer support: 800.631.0174
E-mail: productcomplaints@bd.com
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