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Eingeschrankte Nutzungsvereinbarung fiir das PAXgene Blood RNA Kit

Mit der Verwendung dieses Produkts erkennen jegliche Kaufer oder Benutzer des Produkts die folgenden

Bedingungen an:

1. Das Produkt darf nur gemaB den mit dem Produkt und diesem Handbuch bereitgestellten Protokollen und nur mit
den Komponenten, die im Panel mitgeliefert werden, verwendet werden. PreAnalytiX® gewéhrt im Rahmen ihrer
Eigentumsrechte keinerlei Lizenz, die zum Panel gehérenden Komponenten mit anderen Komponenten, die nicht
zum Panel gehdren, zu verwenden oder zu kombinieren. Ausgenommen sind Anwendungen, wie sie in den mit
diesem Produkt und in diesem Handbuch bereitgestellten Protokollen sowie in zusatzlichen, im Internet unter
www.giagen.com und www.preanalytix.com verfligharen Protokollen beschrieben sind.

2. Mit Ausnahme der ausdriicklich genannten Lizenzen Gbernimmt PreAnalytiX keine Garantie, dass dieses Kit
und/oder seine Verwendung(en) keine Rechte Dritter verletzen.

3. DiesesKit ist fiir die einmalige Verwendung lizenziert und darf nicht wiederverwendet, wiederaufgearbeitet oder
weiterverkauft werden.

4. Mit Ausnahme der ausdriicklich angegebenen Lizenzen erkennt PreAnalytiX keine anderen genannten oder
implizierten Lizenzen an.

5. K&uferund Nutzer des Kits stimmen zu, keinerlei Schritte zu unternehmen oder anderen die Einleitung von
Schritten zu gestatten, die zu unerlaubten Handlungen im obigen Sinne fiihren oder solche erleichtern kénnten.

6.  PreAnalytiX kann die Verbote dieser beschrankten Lizenzvereinbarung an jedem Ort gerichtlich geltend machen
und wird sémtliche Ermittlungs- und Gerichtskosten, inklusive Anwaltsgebiihren, zuriickfordern, die ihr bei der

Geltendmachung dieser eingeschrankten Lizenzvereinbarung oder irgendeines ihrer geistigen Eigentumsrechte
im Zusammenhang mit dem Kit und/oder seinen Komponenten entstehen.

Aktualisierte Lizenzbedingungen finden Sie im Internet unter www.giagen.com und www.preanalytix.com.

HB-3009-002 BD-8945 1130774DE ® 2023 PreAnalytiX GmbH, alle Rechte vorbehalten.

PreAnalytiX Handler

PreAnalytiX Produkte werden von QIAGEN und BD fir PreAnalytiX hergestellt und
vertrieben.
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Verwendungszweck

In-vitro-Diagnostikum

Das PAXgene Blood RNA System besteht aus einem Blutentnahmerdhrchen
(PAXgene Blood RNA Tube, BRT) und einem Kit zur Nukleinsdureaufreinigung
(PAXgene Blood RNA Kit). Es ist fir die Entnahme, die Aufbewahrung und den
Transport von Blut und zur Stabilisierung der intrazellularen RNA in einem
geschlossenen Rdhrchen und die anschlieBende Isolierung und Aufreinigung der
Wirts-RNA aus Vollblut zur Verwendung in der in der Molekulardiagnostik
angewandten RT-PCR vorgesehen.

Die in diesem Handbuch angegebenen Leistungsmerkmale des PAXgene Blood RNA
Systems gelten nur fur Transkripte der FOS- und IL1B-Gene. Es liegt in der
Verantwortung des Anwenders, entsprechende Leistungsmerkmale des PAXgene
Blood RNA Systems flir andere Zieltranskripte zu erstellen.

Anwendungsgebiete

Das PAXgene Blood RNA Kit dient der Aufreinigung intrazellularer RNA aus Vollblut,
das in PAXgene Blood RNA Tube (BRT) entnommen wurde. Mit dem System,
bestehend aus Kit und PAXgene Blood RNA Tubes (BRT), erhalten Sie aus Vollblut
aufgereinigte intrazellulare RNA zur RT-PCR bei molekulardiagnostischen Tests.

Vorgesehene Anwender

Das Produkt darf nur von sachkundigen Personen, z. B. technischen Angestellten und
Arzten, die in der In-vitro-Diagnostik geschult sind, verwendet werden.

Dieses Kit ist fir die Anwendung durch Fachkrafte vorgesehen.
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Beschreibung und Prinzip

Einleitung

Der erste Schritt bei vielen molekularbiologischen Assays zellularer RNA ist die
Entnahme von Vollblut. Ein Hauptproblem bei solchen Experimenten ist jedoch die
Instabilitat des zellularen RNA-Profilsin vitro. Untersuchungen bei PreAnalytiX haben
gezeigt, dass sich die Kopienzahl fiir einzelne mRNA-Spezies in Vollblut bei Lagerung
oder Transport bei Raumtemperatur um mehr als das 1.000-fache verandern kann
(Rainen et al., 2002). Ursache dafiir ist zum einen der rasche Abbau der RNA und zum
anderen die induzierte Expression bestimmter Gene, nachdem das Blut entnommen
wurde. Durch solche Veranderungen im RNA-Expressionsprofil werden zuverlassige
Ergebnisse bei Genexpressionsstudien unmoglich. Eine Methode zur Erhaltung des
RNA-Expressionsprofils wahrend und nach der Blutentnahme ist daher essenziell fir
genaue Analysen der Genexpression in humanem Vollblut.

Prinzip und Anwendung

PreAnalytiX hat ein System entwickelt, das Entnahme, Stabilisierung, Lagerung und
Transport menschlicher Vollblutproben ermdglicht und zugleich ein schnelles und
effizientes Protokoll zur Isolierung intrazellularer RNA bereitstellt. Das System
besteht aus den PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) zur Blutentnahme und
gleichzeitigen RNA-Stabilisierung und dem PAXgene Blood RNA Kit, mit dem
anschlieBend eine manuelle oder automatische RNA-Isolierung durchgefihrt wird.
Sowohl das manuelle als auch das automatische Protokoll stellen eine vergleichbare
Leistungin Bezug auf RNA-Qualitat und -Ausbeute bereit. Die Leistungsdaten fir das
manuelle Protokoll (siehe Seite 48) und fiir das automatische Protokoll (siehe
Seite 56) sind in diesem Handbuch enthalten.
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Das PAXgene Blood RNA System ermdglicht die Standardisierung der
praanalytischen Arbeitsablaufschritte von der Blutentnahme bis zur zellularen RNA-
Isolierung gemaB ISO 20186-1:2019, Molecular in-vitro-diagnostic
examinations — Specifications for pre-examination processes for venous whole
blood — Part 1: Isolated cellular RNA.

Probennahme und Stabilisierung

Die PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) enthalten ein proprietéres
RNA-Stabilisierungsreagenz. Dieser Zusatz schiitzt RNA-Molekile vor Abbau durch
RNasen und minimiert Ex-vivo-Veranderungen der Genexpression. Die
Leistungsmerkmale des PAXgene Blood RNA Systems wurden mit FOS- und
IL1B-Gentranskripten bestimmt, die ab Seite 43 eingesehen werden kénnen.

RNA-Isolierung

Das PAXgene Blood RNA Kit ist fur die Isolierung von Gesamt-RNA aus 2,5ml
humanem Vollblut vorgesehen, das in PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) entnommen
wurde. Das Verfahren ist einfach und kann mit dem manuellen oder dem
automatischen Verfahren durchgefiihrt werden (siehe Abbildung 1 und Abbildung 3,
Seite 10 bzw. 12). Bei beiden Protokollen beginnt die Isolierung mit einem
Zentrifugationsschritt, um die Nukleinsduren in dem PAXgene Blood RNA Tube (BRT)
zu pelletieren. Das Pellet wird dann gewaschen und resuspendiert, anschlieBend
erfolgt die manuelle oder automatische RNA-Isolierung. Im Prinzip folgen beide
Protokollen denselben Protokollschritten mit denselben Kit-Komponenten.

PAXgene Blood RNA Kit (Handbuch) Gebrauchsanweisung 02/2023 8



Manuelle RNA-Isolierung

Im Einzelnen wird das resuspendierte Pellet zunachst in optimierten Puffern mit
Proteinase K (PK) inkubiert, um Proteine zu verdauen. Eine weitere Zentrifugation
durch eine PAXgene Shredder Spin Column (PSC) dient dem Homogenisieren des
Zelllysats und dem Entfernen restlicher Zelltrimmer. Der Uberstand der
Durchflussfraktion wird in ein neues Mikrozentrifugenréhrchen (Microcentrifuge
Tube, MCT) Uberflihrt. Mit dem dann zugegebenen Ethanol werden optimale
Bindungsbedingungen eingestellt, und das Lysat wird auf eine PAXgene RNA Spin
Column (PRC) gegeben. Wahrend einer kurzen Zentrifugation bindet RNA selektiv an
die PAXgene Silikamembran, wéahrend Kontaminationen passieren. Restliche
Kontaminationen werden in mehreren effizienten Waschschritten entfernt.
Zwischen dem ersten und dem zweiten Waschschritt wird die Membran mit DNase |
(RNFD) behandelt, um Spuren gebundener DNA =zu entfernen. Nach den
Waschschritten wird die RNA in Elutionspuffer (BR5) eluiert und durch Hitze
denaturiert. Die Leistungsmerkmale der manuellen RNA-Isolierung mit dem PAXgene
Blood RNA System sind auf Seite 48 angegeben.
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Abbildung 1: Das manuelle PAXgene Blood RNA Verfahren.
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Automatische RNA-Isolierung

Die lIsolierung von Blut-RNA erfolgt auf dem OIAGEN QlAcube Connect MDx
automatisiert. Die innovativen Gerat nutzt eine fortgeschrittene Technologie zur
Verarbeitung von QIAGEN Spin-Saulen und ermdglichen so die nahtlose Integration

einer automatischen Probenvorbereitung mit

durchgefihrt werden.

........

QlAcube Connect MDx

—1

Abbildung 2: QlAcube Connect MDx.

o~  Der QIAGEN OQlAcube Connect MDx ist nicht in allen Landern erhaltlich.
Wenden Sie sich fliir weitere Informationen bitte an den Technischen Service

von QIAGEN.
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Arbeitsablauf des Labors. Die Probenvorbereitung mit dem QlAcube Connect MDx
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Waschen und Eluieren) und kann mit demselben PAXgene Blood RNA Kit



Das automatische RNA-Isolierprotokoll besteht aus 2 Teilen (oder Protokollen), dem
,PAXgene Blood RNA Part A"(vom Blut im PAXgene Blood RNA Tube bis zum Eluieren)
und dem ,PAXgene Blood RNA Part B”(vom Eluieren bis zur gebrauchsfertigen RNA),
sowie einem kurzen manuellen Arbeitsschritt zwischen den beiden Teilen (siehe

Abbildung 3).
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Abbildung 3: Das PAXgene Blood RNA Protokoll (automatisches Verfahren).
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Das zentrifugierte, gewaschene und resuspendierte Nukleinsdure-Pellet (siehe
,RNA-Isolierung”, Seite8) wird aus dem PAXgene Blood RNA Tube (BRT) in
Reaktionsréhrchen (Processing Tubes, PTs) Uberfiihrt, die dann in den
Thermoschuttler auf die Arbeitsplattform des QlAcube Connect MDx gestellt werden.
Der Anwender wahlt das Protokoll ,PAXgene Blood RNA Part A”aus dem MenU aus und
startet es. Der QlAcube Connect MDx flihrt dann alle Protokollschritte bis zur Elution
der RNA in Elutionspuffer (BR5) durch. Der Anwender Uberflhrt die
Mikrozentrifugenréhrchen (Microcentrifuge Tubes, MCTs) mit der aufgereinigten
RNA in den Thermoschuttler des QlAcube Connect MDx. Der Anwender wahlt das
Protokoll ,PAXgene Blood RNA Part B” aus dem Men( aus und startet es, und das
OlAcube Connect MDx flhrt eine Hitzedenaturierung durch. Die Leistungsmerkmale
der automatischen RNA-Isolierung mit dem PAXgene Blood RNA System auf dem
QlAcube Connect MDx sind auf Seite 56 angegeben.
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Im Lieferumfang enthaltene Materialien

Kit-Inhalt

PAXgene Blood RNA Kit

Katalog-Nr.

Anzahl Entnahmerdhrchen

Name der

Komponente

BR1

BR2
BR3
BR4
BR5
RNFW

PK
PRC

PT

Hemogard™

MCT

RNFD

RDD

DRB

PSC

Handbuch

* Nicht mit Desinfektionsmitteln in Kontakt bringen, die Bleiche enthalten. Enthalt ein Guanidinsalz.

Beschreibung

Resuspension Buffer
(Resuspendierungspuffer)

Bindungspuffer®

Wash Buffer 1(Waschpuffer 1)*

Wash Buffer 2 (Waschpuffer 2, Konzentrat)t
Elution Buffer (Elutionspuffer)

RNase-Free Water (RNase-freies Wasser,
Flasche)

Proteinase K(grlner Deckel)

PAXgene RNA Spin Columns (PAXgene RNA
Spin-Saulen, rot)

Processing Tubes (Reaktionsréhrchen,
2milp

Secondary BD Hemogard Closures
(sekundare BD Hemogard-Deckel)

Microcentrifuge Tubes
(Mikrozentrifugenroéhrchen, 1,56 ml}

DNase |, RNase-free (DNase |, RNase-frei,
lyophilisiert)

DNA Digestion Buffer (DNA-Verdaupuffer,
weiBer Deckel)

DNase Resuspension Buffer (DNase-
Resuspendierungspuffer, Rohrchen, lila
Deckel)

PAXgene Shredder Spin Columns (PAXgene
Shredder Spin-Saulen, lila)

PAXgene Blood RNA Kit Handbook
(PAXgene Blood RNA Kit Handbuch,
Version 3)

Zu Sicherheitshinweise siehe Seite 19.

[PAXgene [SHRED| COL |

BH
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(50)
762174
50

20 ml

18 ml
45ml
Tml
6ml

2x125ml

2x1,4ml

5x10

6x50

50

3x50,1x10

1.500 Kunitz-

Einheiten'

2x2ml

2ml



tWaschpuffer 2 (BR4) wird als Konzentrat geliefert. Vor der ersten Verwendung geben Sie, wie auf der Flasche
angegeben, das 4-fache Volumen Ethanol (96-100 % v/v, Reinheitsgrad p.a.) hinzu, um eine gebrauchsfertige
Arbeitslésung herzustellen.

tJede Saule ist in einem Blister verpackt, der nur zur Einmalverwendung vorgesehen ist. Beachten Sie die
Sicherheitshinweise zur Entsorgung.

§ Die Réhrchen sind in Kunststoffbeuteln erhaltlich und jedes Réhrchen ist nur fiir den Einmalgebrauch vorgesehen.
Beachten Sie die Sicherheitshinweise zur Entsorgung.

1 Die Kunitz-Einheit ist die gebrauchliche MaBeinheit zur Bestimmung der DNase-I-Aktivitat, die definiert ist als die
Menge DNase |, die bei Verwendung einer hochpolymerisierten DNA als Substrat zu einer Zunahme der Absorption bei
260 nm (Azs0) von 0,001 pro Minute und Milliliter bei 25 °C und pH 5,0 fiihrt (Kunitz, M. (1950) J. Gen. Physiol. 33, 349
und 363).

Bestandteile des Kits

Name der Beschreibung Aktiver Inhaltsstoff Konzentration
Komponente
BR1 Resuspension Buffer Keine =
(Resuspendierungspuffer)
BR2 Binding Buffer (Bindungspuffer) Guanidinthiocyanat > 30 bis <50 % w/w
BR3 Wash Buffer 1(Waschpuffer 1) Guanidinthiocyanat >10 bis <20 % w/w
Ethanol 23 bis<10 % w/w
BR4 Wash Buffer 2 (Waschpuffer 2, Keine =
Konzentrat)
BR5 Elution Buffer (Elutionspuffer) Keine -
RNFW RNase-Free Water (RNase-freies Keine =
Wasser, Flasche)
PK Proteinase K (griiner Deckel) Proteinase K >1bis<3 % w/w
RNFD DNase |, RNase-free DNase >90 bis<100 % w/w
(DNase I, RNase-frei, lyophilisiert)
RDD DNA Digestion Buffer (DNA- Keine =
Verdaupuffer, weiBer Deckel)
DRB DNase Resuspension Buffer Keine =

(DNase-Resuspendierungspuffer,
Réhrehen, lila Deckel)
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Erforderliche, nicht im Lieferumfang enthaltene
Materialien

Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien stets einen geeigneten Laborkittel,
Einmal-Laborhandschuhe und eine Schutzbrille. Weitere Informationen sind den
relevanten Sicherheitsdatenblattern(Safety Data Sheets, SDS)zu entnehmen, die Sie
vom jeweiligen Produkthersteller beziehen konnen.

Fur alle Protokolle

e PAXgene Blood RNA Tubes(BRT; PreAnalytiX; Kat.-Nr. 762165)
e Ethanol(96-100 % v/v, Reinheitsgrad p. a.)

e Pipetten*(10 yl- 4 ml)

e Sterile, RNase-freie Pipettenspitzen mit Aerosolbarrieref

e Messzylinder?

e Zentrifuge®, die 3.000-5.000 g erreichen kann und mit einem Ausschwingbecher
fir PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) ausgestattet ist

e \Vortexmischer*
e ZerstoBenescEis

e Stift fUr dauerhafte, wasserfeste Beschriftung

* Stellen Sie sicher, dass die Vorrichtungen und Gerate regelm&Big und gemé&B den Herstellerempfehlungen tberprift,
gewartet und kalibriert werden.

t Stellen Sie sicher, dass Sie mit den Richtlinien zur Handhabung von RNA (Anhang A auf Seite 75) vertraut sind.

+ Fur die Zugabe von Ethanol zum Pufferkonzentrat BR4.
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Fir das manuelle Protokoll

e Mikrozentrifuge* mit variabler Geschwindigkeit, die mindestens 1.000-8.000 g
erreichen kann, obwohl niedrigere und hdhere g-Krafte erforderlich sein kénnen
(siehe Details in den Protokollschritten), und mit einem Rotor fiir 2-mI-MTCs
ausgestattet ist

e Schittelinkubator* fiir Inkubationen bei 55 °C und 65 °C und Schiitteln mit
> 400 U/min, aber nicht schneller als 1.400 U/min (z. B. Eppendorf® Thermomixer
Compact oder vergleichbar)

Fir das automatische Protokoll

e Schere
e (QlAcube Connect MDx*(QIAGEN, Kat.-Nr. 9003070)

QlAcube Connect MDx Verbrauchsartikel:

e Filter-Tips, 1.000 pl(1024)(0IAGEN, Kat.-Nr. 990352)"
e Reagent Bottles, 30 mL (6)(QIAGEN, Kat.-Nr. 990393)f
e Rotor Adapters(10 x 24)(QIAGEN, Kat.-Nr. 990394)f

QlAcube Connect MDx Zubehor:

e Rotor Adapter Holder (QIAGEN, Kat.-Nr. 990392)f

* Stellen Sie sicher, dass Vorrichtung und Gerét regelméBig und gemaB den Herstellerempfehlungen Gberprift,
gewartet und kalibriert werden.
t Auch enthalten im Starter Pack, QlAcube (QIAGEN, Kat.-Nr. 990395)
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QlAcube Connect MDx Servicepakete:

e QlAcube Connect MDx System FUL-2 (QIAGEN, Kat.-Nr. 9003071)
e QlAcube Connect MDx System FUL-3 (QIAGEN, Kat.-Nr. 9003072)
e QlAcube Connect MDx System PRV-T(QIAGEN, Kat.-Nr. 9003073)
e QlAcube Connect MDx Device PRV-1(QIAGEN, Kat.-Nr. 9003074)

e QlAcube Connect MDx System PRM-1(QIAGEN, Kat.-Nr. 9003075)
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Warnungen und VorsichtsmaBnahmen

Kunden in der Europaischen Union: Bitte beachten Sie, dass Sie verpflichtet sind,
schwerwiegende Vorkommnisse, die im Zusammenhang mit dem Produkt
aufgetreten sind, dem Hersteller und der zustandigen Behdrde des Mitgliedsstaates,
in welchem der Anwender und/oder der Patient ansassig ist, zu melden.

Kunden auBerhalb der Europaischen Union: Bitte beachten Sie, dass Sie ggf.
verpflichtet sind, Ihre lokalen Vorschriften zu konsultieren, um schwerwiegende
Vorfalle, die im Zusammenhang mit dem Produkt aufgetreten sind, an den Hersteller,
seinen autorisierte Vertreter und die Requlierungsbehérde, welcher der Anwender
und/oder der Patient unterliegt, zu melden.

Sicherheitshinweise

Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien und biologischen Gefahrenstoffen stets
einen geeigneten Laborkittel, Einmal-Handschuhe und eine Schutzbrille. Weitere
Informationen finden Sie in den jeweiligen Sicherheitsdatenblattern (Safety Data
Sheets, SDS). In unserer Online-Sammlung der Sicherheitsdatenblatter unter
www.qgiagen.com/safety finden Sie zu jedem OQIAGENKit und zu jeder
Kit-Komponente das jeweilige SDS als praktische und kompakte PDF-Datei, die Sie
einsehen und ausdrucken kénnen.

e Alle chemischen und biologischen Materialien sind potenziell gefahrlich.
Blutproben und Proben sind potenziell infektios und missen als biologische
Gefahrenstoffe behandelt werden.

e Biologisch gefahrliche Abfélle und Kit-Abfélle sind gemaB den lokalen
Sicherheitsbestimmungen zu entsorgen.
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Informationen fur Notfalle

CHEMTREC
AuBerhalb der USA und Kanada +1703 527-3887

VorsichtsmaBBnahmen

Bei der Arbeit mit Blut sind allgemeine VorsichtsmaBnahmen zu beachten, um das
Risiko einer moglichen Exposition gegenlber durch Blut ibertragenen Erregern(z. B.
HIV, Hepatitis B und andere durch Blut Gibertragene Viren) zu vermeiden. Verwenden
Sie  Handschuhe, Schutzkittel, Augenschutz und andere personliche
Schutzausristungen sowie technische MaBnahmen, um sich vor Kontakt mit Blut zu
schitzen.  Weitere  Informationen  finden Sie in den jeweiligen
Sicherheitsdatenblattern (Safety Data Sheets, SDS). Diese sind im praktischen und
kompakten PDF-Format online verfligbar unter www.preanalytix.com, wo Sie die
SDS zu diesem Kit finden, einsehen und ausdrucken kénnen.

VORSICHT
GEBEN SIE KEINE Chlorbleiche oder sauren Losungen direkt in
den Probenvorbereitungsabfall.

Bindungspuffer (BR2) und Waschpuffer 1(BR3) enthalten Guanidinisothiocyanat, das
bei Kontakt mit Chlorbleiche hochreaktive Verbindungen ausbilden kann. Wenn
Bindungspuffer (BR2) oder Waschpuffer 1(BR3) verschiittet werden, reinigen Sie mit
einem geeigneten Labordetergens und Wasser. Wenn Flissigkeit mit potenziell
infektiosen Agenzien verschittet wird, reinigen Sie die betroffene Flache zuerst mit
Labordetergens und Wasser und danach mit 1% (v/v) Natriumhypochlorit
(Bleichmittel).
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Die RNA-Stabilisierungslésung und die Blutflissigkeit aus dem PAXgene Blood RNA
Tube (BRT) konnen durch Zugabe von 1Volumenteil Industriebleichelésung
(5 % Natriumhypochlorit) pro 9 Volumenteile RNA-Stabilisierungslésung bzw.
Blutflissigkeit desinfiziert werden.

Probenvorbereitungsabfall, beispielsweise Uberstande nach
Zentrifugationsschritten wahrend der RNA-Isolierung, missen stets als potenziell
infektios angesehen werden. Verwenden Sie zur Entsorgung biologischer Materialien
Behalter fir biologische Gefahrstoffe. Die Entsorgung muss gemaR den ortlichen
Vorschriften und Verfahren Ihrer Einrichtung erfolgen.

Spezifische Komponenten des PAXgene Blood RNA Kits sind nur fir den
Einmalgebrauch bestimmt. Informationen zu den einzelnen Komponenten siehe Kit-
Inhalt auf Seite 14.

Die folgenden Gefahren- und Sicherheitssatze gelten flir die Komponenten des
PAXgene Blood RNA Kits. Sicherheitshinweise zu den PAXgene Blood RNA Tubes
(BRT)finden Sie im PAXgene Blood RNA Tube Handbuch.

Buffer BR2

Enthalt: Guanidinisothiocyanat. Gefahr! Gesundheitsschadlich
bei Verschlucken. Gesundheitsschadlich bei Hautkontakt oder
Einatmen. Verursacht schwere Augenschaden. Schadlich fir
Wasserorganismen  mit  langfristigen  Auswirkungen.
Entwickelt bei Berihrung mit Saure sehr giftige Gase.
Freisetzung in die Umwelt vermeiden. Schutzhandschuhe/
Schutzkleidung/Augenschutz/Gesichtsschutz  tragen. BEI
KONTAKT MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang behutsam mit
Wasser ausspulen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach
Mdglichkeit entfernen. Weiter ausspllen. Bei Exposition oder
falls betroffen: Sofort GIFTINFORMATIONSZENTRUM oder Arzt
anrufen. Inhalt/Behalter einer zugelassenen
Entsorgungsanlage zufihren.
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Buffer BR3

DNase |

Enthalt: Ethanol; Guanidinisothiocyanat. Gefahr! Flissigkeit
und Dampf entflammbar. Verursacht schwere Augenschaden.
Entwickelt bei Berlihrung mit Saure sehr giftige Gase. Von
Hitze/Funken/offenen Flammen/heiBen Oberflachen
fernhalten. Nicht rauchen. Schutzhandschuhe/
Schutzkleidung/Augenschutz/ Gesichtsschutz tragen. BEI
KONTAKT MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang behutsam mit
Wasser ausspulen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach
Moéglichkeit  entfernen.  Weiter  ausspllen. Sofort
GIFTINFORMATIONSZENTRUM oder Arzt anrufen.

Enthalt: DNase. Gefahr! Kann allergische Hautreaktionen
verursachen. Kann bei Einatmen Allergie, asthmaartige

Symptome oder Atembeschwerden verursachen.
Staubeinatmen vermeiden. Schutzhandschuhe/
Schutzkleidung/Augenschutz/Gesichtsschutz tragen.

Atemschutz tragen. Bei Exposition oder falls betroffen:
GIFTINFORMATIONSZENTRUM oder Arzt anrufen. Die Person
an die frische Luft bringen und flr ungehinderte Atmung
sorgen. Kontaminierte Kleidung vor erneutem Tragen
waschen.
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Lagerung und Handhabung der Reagenzien

Die PAXgene RNA Spin Columns (PRC) und PAXgene Shredder Spin Columns (PSC)
sowie die Proteinase K (PK) und alle Puffer (BR1, BR2, BR3, BR4 und BR5) miissen
trocken und bei der auf dem Kit-Etikett angegebenen Temperatur gelagert werden.

Das RNase-Free DNase Set, welches DNase | (RNFD), DNA-Verdaupuffer (RDD) und
DNase-Resuspendierungspuffer (DRB) enthélt, wird bei Raumtemperatur versandt.
Lagern Sie alle Komponenten des RNase-Free DNase Sets sofort nach Lieferung bei
der auf dem Etikett angegebenen Temperatur. Bei ordnungsgemaBer Lagerung unter
diesen Bedingungen sind die Kits bis zum Haltbarkeitsdatum, das auf der
Kit-Verpackung angegeben ist, haltbar.

Die auf der Kit-Verpackung und den Etiketten der einzelnen Komponenten des Kits
aufgedruckten Verfallsdaten und Lagerbedingungen sind zu beachten. Abgelaufene
oder falsch gelagerte Komponenten dirfen nicht verwendet werden.

Stabilitat nach dem Offnen

Die Reagenzien sind nach der ersten Verwendung des Kits in den Originalflaschen und
bei den auf dem Kit-Verpackungsetikett angegebenen Temperaturen bis zum
angegebenen Verfallsdatum haltbar.

Die in die Reagenzflaschen des QlAcube Connect MDx geflllten Reagenzien sind bei
Raumtemperatur (15-25 °C) 3 Monate lang haltbar.

Rekonstituierte DNase | (RNFD)ist in dem Original-Glasfldschchen (Stammlésung) bei
2-8 °C 6 Wochen lang haltbar.
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Aliquote der Stammldsung fiir den Einmalgebrauch in 1,5-mI-MCTs (im Lieferumfang
des Kits enthalten) sind bei -20 °C 9 Monate lang haltbar. Nach dem Auftauen sind die
Aliquote fiir den Einmalgebrauch bei 2-8 °C 6 Wochen lang stabil.

Entnahme, Lagerung und Handhabung von
Proben

Das PAXgene Blood RNA Kit ist flir die Verwendung mit Blut vorgesehen, das in
PAXgene Blood RNA Tubes entnommen wurde. Das Blut muss in die PAXgene Blood
RNA Tubes (BRT) gemaB den Anweisungen im PAXgene Blood RNA Tube Handbuch
entnommen werden. Im Anhang C (auf Seite 83) finden Sie bei Bedarf Empfehlungen
zur Handhabung der PAXgene Blood RNA Tubes (BRT). Alle Proben sind als potenziell
gefahrlich zu behandeln. Die Leistungsmerkmale des PAXgene Blood RNA Systems
wurden mit Transkripten der FOS-und IL1B-Gene bestimmt, die auf den Seiten 44-47
eingesehen werden kénnen.
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Protokoll: Manuelle Isolierung von Gesamt-RNA
aus humanem Vollblut, das in PAXgene Blood
RNA Tubes (BRT) entnommen wurde

Wichtige Hinweise vor Beginn

e Vergewissern Sie sich, dass die Verpackung des Kits intakt und unbeschadigt ist
und die Puffer nicht ausgelaufen sind. Verwenden Sie kein beschadigtes Kit.

e Uberpriifen Sie bei Verwendung einer Pipette, ob das korrekte Volumen
eingestellt ist und die Flissigkeit vorsichtig und vollstandig angesaugt und
abgegeben wird.

e Umzuvermeiden, dass Proben in ein falsches Rohrchen oder eine falsche
Spin-Saule Uberflhrt werden, stellen Sie sicher, dass alle Rohrchen und
Spin-Saulen sachgerecht mit einem geeigneten wasserfesten Stift beschriftet
sind. Beschriften Sie jeweils den Deckel und das Réhrchen (Processing Tube, PT;
Microcentrifuge Tube, MCT). Beschriften Sie fiir Spin-S&ulen das jeweilige PT.
VerschlieBen Sie jedes Réhrchen oder jede Spin-Saule, nachdem Sie die
Flissigkeit hineingegeben haben.

e Wahrend der Verarbeitung verschittete Proben und Puffer knnen die Ausbeute
und die Reinheit der RNA beeintrachtigen.

e Wenn nicht anders angegeben, missen alle Protokollschritte einschlieBlich der
Zentrifugationsschritte bei Raumtemperatur (15-25°C) durchgefiihrt werden.
Wegen der Sensitivitat der Nukleinsdure-Amplifikationstechnik, sind die folgenden
VorsichtsmaBnahmen bei der Probenhandhabung nétig, um Kreuzkontaminationen

zuvermeiden:
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e Pipettieren Sie die Probe vorsichtig in die Spin-S&ule (PSC, PRC), ohne den
oberen Rand der Saule zu benetzen.

e Wechseln Sie zwischen den verschiedenen Pipettierschritten stets die
Pipettenspitzen. Verwenden Sie Pipettenspitzen mit einer Aerosolbarriere.

e \Vermeiden Sie es, mit der Pipettenspitze die Membran in der Spin-Saule (PSC,
PRC) zu berihren.

e Zentrifugieren Sie das Mikrozentrifugenrohrchen (Microcentrifuge Tube, MCT)
nach dem Mischen auf dem Vortexer oder dem Erhitzen kurz, um Tropfen von der
Deckelinnenseite zu entfernen.

e Tragen Sie wahrend der gesamten Verarbeitung Laborhandschuhe. Sollten Sie
die Proben mit den Handschuhen beriihren, missen die Handschuhe sofort
gewechselt werden.

e VerschlieBen Sie die Spin-Saulen (PSC, PRC), bevor Sie sie in die Mikrozentrifuge
einsetzen. Zentrifugieren Sie wie im Verfahren beschrieben.

e Offnen Sie stets nur eine Spin-S&ule (PSC, PRC) und vermeiden Sie
Aerosolbildung.

e FUreine effiziente Parallelverarbeitung vieler Proben fillen Sie ein Rack mit
Reaktionsréhrchen (Processing Tube, PT), in welche die Spin-Saulen (PSC, PRC)
nach der Zentrifugation Gberfihrt werden konnen. Entsorgen Sie die
gebrauchten PTs, die Filtrat enthalten, und Giberfihren Sie die Spin-S&ulen (PSC,
PRC)in neue PTs und anschlieBend zuriick in die Mikrozentrifuge.

Vorbereitende Schritte

e Das Blut muss in die PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) gem&B den Anweisungen
im PAXgene Blood RNA Tube Handbuch entnommen werden. Im Anhang C (auf
Seite 83) finden Sie bei Bedarf Empfehlungen zur Handhabung der PAXgene
Blood RNA Tubes (BRT).
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Inkubieren Sie die PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) nach der Blutentnahme
mindestens 2 h lang bei Raumtemperatur, um eine vollstéandige Lyse der
Blutzellen und Niederschlag der RNA sicherzustellen. Eine Inkubation der
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) Gber Nacht kann die Ausbeute erhéhen. Falls
vor der Lagerung bei 2-8 °C, -20 °C oder -70 °C keine anféangliche Blutinkubation
bei Raumtemperatur fiir 2 Stunden erfolgt ist, aquilibrieren Sie das PAXgene
Blood RNA Tube (BRT)zunachst auf Raumtemperatur und inkubieren Sie es

2 Stunden lang bei dieser Temperatur, bevor Sie mit dem Verfahren beginnen.

Lesen Sie die Sicherheitshinweise auf Seite 19.

Lesen Sie auch die Richtlinien zur Handhabung von RNA (Anhang A auf Seite 79).
Stellen Sie sicher, dass alle Gerate, wie z. B. Pipetten und Schiittelinkubator,
regelmaBig gemaB den Empfehlungen des Herstellers Uberprift und kalibriert
werden.

Far die Protokollschritte 5 und 20 wird ein Schittelinkubator bendtigt. Stellen
Sie die Temperatur des Schiittelinkubators auf 55 °C ein.

Im Bindungspuffer (BR2) kann sich beim Lagern ein Niederschlag bilden. Falls
notig, 16sen Sie diesen durch Erwarmen auf 37 °C auf.

Waschpuffer 2 (BR4) wird als Konzentrat geliefert. Vor der ersten Verwendung
geben Sie, wie auf der Flasche angegeben, das 4-fache Volumen Ethanol (96-
100 % v/v, Reinheitsgrad p.a.) hinzu, um eine gebrauchsfertige Arbeitslésung
herzustellen.
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e Bereiten Sie vor der erstmaligen Verwendung des RNase-Free DNase Sets eine
DNase-I-Stamml6sung vor. Lésen Sie die feste DNase | (RNFD;
1.600 Kunitz-Einheiten)*in 550 pl DNase-Resuspendierungspuffer (DRB) auf, der
im Satz bereitgestellt wird. Achten Sie darauf, dass beim Offnen des
Flaschchens keine DNase | (RNFD)verloren geht. Die rekonstituierte DNase |
(RNFD) darf nicht auf einem Vortexer gemischt werden. DNase | ist besonders
anfallig fur physikalische Denaturierung. Mischen Sie nur durch vorsichtiges
Schwenken und Umdrehen des Flaschchens.

e Rekonstituierte DNase | (RNFD) kann bei 2-8 °C im Original-Flaschchen
(Stamml6sung) oder nach Entnahme der Stammlésung aus dem Glasflaschchen
und Aufteilung in Aliquote fiir den Einmalgebrauch bei -20 °C gelagert werden.
Verwenden Sie dazu die mit dem Kit gelieferten 1,5-ml-
Mikrozentrifugenréhrchen, die ausreichend sind fir 5 Aliquote. Aufgetaute
Aliquote kdnnen bei 2-8 °C aufbewahrt werden. Nach dem Auftauen dirfen die
Aliguote nicht wieder eingefroren werden.

e Beachten Sie beim Rekonstituieren und Aliquotieren der DNase | (RNFD) die
Richtlinien zur Handhabung von RNA (Anhang A auf Seite 79).

Verfahren

1. Zentrifugieren Sie PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) 10 min lang bei 3.000 bis
5.000 g in einem Ausschwingrotor.

@ Stellen Sie sicher, dass die Blutproben in den PAXgene Blood RNA
Tubes (BRT)zuvor mindestens 2 h lang bei Raumtemperatur (15-25 °C)
inkubiert wurden, um eine vollstandige Lyse der Blutzellen und
Niederschlag der RNA zu erzielen.

* Die Kunitz-Einheit ist die gebrauchliche MaBeinheit zur Bestimmung der DNase-I-Aktivitat, die definiert ist als die
Menge DNase |, die bei Verwendung einer hochpolymerisierten DNA als Substrat zu einer Zunahme der Absorption bei
260 nm (Azs0) von 0,001 pro Minute und Milliliter bei 25 °C und pH 5,0 fiihrt (Kunitz, M. (1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 und
363).
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@ Der Rotor muss Adapter fir Rundbodenrdhrchen enthalten. Bei
Verwendung anderer Rohrchenadaptertypen kénnen die Rohrchen
wahrend der Zentrifugation brechen.

2. Entfernen Sie den Uberstand durch Dekantieren oder Pipettieren. Geben Sie 4 ml
RNase-freies Wasser (RNFW) zum Pellet und verschlieBen Sie das R6hrchen mit
einem neuen sekundaren BD Hemogard-Deckel (im Kit mitgeliefert).

Wenn Sie den Uberstand dekantieren, achten Sie darauf, dass das Pellet intakt
bleibt, und trocknen Sie den Rand des R6hrchens mit einem sauberen
Papiertuch ab.

3. Mischen Sie auf dem Vortexer, bis sich das Pellet sichtbar aufgelést hat, und
zentrifugieren Sie 10 min lang bei 3.000 bis 5.000 g in einem Ausschwingrotor.
Entfernen und entsorgen Sie den ganzen Uberstand.

Kleinere Zelltrimmer, die sich nach dem Vortexen, aber vor der Zentrifugation
im Uberstand befinden, stéren die weitere Verarbeitung nicht.

@ Unvollstandiges Entfernen des Uberstands inhibiert die Lyse und
verdlnnt das Lysat und beeintrachtigt so die Bedingungen zum Binden
der RNA an die PAXgene Membran.

4, Geben Sie 350 pl Resuspendierungspuffer (BR1) hinzu und mischen Sie auf dem
Vortexer, bis sich das Pellet sichtbar aufgel@st hat.

5. Pipettieren Sie die Probe in ein 1,5-mI-MCT. Geben Sie 300 pl Bindungspuffer
(BR2)und 40 pl Proteinase K(PK) hinzu. Mischen Sie ca. 5 s lang auf dem Vortexer
und inkubieren Sie 10 min lang bei 55 °C in einem Schiittelinkubator bei
400-1400 U/min. Stellen Sie nach der Inkubation die Temperatur des
Schittelinkubators auf 65 °C ein (fiir Schritt 20).

@ Mischen Sie Bindungspuffer (BR2) und Proteinase K (PK) nicht, bevor
Sie diese zur Probe hinzugeben.

6. Pipettieren Sie das Lysat direkt in eine Spin-S&ule (PSC, lila), die sich in einem
2-ml-PT befindet, und zentrifugieren Sie 3 min lang bei maximaler Drehzahl
(aber nicht mehr als 20.000 g).
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10.

1.

@ Pipettieren Sie das Lysat vorsichtig in die Spin-S&ule (PSC) und prifen
Sie, dass das Lysat sichtbar vollstandig in die Spin-Saule (PSC)
Uberfihrt wurde.

Zentrifugieren Sie nicht bei mehr als 20.000 g, um eine Beschadigung der Saulen

(PSC)und Réhrchen (PT)zu vermeiden.

@ Manche Proben kdnnen ohne Zentrifugation durch das PSC flieBen.
Dies liegt an niedriger Viskositat mancher Probe und darf nicht als
Hinweis auf einen Produktfehler verstanden werden.

Uberfiihren Sie den gesamten Uberstand der Durchflussfraktion vorsichtig und

ohne das Pellet in dem PT aufzuwirbeln in ein neues 1,5-mI-MCT.

Geben Sie 350 pl Ethanol (96-100 % v/v, Reinheitsgrad p.a.) hinzu. Mischen Sie

auf dem Vortexer und zentrifugieren Sie kurz(1-2 s bei 500-1.000 g), um Tropfen

von der Deckelinnenseite des Réhrchens zu entfernen.

@ Langer als 1-2 s darf nicht zentrifugiert werden, da dies zum Pelletieren
von Nukleinsauren und damit zu reduzierten Ausbeuten an Gesamt-
RNA flGhren kann.

. Pipettieren Sie 700 pl Probe in die PRC (rot), die sich in einem 2-ml-PT befindet,

und zentrifugieren Sie 1min lang bei 8.000 bis 20.000 g. Setzen Sie die Spin-

S&ule (PRC)in ein neues 2-ml-PT und entsorgen Sie das benutzte PT mit dem

Durchfluss.

Pipettieren Sie die verbliebene Probe in die PRC und zentrifugieren Sie Tmin lang

bei 8.000 bis 20.000 g. Setzen Sie die Spin-Saule (PRC)in ein neues 2-mI-PT und

entsorgen Sie das benutzte PT mit dem Durchfluss.

@ Pipettieren Sie die Probe vorsichtig in die Spin-Saule (PRC)und priifen
Sie, dass die Probe sichtbar vollstandig in die Spin-Saule (PRC)
Uberfihrt wurde.

Pipettieren Sie 350 pl Waschpuffer 1(BR3) in die PRC. Zentrifugieren Sie 1min

lang bei 8.000 bis 20.000 g. Setzen Sie die Spin-Saule (PRC)in ein neues 2-ml-PT

und entsorgen Sie das benutzte PT mit dem Durchfluss.
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12. Geben Sie 10 pyl DNase-I-StammIésung (RNFD) zu 70 pl DNA-Verdaupuffer (RDD)
in einem 1,5-mI-MCT. Mischen Sie durch leichtes Anschnippen des Réhrchens
und zentrifugieren Sie kurz, um Flissigkeitsreste von den GefaBwanden zu
sammeln.

Far die Verarbeitung von beispielsweise 10 Proben geben Sie 100 pyl DNase-I-
Stammlésung (RNFD) zu 700 pl DNA-Verdaupuffer (RDD). Verwenden Sie die im
Kit mitgelieferten 1,5-mI-MCTs.

@ DNase | ist besonders anfallig fir physikalische Denaturierung. Mischen
Sie nur durch vorsichtiges Anschnippen des R6hrchens. Verwenden Sie
keinen Vortexer.

13. Pipettieren die DNase-I-Inkubationsmischung (80 pl) direkt auf die Membran in
der PRC und inkubieren Sie 15 min lang bei 20-30 °C in der Tischzentrifuge.

@ Achten Sie darauf, dass die DNase-I-Inkubationsmischung (RNFD)
direkt auf die Membran gelangt. Der DNase-Verdau ist unvollstandig,
wenn ein Teil der Mischung an die Wande oder auf den 0-Ring der Spin-
S&ule (PRC) gelangt und dort haften bleibt.

14. Pipettieren Sie 350 ul Waschpuffer 1(BR3) in die PRC und zentrifugieren Sie 1 min
lang bei 8.000 bis 20.000 g. Setzen Sie die Spin-Saule (PRC)in ein neues 2-ml-PT
und entsorgen Sie das benutzte PT mit dem Durchfluss.

15. Pipettieren Sie 500 pl Waschpuffer 2 (BR4)in die PRC und zentrifugieren Sie
1minlang bei 8.000 bis 20.000 g. Setzen Sie die Spin-Saule (PRC)in ein neues
2-ml-PT und entsorgen Sie das benutzte PT mit dem Durchfluss.

Waschpuffer 2 (BR4) wird als Konzentrat geliefert. Stellen Sie sicher,
dass vor der Verwendung Ethanol zum Waschpuffer 2 (BR4) gegeben
wird (siehe ,Vorbereitende Schritte”, Seite 26).

16. Geben Sie weitere 500 pl Waschpuffer 2 (BR4)in die PRC. Zentrifugieren Sie
3 minlang bei 8.000 bis 20.000 g.

17. Entsorgen Sie das PT mit dem Durchfluss und setzen Sie die PRC in ein neues
2-ml-PT. Zentrifugieren Sie 1min lang bei 8.000 bis 20.000 g.
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18. Entsorgen Sie das PT mit dem Durchfluss. Setzen Sie die PRC in ein 1,5-mI-MCT
und pipettieren Sie 40 pl Elutionspuffer (BR5) direkt auf die PRC-Membran.
Zentrifugieren Sie Tmin lang bei 8.000 bis 20.000 g, um die RNA zu eluieren.

Um maximale Elutionseffizienz zu erzielen, ist es wichtig, die gesamte
Membranfldche mit Elutionspuffer (BR5)zu benetzen.

19. Wiederholen Sie den Elutionsschritt (Schritt 18) wie beschrieben mit 40 pl
Elutionspuffer (BR5) bei demselben MCT.

20. Inkubieren Sie das Eluat 5 min lang bei 65 °C im Schiittelinkubator (siehe Schritt
5), ohne zu schitteln. Kiihlen Sie nach der Inkubation sofort auf Eis.

@ Durch die Inkubation bei 65 °C wird die RNA fiir nachfolgende
Applikationen denaturiert. Lassen Sie diesen Protokollschritt auch
dann nicht aus, wenn bei der nachfolgenden Applikation ein
Hitzedenaturierungsschritt vorgesehen ist. Eine ausreichende
RNA-Denaturierung zu diesem Zeitpunkt ist unbedingt erforderlich, um
die maximale Effizienz der nachfolgenden Applikationen zu
gewahrleisten.

Uberschreiten Sie weder Inkubationsdauer noch -temperatur.

21. Wenn die RNA-Proben nicht sofort verwendet werden, lagern Sie sie bei -20°C
oder -70°C.

Da die RNA auch nach mehrmaligem Einfrieren und Auftauen denaturiert bleibt,
ist es nicht notig, die Inkubation bei 65 °C zu wiederholen. Beachten Sie die
Anweisungen des Herstellers, wenn Sie die RNA-Proben fir einen
diagnostischen Assay verwenden.

Fir eine genaue RNA-Quantifizierung durch Messung der Absorption bei 260 nm
wird empfohlen, die Probe mit 10 mM Tris-HCl bei pH 7,5 zu verdiinnen.*

* Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien stets einen geeigneten Laborkittel, Einmal-Laborhandschuhe und eine
Schutzbrille. Weitere Informationen sind den relevanten Sicherheitsdatenblattern (Safety Data Sheets, SDS) zu
entnehmen, die Sie vom jeweiligen Produkthersteller beziehen kénnen.
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Verdinnen der Probe mit RNase-freiem Wasser kann zu unrichtig niedrigen
Werten flihren.

Stellen Sie den Nullpunkt des Spektralphotometers mit einer Leerprobe ein,
welche die gleichen Anteile Elutionspuffer (BR5) und Tris-HCI-Puffer enthélt wie
die zu messenden Proben. Der Elutionspuffer (BR5) absorbiert stark bei 220 nm,
was zu hohen Hintergrundabsorptionswerten fihren kann, wenn der Nullpunkt
des Spektralphotometers nicht sachgemaB eingestellt wurde.

@ Zur Quantifizierung in Tris-HCI-Puffer verwenden Sie folgenden
Zusammenhang Ao = 1= 44 pg/ml. Siehe Anhang B auf Seite 81.

22.VerschlieBen Sie samtliche Flaschen mit Puffern und RNase-freiem Wasser,
Flaschchen und Réhrchen mit Enzymen und Enzympuffern sowie Beutel mit
Kunststoffmaterialien aus dem fir das Protokoll verwendeten Kit. Bewahren Sie
denrestlichen Inhalt des Kits wie unter ,Lagerung und Handhabung der
Reagenzien”(Seite 23) und ,Stabilitat nach dem Offnen”(Seite 23) beschrieben
zur weiteren Verwendung auf.
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Protokoll: Automatische Isolierung von Gesamt-
RNA aus humanem Vollblut, dasin PAXgene
Blood RNA Tubes (BRT) entnommen wurde

Wichtige Hinweise vor Beginn

Vergewissern Sie sich, dass die Verpackung des Kits intakt und unbeschadigt ist
und die Puffer nicht ausgelaufen sind. Verwenden Sie kein beschadigtes Kit.

Uberpriifen Sie bei Verwendung einer Pipette, ob das korrekte Volumen
eingestellt ist und die Flissigkeit vorsichtig und vollstandig angesaugt und
abgegeben wird.

Um ein Uberfiihren von Proben in falsche Réhrchen bzw. falsche Kunststoff-
Verbrauchsmaterialien zu vermeiden, stellen Sie sicher, dass alle PTs, MCTs und
Rotoradapter mit einem geeigneten wasserfesten Stift richtig beschriftet
worden sind. Beschriften Sie jedes MCT sowohl auf dem Deckel als auch dem
Rohrchen, jedes PT sowie jeden Rotoradapter auf der AuBenwand.

Wahrend der Verarbeitung verschittete Proben und Puffer knnen die Ausbeute
und die Reinheit der RNA beeintrachtigen.

Wenn nicht anders angegeben, missen alle Protokollschritte einschlieBlich der
Zentrifugationsschritte bei Raumtemperatur (15-25 °C) durchgefiihrt werden.

Wegen der Sensitivitat der Nukleinsdure-Amplifikationstechnik, sind die folgenden
VorsichtsmaBnahmen bei der Probenhandhabung notig, um Kreuzkontaminationen

zu vermeiden:

Pipettieren die Probe vorsichtig auf den Boden des PT ohne den oberen Rand des
Roéhrchens zu benetzen.

Wechseln Sie zwischen den verschiedenen Pipettierschritten stets die
Pipettenspitzen. Verwenden Sie Pipettenspitzen mit einer Aerosolbarriere.
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Vermeiden Sie es, mit der Pipettenspitze die Membran in der Spin-Séule (PSC,
PRC)zu berihren.

Zentrifugieren Sie das MCT nach dem Mischen auf dem Vortexer oder dem
Erhitzen kurz, um Tropfen von der Deckelinnenseite zu entfernen.

Tragen Sie wahrend der gesamten Verarbeitung Laborhandschuhe. Sollten Sie
die Proben mit den Handschuhen beriihren, missen die Handschuhe sofort
gewechselt werden.

Vorbereitende Schritte

PAXgene Blood RNA Kit (Handbuch) Gebrauchsanweisung 02/2023

Das Blut muss in die PAXgene Blood RNA Tubes (BRT)gemaR den Anweisungen
im PAXgene Blood RNA Tube Handbuch entnommen werden. Im Anhang C (auf
Seite 83) finden Sie bei Bedarf Empfehlungen zur Handhabung der PAXgene
Blood RNA Tubes (BRT).

Inkubieren Sie die PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) nach der Blutentnahme
mindestens 2 h lang bei Raumtemperatur, um eine vollstéandige Lyse der
Blutzellen und Niederschlag der RNA sicherzustellen. Eine Inkubation der
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) Gber Nacht kann die Ausbeute erhthen. Wenn
ein PAXgene Blood RNA Tube (BRT) nach der Blutentnahme bei 2-8 °C, -20 °C
oder -70 °C gelagert worden ist, &quilibrieren Sie das Réhrchen erst auf
Raumtemperatur und lagern Sie es 2 h lang bei Raumtemperatur, bevor Sie mit
der Verarbeitung beginnen.

Lesen Sie die Sicherheitshinweise auf Seite 19.

Lesen Sie ,Wichtige Hinweise”, Seite 60.

Lesen Sie auch die Richtlinien zur Handhabung von RNA (Anhang A auf Seite 79).
Lesen Sie das entsprechende QlAcube Connect MDx Benutzerhandbuch und alle
weiteren mit dem Gerat gelieferten Informationen, insbesondere die
Sicherheitshinweise.
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Stellen Sie sicher, dass alle Vorrichtungen und Gerate, wie z. B. Pipetten und das
OlAcube Connect MDx, regelmaBig nach den Empfehlungen des Herstellers
Uberprift und kalibriert werden.

Im Bindungspuffer (BR2) kann sich beim Lagern ein Niederschlag bilden. Falls
nétig, 16sen Sie diesen durch Erwarmen auf 37 °C auf.

e Waschpuffer 2 (BR4)wird als Konzentrat geliefert. Geben Sie vor der ersten
Verwendung wie auf der Flasche angegeben das korrekte Volumen Ethanol
(96-100 % v/v, Reinheitsgrad p.a.) hinzu, um eine gebrauchsfertige Arbeitslésung
herzustellen.

Bereiten Sie vor der erstmaligen Verwendung des RNase-Free DNase Sets eine
DNase-I-Stamml6sung vor. Lésen Sie die feste DNase | (RNFD; 1.500 Kunitz-
Einheiten)*in 550 pl DNase-Resuspendierungspuffer (DRB) auf, der im Satz
bereitgestellt wird. Achten Sie darauf, dass beim Offnen des Flaschchens keine
DNase | (RNFD)verloren geht. Die rekonstituierte DNase | (RNFD) darf nicht auf
einem Vortexer gemischt werden. DNase | ist besonders anfallig fur
physikalische Denaturierung. Mischen Sie nur durch vorsichtiges Schwenken und
Umdrehen des Flaschchens.

e Rekonstituierte DNase | (RNFD) kann bei 2-8 °C im Original-Flaschchen
(Stammldsung) oder nach Entnahme der Stammildsung aus dem Glasflaschchen
und Aufteilung in Aliquote fiir den Einmalgebrauch bei -20 °C gelagert werden.
Verwenden Sie dazu die mit dem Kit gelieferten 1,5-ml-
Mikrozentrifugenrohrchen, die ausreichend sind fir 5 Aliquote. Aufgetaute
Aliquote kénnen bei 2-8 °C aufbewahrt werden. Nach dem Auftauen dirfen die
Aligquote nicht wieder eingefroren werden.

e Beachten Sie beim Rekonstituieren und Aliquotieren der DNase | (RNFD) die
Richtlinien zur Handhabung von RNA (Anhang A auf Seite 79).

* Die Kunitz-Einheit ist die gebrduchliche MaBeinheit zur Bestimmung der DNase-I-Aktivitat, die definiert ist als die
Menge DNase |, die bei Verwendung einer hochpolymerisierten DNA als Substrat zu einer Zunahme der Absorption bei
260 nm (Azs0) von 0,001 pro Minute und Milliliter bei 25 °C und pH 5,0 fiihrt (Kunitz, M. (1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 und
363).
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Installieren Sie den richtigen Schiittleradapter (im Lieferumfang des QlAcube
Connect MDx enthalten; verwenden Sie den mit der Ziffer 2" markierten Adapter
fr 2-ml-Safe-Lock-Reaktionsréhrchen) und setzen Sie das Schiittlergestell auf
den Adapter.

Prifen Sie die Abfallschublade und leeren Sie diese, falls erforderlich.

Installieren Sie alle zugehorigen Protokolle, wenn dies flir vorherigen Laufe noch
nicht geschehenist. Fir den QlAcube Connect MDx ist es erforderlich, alle in der
zugehorigen ZIP-Datei enthaltenen Protokolle herunterzuladen. Siehe
Jnstallieren von Protokollen auf dem QlAcube Connect MDx", Seite 62.

Verfahren

1. SchlieBen Sie die Haube des QlAcube Connect MDx und schalten Sie das Gerat

Uber den Netzschalter ein (siehe Abbildung 15, Seite 61).

Nach einem Signalton wird der Startbildschirm angezeigt. Das Gerat fihrt
automatisch Initialisierungstests durch.

. Offnen Sie die Haube des QlAcube Connect MDx und stellen Sie die

erforderlichen Reagenzien und KunststoffgefaBe in das Gerat. Siehe ,Beladen
des QlAcube Connect MDx", Seite 63.

Um Zeit zu sparen, kann die Arbeitsplattform auch wahrend einer oder beiden
der 10-mindtigen Zentrifugationsschritte (Schritt 3 und 5) beladen werden.

3. Zentrifugieren Sie PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) 10 min lang bei 3.000 bis

5.000 g in einem Ausschwingrotor.

@ Stellen Sie sicher, dass die Blutproben in den PAXgene Blood RNA
Tubes(BRT)zuvor mindestens 2 h lang bei Raumtemperatur (15-25 °C)
inkubiert wurden, um eine vollstandige Lyse der Blutzellen und einen
vollstandigen Niederschlag der RNA zu erzielen.

@ Der Rotor muss Adapter fir Rundbodenrdhrchen enthalten. Bei
Verwendung anderer Rohrchenadaptertypen konnen die Réhrchen
wahrend der Zentrifugation brechen.
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4. Entfernen Sie den Uberstand durch Dekantieren oder Pipettieren. Wenn Sie den
Uberstand dekantieren, achten Sie darauf, dass das Pellet intakt bleibt, und
trocknen Sie den Rand des Réhrchens mit einem sauberen Papiertuch ab. Geben
Sie 4 ml RNase-freies Wasser (RNFW) zum Pellet und verschlieBen Sie das
Rohrchen mit einem neuen sekundaren BD Hemogard-Deckel (im Kit
mitgeliefert).

5. Mischen Sie auf dem Vortexer, bis sich das Pellet sichtbar aufgeldst hat, und
zentrifugieren Sie 10 min lang bei 3.000 bis 5.000 g in einem Ausschwingrotor.
Entfernen und entsorgen Sie den ganzen Uberstand.

Kleinere Zelltrimmer, die sich nach dem Vortexen, aber vor der Zentrifugation
im Uberstand befinden, stéren die weitere Verarbeitung nicht.

@ Unvollstandiges Entfernen des Uberstands inhibiert die Lyse und
verdinnt das Lysat und beeintrachtigt so die Bedingungen zum Binden
der RNA an die PAXgene Membran.

6. Geben Sie 350 pl Resuspendierungspuffer (BR1) hinzu und mischen Sie auf dem
Vortexer, bis sich das Pellet sichtbar aufgeldst hat.

7. Pipettieren Sie die Probe in ein 2-mI-PT.

@ Verwenden Sie die 2-mI-PTs, die im PAXgene Blood RNA Kit enthalten
sind.

8. Setzen Sie die offenen PTs mit den Proben in den Schittler des QlAcube Connect
MDx (siehe Abbildung 18, Seite 65). Die Probenpositionen sind nummeriert, um
das Beladen zu erleichtern. Stecken Sie die Schiittlergestellstopfen (im
Lieferumfang des QlAcube Connect MDx enthalten)in die seitlichen Schlitze des
Schuttlergestells neben dem jeweiligen PT. Dies ermdglicht die Probendetektion
wahrend der Beladungsprifung.

@ Vergewissern Sie sich, dass der richtige Schittleradapter installiert ist
(Schittleradapter; 2 ml, Safe-Lock-Réhrchen, markiert mit der Ziffer
.2";im Lieferumfang des QlAcube Connect MDx enthalten).
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@ Wenn Sie weniger als 12 Proben verarbeiten, stellen Sie sicher, dass
das Schuttlergestell korrekt beladen wird, wie in Abbildung 22 auf
Seite 69 gezeigt. Nicht verarbeitet werden kénnen eine (1) oder
11 Proben. Die Positionsnummern im Schiittlergestell entsprechen den
Positionsnummern in der Zentrifuge.

9. SchlieBen Sie die Geréatetir des QlAcube Connect MDx (siehe Abbildung 15 auf
Seite 61).

10. Wahlen Sie das Protokoll ,PAXgene Blood RNA Part A" aus und starten Sie das
Protokoll.

Befolgen Sie die Anweisungen, die auf dem Touchscreen des QlAcube Connect
MDx angezeigt werden.

@ Vergewissern Sie sich, dass beide Protokollteile (Teil A und Teil B) auf
dem QlAcube Connect MDx installiert sind (siehe ,Installieren von
Protokollen auf dem QlAcube Connect MDx", Seite 62).

@ Das Gerat fihrt Beladungsprifungen fir Proben, Pipettenspitzen,
Rotoradapter und Reagenzflaschen durch.

11. Wenn das Protokoll ,PAXgene Blood RNA Part A" beendet ist, 6ffnen Sie die
Haube des QlAcube Connect MDx(siehe Abbildung 15 auf Seite 61). Entnehmen
und entsorgen Sie die PRCs aus den Rotoradaptern und die leeren PTs aus dem
Schuttler.

Wahrend des Laufs werden die Spin-Saulen innerhalb des
Rotoradapters vom Roboterarm von Position 1(Deckelposition L1) nach
Position 3 (Deckelposition L2) umgesetzt (siehe Abbildung 20 auf Seite
67).

12. SchlieBen Sie die Deckel aller 1,5-mI-MCTs mit der aufgereinigten RNA in den
Rotoradaptern (Position 3, Deckelposition L3; siehe Abbildung 20 auf Seite 67).
Setzen Sie die 1,5-mI-MCTs auf den Schiittleradapter des QlAcube Connect MDx
(siehe Abbildung 18 auf Seite 65).
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13. SchlieBen Sie die Geratetlir des QlAcube Connect MDx (siehe Abbildung 15 auf
Seite 61).

14. Wahlen Sie das Protokoll ,PAXgene Blood RNA Part B”aus und starten Sie das
Protokoll.

Befolgen Sie die Anweisungen auf dem Touchscreen des QlAcube Connect MDx.

@ Dieses Protokoll inkubiert die Proben bei 65 °C und denaturiert die RNA
fir nachfolgende Applikationen vorbereitet. Lassen Sie diesen
Protokollschritt auch dann nicht aus, wenn bei der nachfolgenden
Applikation ein Hitzedenaturierungsschritt vorgesehen ist. Eine
ausreichende RNA-Denaturierung zu diesem Zeitpunkt ist unbedingt
erforderlich, um die maximale Effizienz der nachfolgenden
Applikationen zu gewahrleisten.

15. Offnen Sie die Haube des QlAcube Connect MDx (siehe Abbildung 15 auf Seite 61),
wenn das Protokoll ,PAXgene Blood RNA Part B” beendet ist. Stellen Sie die MCTs
mit der aufgereinigten RNA sofort auf Eis.

WARNUNG: HeiBe Oberflache. Der Schittler kann Temperaturen von
& bis zu 70 °C erreichen. Berlihrungen im heiBen Zustand sind zu
vermeiden.

@ Lassen Sie die aufgereinigte RNA nicht im QlAcube Connect MDx
stehen. Da die Proben im Gerat nicht gekihlt werden, kann die
aufgereinigte RNA abgebaut werden. Unbeaufsichtigte
Probenvorbereitungslaufe Gber Nacht sind deshalb nicht zu empfehlen.

16. Wenn die RNA-Proben nicht sofort verwendet werden, lagern Sie sie bei =20 °C
oder =70 °C.

Da die RNA auch nach wiederholtem Einfrieren und Auftauen denaturiert bleibt,
ist es nicht erforderlich, das Protokoll zur Hitzeinkubation (,PAXgene Blood RNA
Part B") zu wiederholen. Beachten Sie die Anweisungen des Herstellers, wenn Sie
die RNA-Proben fiir einen diagnostischen Assay verwenden.
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Flr eine genaue RNA-Quantifizierung durch Messung der Absorption bei 260 nm
wird empfohlen, die Probe in 10 mM Tris-HCl bei pH 7,5 zu verdiinnen.*
Verdinnen der Probe mit RNase-freiem Wasser kann zu unrichtig niedrigen
Werten flihren.

Stellen Sie den Nullpunkt des Spektralphotometers mit einer Leerprobe ein,
welche die gleichen Anteile Elutionspuffer (BR5) und Tris-HCI-Puffer enthélt wie
die zu messenden Proben. Der Elutionspuffer (BR5) absorbiert stark bei 220 nm,
was zu hohen Hintergrundabsorptionswerten fihren kann, wenn der Nullpunkt
des Spektralphotometers nicht sachgemaB eingestellt wurde.

@ Zur Quantifizierung in Tris-HCI-Puffer verwenden Sie folgende
Gleichung

Azeo=1= 44 pg/ml. Siehe Anhang B auf Seite 81.

17. Entnehmen Sie das Reagent Bottle Rack aus der QlAcube Connect MDx
Arbeitsplattform (siehe Abbildung 18 auf Seite 65) und verschlieBen Sie alle
Flaschen mit den entsprechend beschrifteten Deckeln. VerschlieBen Sie
samtliche Flaschen mit Puffern und RNase-freiem Wasser, Flaschchen und
Rohrchen mit Enzymen und Enzympuffern sowie Beutel mit
Kunststoffmaterialien aus dem fir das Protokoll verwendeten Kit. Bewahren Sie
den restlichen Inhalt des Kits und die Reagenzflaschen wie unter ,Lagerung und
Handhabung der Reagenzien”(Seite 23) und ,Stabilitat nach dem Offnen”

(Seite 23) beschrieben zur weiteren Verwendung auf.

Entnehmen Sie die in den PTs in den QlAcube Connect MDx MDx-Stellplatzen
verbliebenen Reagenzien und entsorgen Sie diese. Entfernen Sie die
Rotoradapter aus der Zentrifuge und entsorgen Sie diese. Leeren Sie die
Abfallschublade des QlAcube Connect MDx (siehe Abbildung 15 auf Seite 61).
SchlieBen Sie die Haube des Gerats und schalten Sie das Gerat Uber den
Netzschalter aus.

* Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien stets einen geeigneten Laborkittel, Einmal-Laborhandschuhe und eine
Schutzbrille. Weitere Informationen sind den relevanten Sicherheitsdatenblattern (Safety Data Sheets, SDS) zu
entnehmen, die Sie vom jeweiligen Produkthersteller beziehen kénnen.
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Anwendungseinschrankungen

Das PAXgene Blood RNA Kit ist zur Isolierung intrazellularer RNA aus humanem
Vollblut (4,8 x 108 bis 1,1 x 107 Leukozyten/ml) fir Anwendungen im Rahmen der
In-vitro-Diagnostik vorgesehen. Es dient nicht zur Isolierung genomischer DNA oder
viraler Nukleinsduren aus humanem Vollblut. Da nur eine begrenzte Anzahl
Transkripte flir die Stabilisierungsspezifikationen validiert wurde (FOS- und
IL1B-Gentranskripte), konnen nicht flir alle Transkripte Leistungsmerkmale
angegeben werden. Die Anwender missen die Angaben des Herstellers und eigene
Daten prifen, um zu bestimmen, ob eine Validierung fir andere Transkripte
notwendig ist. Die Komponenten des Kits sind nur fir die Verwendung in dem in
dieser Gebrauchsanweisung beschriebenen manuellen und automatischen Protokoll
vorgesehen.

Gebrauchsanweisungen fiir die PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) finden Sie im
PAXgene Blood RNA Tube Handbuch.

Qualitatskontrolle

GemaB dem ISO-zertifizierten Qualitatsmanagement-System von QIAGEN wird jede
Charge des PAXgene Blood RNA Kits nach festgelegten Spezifikationen getestet, um
eine einheitliche Produktqualitat sicherzustellen.
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Leistungsmerkmale

Probennahme und Stabilisierung

Die PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) enthalten ein proprietdres RNA-
Stabilisierungsreagenz. Dieser Zusatz schitzt RNA-Molekille vor Abbau durch
RNasen und minimiert Ex-vivo-Veranderungen der Genexpression. Die PAXgene
Blood RNA Tubes (BRT) sind fir die Entnahme von humanem Vollblut und die
Stabilisierung zelluldrer RNA fiir bis zu 3 Tage bei 18-25 °C (Abbildung 4 und 5, Seite
44 und 45) oder fir bis zu 5 Tage bei 2-8 °C vorgesehen (Abbildung 6 und 7, Seite 46
und 47). Stabilisiertes Blut kann auch gefroren gelagert werden. Die zurzeit
verfligbaren Daten zeigen, dass bei -20 °C oder -70 °C die Stabilisierung zelluldrer
RNA flr mindestens 11Jahre mdoglich ist*. Weitere Informationen Uber laufende
Studien zur Evaluierung noch langerer Stabilisierungszeiten erhalten Sie unter
www.preanalytix.com oder wenden Sie sich an den Technischen Service von
OIAGEN.

Die tatsachliche Dauer der RNA-Stabilisierung kann je nach zellularer RNA-Spezies
und verwendeter Folge-Applikation variieren. Da nur eine begrenzte Anzahl
Transkripte flir die Stabilisierungsspezifikationen validiert wurde (FOS- und
IL1B-Gentranskripte), konnen nicht fiir alle Transkripte Leistungsmerkmale
angegeben werden. Die Anwender missen die Angaben des Herstellers und eigene
Daten prifen, um zu bestimmen, ob eine Validierung flir andere Transkripte
notwendig ist.

* Eine Langzeitstudie zur Blutlagerung in PAXgene Blood RNA Tubes dauert an.
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Abbildung 4: RNA-Stabilitat in Blutproben bei 18-25°C: FOS. 10 augenscheinlich gesunden Spendern wurden jeweils
zwei Blutproben entnommen, die bei 18-25 °C fiir die angegebene Anzahl von Tagen gelagert wurden, bevor die Gesamt-
RNA isoliert wurde. [A]Blutentnahme und Lagerung erfolgten in PAXgene Blood RNA Tubes (BRT), und die Aufreinigung
der Gesamt-RNA erfolgte mit dem PAXgene Blood RNA Kit. [B] Blutentnahme und Lagerung erfolgten in Standard-
Blutentnahmeréhrchen mit EDTA als Antikoagulans, und die Aufreinigung der Gesamt-RNA erfolgte mit einem
organischen Standard-Isolierungsverfahren einschlieBlich einer RNA-Aufreinigung mithilfe einer silikabasierten
Membran. Die relativen FOS-Transkriptkonzentrationen wurden mittels Real-time-Duplex-RT-PCR unter Verwendung
von 18S-rRNA als internem Standard bestimmt. Die Werte fir alle Proben sind aufgetragen, wobei Mittelwerte und
Standardabweichungen aller Proben gezeigt werden. Die unterbrochenen Linien geben den +3x-Bereich der
Gesamtpréazision des Assays (2,34 Cr) an.
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Abbildung 5: RNA-Stabilitat in Blutproben bei 18-25°C: IL1B. Die Blutentnahme und Aufreinigung der Gesamt-RNA nach
Lagerung bei 18-25°C erfolgten wie in Abbildung 4 beschrieben. Die relativen IL1B-Transkriptkonzentrationen wurden
mittels Real-time-Duplex-RT-PCR unter Verwendung von 18S-rRNA als internem Standard bestimmt. Die Werte fir alle
Proben sind aufgetragen, wobei Mittelwerte und Standardabweichungen aller Proben gezeigt werden. Die
unterbrochenen Linien geben den +3x-Bereich der Gesamtprézision des Assays (1,93 Cr) an.
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Abbildung 6: RNA-Stabilitat in Blutproben bei 2 bis 8 °C: FOS. 10 Spendern wurden jeweils zwei Blutproben entnommen,
die bei 2 bis 8 °C fir die angegebene Anzahl von Tagen gelagert wurden, bevor die Gesamt-RNA isoliert wurde.
[A]Blutentnahme und Lagerung erfolgten in PAXgene Blood RNA Tubes (BRT), und die Aufreinigung der Gesamt-RNA
erfolgte mit dem PAXgene Blood RNA Kit. [B]Blutentnahme und Lagerung erfolgten in Standard-Blutentnahmerdhrchen
mit EDTA als Antikoagulans, und die Aufreinigung der Gesamt-RNA erfolgte mit einem organischen Standard-
Isolierungsverfahren mit Silikamembran-basierter RNA-Aufreinigung. Die relativen FOS-Transkriptkonzentrationen
wurden mittels Real-time-Duplex-RT-PCR unter Verwendung von 18S-rRNA als internem Standard bestimmt. Die Werte
flr alle Proben sind aufgetragen, wobei Mittelwerte und Standardabweichungen aller Proben gezeigt werden. Die
unterbrochenen Linien geben den +3x-Bereich der Gesamtprézision des Assays (2,34 Cr) an.
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Abbildung 7: RNA-Stabilitat in Blutproben bei 2 bis 8 °C: IL1B. Die Blutentnahme und Aufreinigung der Gesamt-RNA

nach Lagerung bei 2-8°C erfolgten wie in Abbildung 6 beschrieben. Die relativen IL1B-Transkriptkonzentrationen wurden
mittels Real-time-Duplex-RT-PCR unter Verwendung von 18S-rRNA als internem Standard bestimmt. Die Werte fiir alle

Proben sind aufgetragen, wobei Mittelwerte und Standardabweichungen aller Proben gezeigt werden. Die
unterbrochenen Linien geben den +3x-Bereich der Gesamtprézision des Assays (1,93 Cr) an.
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Manuelle RNA-Isolierung

Die mit dem PAXgene Blood RNA System isolierte Gesamt-RNA ist rein. Bei
Anwendung des manuellen Protokolls liegen die Ao/ Azgo-Werte zwischen 1,8 und
2,2und in 295 % aller Proben ist genomische DNA in einem Anteil <1% (w/w)
vorhanden, wie durch quantitative Real-time-PCR einer Sequenz des
Beta-Actin-Gens gemessen wurde. Wenn das Eluat bis zu 30 % des RT-PCR-
Reaktionsvolumens ausmacht, zeigen mindestens 95 % der Proben keine Inhibition
bei der RT-PCR.

Bei Verwendung des manuellen Protokolls betragt die durchschnittliche
Probenvorbereitungszeit (auf der Basis der Daten von
12 Probenverarbeitungsdurchgédngen) etwa 90min* wobei die eigentliche
Handhabungszeit nur 40 min betragt. Bei > 95 % der verarbeiteten Proben wird eine
RNA-Ausbeute von =3 pg aus 2,5 ml Vollblut gesunder Probanden erzielt. Da die
Ausbeuten stark vom Probanden abhangen, kann die individuelle Ausbeute variieren.
Farindividuelle Spender liefert das PAXgene Blood RNA System hochreproduzierbare
und -wiederholbare Ausbeuten (Abbildung 8 und 9, Seiten 49 und 50) sowie eine
reproduzierbare und wiederholbare RT-PCR (Abbildung 10 und 11, Seiten 54 und 55),
was eine hohe Robustheit fur klinische Diagnosetests bedeutet.

Abbildung 8 (Seite 49) zeigt die Gesamt-Reproduzierbarkeit und -Wiederholbarkeit
des PAXgene Blood RNA System. Weitere Studien wurden durchgefihrt, um den
Einfluss verschiedener Chargen des PAXgene Blood RNA Kits und verschiedener
Laboranten auf die Reproduzierbarkeit der RNA-Ausbeute und der Leistung der
Real-time-RT-PCR zu zeigen. Da flir diese Studien gepoolte Blutproben und keine
individuellen PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) verwendet wurden, spiegeln die
Ergebnisse nicht die Systemwiederholbarkeit wider, die auch Variationen zwischen
individuellen Blutentnahmen umfasst, sondern lediglich die Wiederholbarkeit der
Probenvorbereitung(siehe Abbildung 9, Seite 50).

* Gesamtdauer der Ausflihrung des Protokolls, einschlieBlich Vorabhandhabung der PAXgene Blood RNA Tubes
(Zentrifugationen, Pellet-Waschschritte und Pellet-Resuspendierung).
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Abbildung 8: Reproduzierbare und wiederholbare RNA-Isolierung Vierfachbestimmungen der Blutproben von

14 Probanden wurden jeweils von 3 Laboranten (A, B, C) manuell durchgefiihrt. Dabei wurden drei verschiedene
Geratesatze verwendet, wobei alle Proben von einem einzelnen Laboranten mit demselben Geratesatz vorbereitet
wurden.[A]Abgebildet sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der RNA-Ausbeute der Replikatproben von
denselben Probanden und verschiedenen Laboranten.[B]Zwdlf Blutprobenreplikate von jedem der 14 Probanden
wurden von den 3 Laboranten verarbeitet. Abgebildet sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der
RNA-Ausbeute der Proben von denselben Probanden und allen Laboranten. Bei allen RNA-Proben lagen die Azso/ Azso-
Verhéltnisse im Bereich von 1,8 bis 2,2.
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Abbildung 9: Wiederholbarkeit und Reproduzierbarkeit der RNA-Ausbeute bei verschiedenen Laboranten und
verschiedenen Chargen des PAXgene Blood RNA Kits unter Verwendung gepoolter Blutproben. Blutproben von
30 Probanden wurden in PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) entnommen (12 Réhrchen pro Proband, d. h. insgesamt
360 Rohrchen). Die Inhalte aller Réhrchen von jeweils 3 Probanden wurden gepoolt und anschlieBend wieder auf 36
Proben aliquotiert. Diese 36 Proben pro 3-Probanden-Pool wurden von 3 verschiedenen Laboranten manuell verarbeitet.
Jeder Laborant verwendete PAXgene Blood RNA Kits aus 3 verschiedenen Chargen fiir die RNA-Isolierung und
verarbeitete vier Replikatproben aus jedem der 10 Probanden-Pools. [A]RNA-Ausbeute und Standardabweichung fiir
alle Kombinationen aus Laborant und Charge. Vier Replikatblutproben aus 10 Probanden-Pools wurden von 3 Laboranten
(A, B und C) mit jeder von 3 Chargen des Kits (1, 2 und 3) verarbeitet. Die mittleren Ausbeuten (S&ulen)und
Standardabweichungen (Fehlerbalken) jeder der vier Replikatproben aus demselben Probanden-Pool fiir verschiedene
Laboranten und Chargen des Kits sind dargestellt. [B] Variationskoeffizient (VK) der RNA-Ausbeute pro Probanden-Pool
fur alle Kombinationen aus Laborant und Charge (A, Bund C; 1, 2 und 3), wie berechnet aus den in Abbildung 9A gezeigten
mittleren Ausbeuten und Standardabweichungen.
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Tabelle 1A: Reproduzierbarkeit innerhalb jeder Charge und fiir jeden Laboranten fiir ausgewahlte
Probanden-Pools (1, 6, 9 und 10)

Probanden-Pool 6
(8,5 x 10° Zellen/ml)

Probanden-Pool 1(5,1x 10% Zellen/ml)

Datenkombinationen

Mittlere VK (%) Mittlere VK (%)
Ausbeute Ausbeute
(ng) (ng)
Charge 1, Laborant A 8,03 0,42 5 OG5! 0,99 10
Charge 1, Laborant B 7,98 117 15 9,38 1,94 21
Charge 1, Laborant C 7,87 0,45 6 10,71 0,65 6
Charge 2, Laborant A 7,32 0,98 13 9,78 1,89 19
Charge 2, Laborant B 6,09 1,04 17 9,82 2,83 29
Charge 2, Laborant C 6,87 0,31 4 10,37 0,74 7
Charge 3, Laborant A 7,04 0,90 13 8,96 0,68 8
Charge 3, Laborant B 6,98 1,22 17 7,73 0,97 13
Charge 3, Laborant C 8,78 0,89 10 10,59 1,94 18
Probanden-Pool 9 Probanden-Pool 10
(8,4 x 10° Zellen/ml) (10,2 x 10° Zellen/ml)
Mittlere Mittlere
Ausbeute Ausbeute
(ng) (ng)
Charge 1, Laborant A 7,52 0,41 6 7,96 0,49 6
Charge 1, Laborant B 8,82 1,72 19 8,90 0,76 9
Charge 1, Laborant C 10,14 1,46 14 10,22 1.29 13
Charge 2, Laborant A 6,92 0,27 4 7,63 1,23 16
Charge 2, Laborant B 7.20 0.7 10 7.00 0,56 8
Charge 2, Laborant C 9,14 1,52 17 11,56 1,21 10
Charge 3, Laborant A 8,18 0,76 9 7,85 0,82 10
Charge 3, Laborant B 6,41 0,88 14 8,88 217 24
Charge 3, Laborant C 10,78 0,56 5 10,88 0,37 3
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Tabelle 1B: Reproduzierbarkeit fiir jeden Laboranten und zwischen allen Chargen fiir ausgewahlte
Probanden-Pools (1, 6, 9 und 10)

Probanden-Pool 1(5,1x 10° Zellen/ml) (';ré’ 5?3;’;2"::;’:“?)

Datenkombinationen

Mittlere VK (%) Mittlere
Ausbeute Ausbeute
(ng) (ng)

Laborant A, alle 7,46 0.85 n 9,43 1,22 13
Chargen

Laborant B, alle 7,02 1,31 19 8,98 2,09 23
Chargen

Laborant C, alle 7,84 0,98 13 10,56 115 n
Chargen

Probanden-Pool 9 Probanden-Pool 10
(8.4 = 10° Zellen/ml) (10,2 x 10° Zellen/ml)
Mittlere VK (%) Mittlere VK(%)
Ausbeute Ausbeute
(ng) (ng)

Laborant A, alle 7,54 0,72 10 7,81 0,82 n
Chargen

Laborant B, alle 7,48 1,50 20 8,26 1,54 19
Chargen

Laborant C, alle 10,02 1,34 13 10,89 1.10 10
Chargen

Tabelle 1C: Reproduzierbarkeit innerhalb jeder Charge und zwischen allen Laboranten fiir ausgewahlte
Probanden-Pools (1, 6, 9 und 10)

Probanden-Pool 1(5,1x 10° Zellen/ml) (';’gf?gf;:ﬂzg;’;ﬁ)

Datenkombinationen

Mittlere VK (%) Mittlere VK (%)
Ausbeute Ausbeute
(ng) (ng)
Charge 1, alle 7,96 0,69 9 9,88 1,34 14
Laboranten
Charge 2, alle 6,76 0,93 14 9,99 1,84 18
Laboranten
Charge 3, alle 7,60 1,27 17 9,09 1.7 19
Laboranten
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Probanden-Pool 9 Probanden-Pool 10
(8,4 x 10° Zellen/ml) (10,2 x 10° Zellen/ml)

Mittlere Mittlere
Ausbeute Ausbeute
(1)) (ug)
Charge 1, alle 8,83 1,63 19 9,02 1.27 14
Laboranten
Charge 2, alle 7,75 1,36 18 8,73 2,31 26
Laboranten
Charge 3, alle 8,46 1,99 24 9,20 1,80 20
Laboranten

Tabelle 1D: Reproduzierbarkeit zwischen allen Chargen und allen Laboranten fiir ausgewahlte
Probanden-Pools (1, 6, 9 und 10)

. 6
Probanden-Pool 1(5,1x 10° Zellen/ml) Fiskgne Poel 2z 2510
Zellen/ml)

LTINS | VK (%) Mittlere VK (%)
Ausbeute Ausbeute
(ng) (ug)
1,09 5 17

Charge 1, alle 7,44

Probanden-Pool 9(8,4 x 10° Probanden-Pool 10 (10,2 x 10°
Zellen/ml) Zellen/ml)

9,66 1,65
Laboranten

Mittlere VK (%) Mittlere VK (%)
Ausbeute Ausbeute
(ug) (ug)
Charge 1, alle 8,35 1,70 20 8,99 1,80 20
Laboranten

Detaillierte Analyse von 4 reprasentativen Probanden-Pools. Die Pools wurden nach
Zellenzahl der Leukozyten ausgewahlt und spiegeln die oberen, mittlerenund unteren
Werte des Normalbereichs der Leukozytenzahlen wider (4,8 x 10°% bis 1,1 x 107
Leukozyten/ml). Die Leukozytenzahl ist der Mittelwert von 3 Leukozytenzahlen der
3 Probanden jedes Probanden-Pools.
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Abbildung 10: Reproduzierbarkeit der RT-PCR - zwischen Anwendern. Die bei dem in Abbildung 9 beschriebenen
Experiment wurde aufgereinigte RNA fir die Real-time-RT-PCR verwendet. Die relativen Transkriptkonzentrationen von
[AJFOS und[B]IL1B wurden durch Real-time-Duplex-RT-PCR unter Verwendung von 18S-rRNA als internem Standard
bestimmt. Aufgetragen sind die Werte aller Proben relativ zu den Werten fir Laborant A (10 Probanden-Pools x 3 Kit-
Chargen x 4 Replikate = 120 Datensétze fiir jedes Gen) mit Mittelwerten (rote Linien) und Standardabweichungen
(schwarze Balken) fir alle dargestellten Proben. Die unterbrochenen Linien geben den +3x-Bereich der Gesamtprazision
der Assays an (FOS: 2,34 Cr; IL1B: 1,93 Cr).
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Charge

Abbildung 11: Reproduzierbarkeit der RT-PCR - zwischen Kit-Chargen. Die bei dem in Abbildung 9 beschriebenen
Experiment wurde aufgereinigte RNA fir die Real-time-RT-PCR verwendet. Die relativen Transkriptkonzentrationen von
[ATFOS und [B]IL1B wurden durch Real-time-Duplex-RT-PCR unter Verwendung von 18S-rRNA als internem Standard
bestimmt. Aufgetragen sind die Werte aller Proben relativ zu den Werten fir Kit-Charge 1(10 Probanden-Pools x

3 Laboranten x 4 Replikate = 120 Datensatze fir jedes Gen) mit Mittelwerten (rote Linien) und Standardabweichungen
(schwarze Balken) fiir alle dargestellten Proben. Die unterbrochenen Linien geben den +3x-Bereich der Gesamtprazision
der Assays an(FOS: 2,34 Cr; IL1B: 1,93 Cr).
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Tabelle 2: Zusammenfassung der RT-PCR-Daten aus Abbildung 10 und 11

FOS/18S-rRNA-Assay IL1B/18S-rRNA-Assay

. Mittelwert Mittelwert
Datenvergleich (AACT) +SD(AACy) (AACT) +SD(AACy)

Reproduzierbarkeit fiir alle Chargen zwischen jedem Laboranten

Alle Laboranten, Charge 1- Charge 1 0,00 0,00 0,00 0,00
Alle Laboranten, Charge 1- Charge 2 -0,03 0,48 -0,07 0,66
Alle Laboranten, Charge 1- Charge 3 -0,21 0,52 0n 0.7

Reproduzierbarkeit fiir alle Chargen zwischen jedem Laboranten

Alle Chargen, Laborant A - Laborant A 0,00 0,00 0,00 0,00
Alle Chargen, Laborant A - Laborant B -0,46 0.44 -0,06 0,69
Alle Chargen, Laborant A - Laborant C -0,31 0,60 -0.15 0.7

Anwender: Techniker(in), der(die) die Studie durchflhrte.

Charge: Chargennummer des fiir diese verwendeten Kits.

SD: Standardabweichung.

Gezeigt sind die mittleren AACr-Werte (N =120) und die Standardabweichungen fir die in Abbildung 10 und
11 dargestellten Daten.

Automatische RNA-Isolierung

Bei 295 % der verarbeiteten Proben wird eine RNA-Ausbeute von 23 pg aus 2,5 ml
Vollblut gesunder Probanden erzielt. Abbildung 12 (Seite 57) zeigt die RNA-Ausbeuten
aus insgesamt 216 Proben, die mit dem automatischen Protokoll mit 3 Kit-Chargen
von 3 Laboranten vorbereitet wurden. Da fur diese Studien gepoolte Blutproben und
keine individuellen PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) verwendet wurden, spiegeln die
Ergebnisse nicht die RNA-Ausbeute wider, die bei einer individuellen Blutprobe eines
einzelnen Probanden erwartet werden kann. Da die Ausbeuten stark vom
untersuchten Probanden abhangen, kdnnen die einzelnen RNA-Ausbeuten variieren
(Abbildung 12, Seite 57).
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Wenn das Eluat bis zu 30 % des RT-PCR-Reaktionsvolumens ausmacht, zeigen
mindestens 95 % der Proben keine Inhibition bei der RT-PCR. Bei Verwendung des
automatischen Protokolls konnte keine Kreuzkontamination zwischen Proben
nachgewiesen werden. Dies wurde mittels quantitativer Real-time-RT-PCR von
Sequenzen der ABL1- und FOS-Transkripte in RNA-negativen Proben (Wasser)
gemessen, die mit RNA-positiven Proben (humanes Vollblut)im gleichen Lauf gepaart
waren.

RNA, die mit dem PAXgene Blood RNA System und dem automatischen Protokoll
isoliert wurde, ist rein, was die fehlende Inhibition der RT-PCR und die Ao/ Asgg-Werte
zwischen 1,8 und 2,2 zeigen. In = 95 % aller Probenist genomische DNA in einem Anteil
<1% (w/w) vorhanden, wie durch quantitative Real-time-PCR einer Sequenz des
Beta-Actin-Gens gemessen wurde. Abbildung 13 und Abbildung 14 (Seite 58) zeigen
die Ago/Ago-Werte sowie den relativen Anteil genomischer DNA von insgesamt
216 Proben, die mit dem automatischen Protokoll mit 3 Kit-Chargen von 3 Laboranten
vorbereitet wurden.
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Abbildung 12: RNA-Ausbeute - Automatische Verarbeitung mit dem QlAcube Connect MDx Blutproben von einzelnen
Probanden wurden in PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) entnommen. Der Inhalt der Réhrchen wurde in 6 Probanden-
Pools gepoolt und anschlieBend wieder aliquotiert. Insgesamt wurden 216 Réhrchen (d. h. 36 pro Pool) von

3 verschiedenen Laboranten (A, B und C) verarbeitet. Jeder Laborant verwendete PAXgene Blood RNA Kits aus

3 unterschiedlichen Chargen (1, 2 und 3) firr die automatische Isolierung mit dem QlAcube Connect MDx und verarbeitete
fir jeden der 6 Probanden-Pools jeweils vier Replikate. Die RNA-Ausbeuten der einzelnen Proben sind fir jede
Kombination aus Laborant und Charge dargestellt.
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Abbildung 13: RNA-Reinheit (Azso/ Azso-Werte) - automatische Verarbeitung mit dem QlAcube Connect MDx Von
3 Laboranten (A, B und C) wurde unter Verwendung von PAXgene Blood RNA Kits aus 3 unterschiedlichen Chargen
(1, 2 und 3) mit dem QlAcube Connect MDx in dem in Abbildung 12 beschriebenen Experiment RNA aufgereinigt.
Dargestellt sind die Azso/ Azso-Werte aller individuellen Proben jeder Kombination aus Laborant und Charge.
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Abbildung 14: RNA-Reinheit (% Kontamination mit genomischer DNA) - automatische Verarbeitung mit dem QlAcube
Connect MDx Von 3 Laboranten (A, B und C) wurde unter Verwendung von PAXgene Blood RNA Kits aus

3 unterschiedlichen Chargen (1, 2 und 3) mit dem QlAcube Connect MDx in dem in Abbildung 12 beschriebenen
Experiment RNA aufgereinigt. Dargestellt sind die Mengen genomischer DNA (w/w)in allen individuellen Proben jeder
Kombination aus Laborant und Charge.

Das automatische Protokoll zur RNA-Isolierung mit dem PAXgene Blood RNA System
liefert hochreproduzierbare und wiederholbare RT-PCR-Ergebnisse, was eine hohe
Robustheit fir klinische diagnostische Tests bedeutet.
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Stabilitat der isolierten RNA

RNA-Proben, die mit dem PAXgene Blood RNA Kit aus mit Blut gefiillten PAXgene
Blood RNA Tubes isoliert wurden, sind 5 Jahre lang bei =20 °C und 7 Jahre lang bei
-70 °C haltbar (Endpunkt der Studien).
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Wichtige Hinweise

Verwendung des QlAcube Connect MDx

Stellen Sie sicher, dass Sie mit der Bedienung des QlAcube Connect MDx vertraut
sind. Lesen Sie bitte das Benutzerhandbuch und alle weiteren mit dem Gerat
gelieferten Informationen, und beachten Sie insbesondere die Sicherheitshinweise,
bevor Sie mit den automatischen PAXgene Blood RNA Protokollen beginnen.

Starten des QlAcube Connect MDx

SchlieBen Sie die Haube des QlAcube Connect MDx und schalten Sie das Gerat Gber
den Netzschalter ein (siehe Abbildung 15, Seite 61).

Nach einem Signalton wird der Startbildschirm angezeigt. Das Gerat flhrt
automatisch Initialisierungstests durch.
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Frontansicht des QlAcube Connect MDx Herausgezogener Touchscreen

T

@

Riickansicht des QlAcube Connect MDx (linke Seite) Riickansicht des QlAcube Connect MDx (rechte Seite)

Abbildung 15: Externe Komponenten des QlAcube Connect MDx.

@ Touchscreen

2 USB-Anschliisse links vom Touchscreen,
2 USB-Anschlisse hinter dem Touchscreen
(an 1USB-Anschluss ist ein WLAN-Modul
angeschlossen)

Haube RJ-45 Ethernet-Port

Abfallschublade Netzkabelbuchse
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OO ©

Netzschalter Kihlluftauslass
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Touchscreen

Der QlAcube Connect MDx wird Gber einen Touchscreen gesteuert. Der Touchscreen
erlaubt dem Anwender die Bedienung des Gerats und fuhrt ihn durch die Einrichtung
der Arbeitsplattform. Wahrend der Probenverarbeitung zeigt der Touchscreen den
Protokollstatus und die verbleibende Zeit an.

s
Abbildung 16: Herausgezogener Touchscreen des QlAcube Connect MDx

Installieren von Protokollen auf dem QlAcube Connect MDx

Bevor Sie den ersten RNA-Vorbereitungslauf auf einem QlAcube Connect MDx
durchfihren kénnen, ist ggf. erst eine Protokollinstallation erforderlich. Installieren
Sie die beiden Protokolle ,PAXgene Blood RNA Part A" und ,PAXgene Blood RNA
Part B”.

Protokolle fir den QlAcube Connect MDx sind unter www.qgiagen.com verfligbar und
mussen auf denim Lieferumfang des Gerats enthaltenen USB-Stick heruntergeladen
werden. Diese Protokolle werden Gber den USB-Anschluss auf das Gerat Gbertragen.

Uber den USB-Port, der sich seitlicham Touchscreen befindet (siehe Abbildung 15 auf
Seite 61), kann der QlAcube Connect MDx mit dem im Lieferumfang des Geréts
enthaltenen USB-Stick verbunden werden. Uber den USB-Anschluss kénnen auch
Dateien, z. B. Protokoll- oder Berichtdateien, vom Gerat auf den USB-Stick
Ubertragen werden.
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@ Der USB-Anschluss kann nur mit dem von QIAGEN bereitgestellten USB-Stick
verwendet werden. SchlieBen Sie keine anderen Gerate an diesen Anschluss an.

@ Entfernen Sie den USB-Stick nicht, wahrend Protokolle heruntergeladen oder
Datendateien Ubertragen werden oder ein Protokoll ausgefihrt wird.

Weitere Details zum Prozess des Hochladens von Protokollen auf den QlAcube
Connect MDx finden Sie im Handbuch zum Gerat.

Beladen des QlAcube Connect MDx

Um Zeit zu sparen, kann das Beladen auch wahrend einer oder beiden der
10-mindtigen Zentrifugationsschritte (Schritt 3 und 5) in ,Protokoll: Automatische
Isolierung von Gesamt-RNA aus humanem Vollblut, das in PAXgene Blood RNA Tubes
(BRT)entnommen wurde”, Seite 34, erfolgen.

Reagenzflaschen

Fillen Sie vor jedem Lauf auf dem QlAcube Connect MDx die 4 Reagenzflaschen mit
den in Tabelle3 (Seite64) aufgefliihrten Reagenzien sorgféltig bis zur
Maximalmarkierung oder, falls dies unmadglich ist, bis zu dem Niveau, das die mit dem
PAXgene Blood RNA Kit gelieferten Puffervolumen zulassen. Beschriften Sie die
Flaschen und Deckel mit den Puffernamen und setzen Sie die geflllten
Reagenzflaschen in die richtigen Positionen des Reagenzflaschengestells. Stellen
Sie das Gestell auf die Arbeitsplattform des Gerats (wie in Abbildung 17 und 18,
Seite 64 und 65 dargestellt).

Das mitgelieferte Volumen des Puffers BR2 flllt eine Reagenzflasche nicht
bis zur Markierung. Die Puffer BR3 und BR4 reichen ggf. nicht aus, um die
Flasche bis zur Markierung zu flllen, nachdem mehrere Proben in
vergangenen Laufen verarbeitet wurden.

PAXgene Blood RNA Kit (Handbuch) Gebrauchsanweisung 02/2023 63



@ Vergewissern Sie sich, dass die Deckel der Flaschen entfernt wurden, bevor
Sie diese auf die Arbeitsplattform stellen.

@ Die Puffervolumen im PAXgene Blood RNA Kit(50) reichen fiir maximal 7 RNA-

Vorbereitungslaufe mit 2 bis 12 Proben pro Lauf auf dem QlAcube Connect

MDx aus. Generell gilt, dass Laufe mit einer kleinen Anzahl von Proben pro

Lauf vermieden werden sollten, damit insgesamt 50 Proben pro Kit

verarbeitet werden kénnen. Mehr als 7RNA-Vorbereitungslaufe kénnten dazu

flhren, dass fir die Verarbeitung der letzten Proben keine ausreichenden
Puffermengen mehr zur Verfliigung stehen.

Tabelle 3: Positionen im Reagenzflaschengestell

1 Bindungspuffer (BR2)

2 Ethanol (96-100 % v/v)
3 Waschpuffer 1(BR3)
4 Waschpuffer 2 (BR4)*
5 - (bleibt leer)

6 - (bleibt leer)

* Waschpuffer 2 (BR4) wird als Konzentrat geliefert. Vor der ersten Verwendung geben Sie, wie auf der Flasche
angegeben, das 4-fache Volumen Ethanol (96-100 % v/v, Reinheitsgrad p.a.) hinzu, um eine gebrauchsfertige
Arbeitslésung herzustellen.

@ Position 1

Bindun-
gspuffer
(BR2)

Position 2
96-100 %
v/v Ethanol

Position 3 Position 4
Wasch- Wasch-

puffer1 puffer2
(BR3) (BR4)

Position 5 Position 6

Leer Leer

Abbildung 17: Beladen des Reagenzflaschengestells [A]Schematische Darstellung der Positionen und des Inhalts der
Flaschen im Reagent Bottle Rack [B] Einsetzen des Gestells in den QlAcube Connect MDx
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Abbildung 18: Innenansicht des QlAcube Connect MDx

Zentrifugendeckel

Zentrifuge

Schittler

Reagenzflaschengestell

Pipettenspitzensensor und
Haubenverriegelung

OOEOO

MCT-Stellplatze

3 Stellplatze fir Pipettenspitzengestelle

Entsorgungskanéle flr Pipettenspitzen und Spin-
Séulen

Roboterarm (einschlieBlich Einkanalpipettierer, Greifer,
Ultraschall- und optischem Sensor und UV-LED)
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Spin-Saulen (PSC, PRC), MCT und Kunststoffartikel fiir den
QlAcube Connect MDx

Setzen Sie 2 Pipettenspitzengestelle mit 1.000-pl-Filterspitzen in den QlAcube
Connect MDx(siehe Abbildung 18 auf Seite 65). Fiillen Sie die Gestelle mit Spitzen auf,
wenn erforderlich.

@ Verwenden Sie nur die 1.000-pl-Pipettenfilterspitzen, die zur Verwendung mit
dem QlAcube Connect MDx vorgesehen sind.

Beschriften Sie die Rotoradapter und MCTs fiir jede Probe mit einem geeigneten
wasserfesten Stift. Offnen Sie die bendtigten PSCs und schneiden Sie mit einer
Schere die Deckel vollstédndig ab (siehe Abbildung 19).

@ Flr einen sachgemaBen Betrieb des Roboterarms im QlAcube Connect MDx

missen die Deckel und alle Verbindungsstege zu den PSCs vollstandig

entfernt (abgeschnitten) werden (siehe Abbildung 19). Andernfalls kann der
Roboterarm das PSC nicht wie vorgesehen greifen.

Deckel der Spin-
Séaule nicht

Deckel der

Spin-Séaule korrekt entfernt.

korrekt vom Deckel ist noch

PSC entfernt. teilweise mit
dem PSC
verbunden.

Abbildung 19: Einsetzen des PSC. Das PSC wird in die mittlere Position des Rotoradapters eingesetzt. Schneiden Sie den
Deckel des PSC ab, bevor Sie die Sdule einsetzen.
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Setzen Sie die PSC (ohne Deckel, siehe Abbildung 19 auf Seite 66), die PRC und das
beschriftete MCT wie in Tabelle 4 und Abbildung 20 dargestellt in die entsprechenden
Positionen die verschiedenen, beschrifteten Rotoradapter ein.

Vergewissern Sie sich, dass die Deckel der Spin-Saule (PRC)und des MCT bis

@ ganz nach unten in die Schlitze an den Randern des Rotoradapters
hineingeschoben sind, da sie andernfalls bei der Zentrifugation abbrechen
kénnen.

Tabelle 4: Kunststoff-Verbrauchsartikel im Rotoradapter

1 PAXgene RNA Spin Column (rot, PRC) L1

2 PAXgene Shredder Spin-S&ule (lila, PSC)(Deckel vor Einsetzen in Rotoradapter -
abschneiden)

3 MCT* L3
*Verwenden Sie die MCTs (1,5 ml), die im PAXgene Blood RNA Kit enthalten sind.

L2
L1
L3

Abbildung 20: Positionen im Rotoradapter. Der Rotoradapter weist 3 Réhrchenpositionen(1-3) und drei
Deckelpositionen (L1-L3) auf.
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Beladen der Zentrifuge

Setzen Sie die bestlickten Rotoradapter wie in Abbildung 21 unten dargestellt in die
Zentrifugenbecher des OlAcube Connect MDx ein.

Wenn Sie weniger als 12 Proben verarbeiten, stellen Sie sicher, dass der
Zentrifugenrotor radial unwuchtfrei beladen wird (siehe Abbildung 22,
Seite 69). Vor dem Start eines Protokolllaufs miissen auch dann alle
Zentrifugenbecher eingesetzt werden, wenn weniger als 12 Proben
verarbeitet werden sollen. Eine einzige (eine) Probe oder 11 Proben kénnen
nicht verarbeitet werden.

Abbildung 21: Beladen der Zentrifuge beim QlAcube Connect MDx Setzen Sie die bestlickten Rotoradapter in die
Zentrifugenbecher.
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Abbildung 22: Beladen von Zentrifuge und Schiittler Dargestellt sind die Positionen in Zentrifuge und Schiittler zum
Verarbeiten von zwei (2) bis zehn (10) Proben. Nicht verarbeitet werden kdnnen eine (1) oder 11 Proben. Zur Verarbeitung
von 12 Proben werden alle Positionen in Zentrifuge und Schiittler beladen (nicht abgebildet).
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Reaktionsrohrchen

Entfernen Sie alle noch von vergangenen Laufen in den Stellplatzen fir MCTs
vorhandenen PTs (siehe Abbildung 18, Seite 65). Flllen Sie 3 PTs mit den in Tabelle 5
aufgefiihrten Reagenzmengen entsprechend der Probenzahl in diesem Lauf.

Pipettieren Sie fur die DNase-l-Inkubationsmischung das angegebene Volumen
DNA-Verdaupuffer (RDD)in ein PT und geben Sie das angegebene Volumen DNase-I-
Stammlésung (RNFD) hinzu. Mischen Sie vorsichtig, indem Sie die ganze Mischung
mit einer 1.000-pl-Pipettenspitze dreimal auf und ab pipettieren.

Verwenden Sie die 2-ml-PTs, die im PAXgene Blood RNA Kit enthalten sind.

@ Beschriften Sie die Rohrchen gut lesbar mit den Reagenznamen und setzen
Sie sie wie in Tabelle6 (Seite71) angegeben in die vorgesehenen
MCT-Stellplatze ein.

DNase |l (RNFD) ist besonders anféllig fiir physikalische Denaturierung.
@ Mischen Sie nur durch Pipettieren mit Pipettenspitzen mit weiter Offnung, um

Scherkrafte zu reduzieren. Verwenden Sie keinen Vortexer.

Stellen Sie sicher, dass nur das bendétigte, in der folgenden Tabelle 5 angegebene
Volumen pipettiert wird.
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Tabelle 5: Benotigte Reagenzvolumen in PTs fiir die MCT-Stellplatze

Anzahl Reagenzvolumen fiir die angegebene Anzahl Proben (pl)

D Proteinase K(PK) | DNase-I-Inkubationsmischung Elutionspuffer (BR5)

2 126 187(23 DNase | + 164 Buffer RDD) 313
3 170 261(33 DNase | + 228 Buffer RDD) 399
4 213 334 (42 DNase | + 292 Buffer RDD) 486
5 256 407(51 DNase | + 356 Buffer RDD) 572
6 299 481(60 DNase | + 421 Buffer RDD) 658
7 342 554 (69 DNase | + 485 Buffer RDD) 745
8 386 627(78 DNase | + 549 Buffer RDD) 831
9 429 701(88 DNase | + 613 Buffer RDD) 918
10 472 775(97 DNase | + 678 Buffer RDD) 1004
12 558 921(115 DNase | + 806 Buffer RDD) n77

Tabelle 6: MCT-Stellplatze

Position
A e[
Inhalt Proteinase K DNase-I-Inkubationsmischung Elutionspuffer (BR5)
GefaB Reaktionsréhrchen* Reaktionsréhrchen* Reaktionsréhrchen*

*Verwenden Sie die 2-mI-PTs, die im PAXgene Blood RNA Kit enthalten sind.
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Entsorgung

Informationen zur sicheren Entsorgung nach der Probenentnahme und manuellen
RNA-Isolierung finden Sie in den Sicherheitshinweisen und VorsichtsmaBnahmen auf
Seite 19 und 20.

Darlber hinaus finden Sie Informationen zur automatischen RNA-Isolierung mit dem
OlAcube Connect MDx in Abbildung 21 und Abbildung 22, Seite 68 bzw. 69, die die
vorgesehenen Stellplatze flir gebrauchte Spitzen und Saulen fir die Entsorgung
angeben.
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Hilfe zur Fehlerbehebung

In diesem Abschnitt zur Fehlerbehebung finden Sie hilfreiche Informationen zur
Behebung madglicher Probleme. Weitere Informationen finden Sie auf der Seite
,Haufig gestellte Fragen” (Frequently Asked Questions, FAQ) unseres Support-
Centers unter: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Die Wissenschaftler des
Technischen Service von QIAGEN helfen Ihnen bei allen Fragen zum Protokoll oder zu
anderen Angaben in diesem Handbuch bzw. zu Proben- und Assay-Technologien
gerne weiter (Kontaktinformationen siehe letzte Seite oder unter www.qgiagen.com).

Kommentare und Vorschlage
RNA ist abgebaut

a) RNase-Kontamination Achten Sie sorgféltig darauf, dass Sie bei der Verarbeitung oder
spateren Handhabung keine RNasen in die Reagenzien
einschleppen (siehe Anhang A auf Seite 79).

Zu niedrige RNA-Ausbeute

b) Weniger als 2,5 ml Blut in das Stellen Sie sicher, dass 2,5 ml Blut in die PAXgene Blood RNA Tubes
PAXgene Blood RNA Tube (BRT) (BRT) entnommen wird (siehe PAXgene Blood RNA Tube Handbuch).
entnommen

=

c) RNA-Konzentration in Wasser
gemessen

Die RNA muss in 10 mM Tris-HCI bei pH 7,5* verdiinnt werden, damit
eine genaue Quantifizierung moglich ist (siehe Anhang B auf
Seite 81).

d

Zelltrimmer in Schritt 9 und
10 des manuellen Protokolls in
PRC tberflhrt

Vermeiden Sie beim Pipettieren des Uberstands in Schritt 7 des
manuellen Protokolls, gréBere Partikel zu tiberfiihren (Uberfiihrung
kleiner Zelltrimmer beeintrachtigt die Verarbeitung nicht).

Stellen Sie sicher, dass der gesamte Uberstand entfernt wird. Wenn
der Uberstand dekantiert wird, entfernen Sie am Rand des PAXgene
Blood RNA Tube (BRT) anhaftende Trépfchen durch Abtupfen auf
einem Papiertuch. Flihren Sie angemessene VorsichtsmaBnahmen durch, um
Kreuzkontaminationen zu vermeiden.

Uberstand in Schritt 3 nicht
vollsténdig entfernt

@

SASASAS)

f) Nach Entnahme in PAXgene
Blood RNA Tubes (BRT) wurde
das Blut wenigerals 2 h
inkubiert

Inkubieren Sie das Blut nach der Entnahme in PAXgene Blood RNA
Tubes (BRT) mindestens 2 h lang.

=)

* Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien stets einen geeigneten Laborkittel, Einmal-Laborhandschuhe und eine
Schutzbrille. Weitere Informationen sind den relevanten Sicherheitsdatenblattern (Safety Data Sheets, SDS) zu
entnehmen, die Sie vom jeweiligen Produkthersteller beziehen kénnen.
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Kommentare und Vorschléage

Niedriger Azso0/A2s0-Wert

Aszeo/ A2so-Messung wurde Wasser Messen der Reinheit zu verdiinnen*(siehe Anhang B auf Seite 81).

g) Zum Verdinnen der RNA fiir die @ Verwenden Sie 10 mM Tris-HCI bei pH 7,5, um die RNA vor dem
verwendet

h

Spektralphotometers nicht Leerprobe ein, welche die gleichen Anteile Elutionspuffer (BR5) und

richtig eingestellt 10 mM Tris-HCl bei pH 7,5 enthélt wie die zu messenden Proben. Der
Elutionspuffer (BR5) absorbiert stark bei 220 nm, was zu hohen
Hintergrundabsorptionswerten fiihren kann, wenn der Nullpunkt des
Spektralphotometers nicht sachgemaB eingestellt wurde.

Nullpunkt des @ Stellen Sie den Nullpunkt des Spektralphotometers mit einer

Geratefehler

i) OQlAcube Connect MDx Lesen Sie bitte sorgfaltig das QlAcube Connect MDx Benutzerhandbuch und
funktionierte nicht insbesondere den Abschnitt ,Hilfe zur Fehlerbehebung”. Stellen Sie sicher,
ordnungsgeman dass das Gerat wie im Benutzerhandbuch beschrieben ordnungsgemaB

gewartet wird.

* 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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Symbole

Die folgenden Symbole kdnnen in der Gebrauchsanweisung oder auf der Verpackung
und Kennzeichnung verwendet werden: Weitere Symbole sind in Kit-Inhalt (Seite 6)
beschrieben.

Symbol Bedeutung des Symbols

V<NT> Version <N1> des Produkts

Enthalt Reagenzien flr <N2> Tests

<

<N2>

Gebrauchsanweisung beachten

Verfallsdatum

In-vitro-Diagnostikum

Katalognummer

e

o
-

L

Chargennummer

MAT Materialnummer

Komponenten

Anzahl

Kunitz-Einheiten

Hinzugeben

S

CONT Enthalt
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GITC

RNase-Free DNase Set|

GTIN

B> =i EL"?“?I

Rekonstituiert
Desoxyribonuklease |
Ethanol

Guanidinisothiocyanat
RNase-Free DNase Set

Global Trade Item Number (GTIN)

Zulassiger Temperaturbereich

Obere Temperaturgrenze

Hersteller

Autorisierte Vertretung in der EU gemaB Verordnung
(EU)2017/746

Wichtiger Hinweis

Zugabe von Ethanol

CE-Kennzeichnung. Dieses Produkt erflllt die
Anforderungen der Verordnung (EU) 2017/746 Gber In-
vitro-Diagnostika.

Unique Device Identifier (eindeutige Geratekennung)

Vorsicht

WARNUNG: HeiBe Oberflachen
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Kontakt

Bei QIAGEN legen wir besonderen Wert auf eine hohe Qualitédt und Verflgbarkeit
unseres Technischen Service. Hier stehen lhnen erfahrene Wissenschaftler fiir lhre
Fragen zu PreAnalytiX Produkten gerne zur Verfliigung. Bitte wenden Sie sich an uns,
wenn Sie Fragen zum PAXgene Blood RNA Kit haben.

Technische Hinweise und weitere Informationen finden Sie in unserem technischen
Support-Center unter www.giagen.com/Support. Telefonisch erreichen Sie uns
unter der Rufnummer 00800-22-44-6000, oder wenden Sie sich an eine der
technischen Serviceabteilungen von OIAGEN oder an ortliche Handler (siehe hintere
Umschlagseite oder www.qiagen.com).
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Anhang A: Allgemeine Hinweise zur Handhabung
von RNA

Handhabung von RNA

@

Ribonukleasen (RNasen) sind sehr stabile und aktive Enzyme, die
Ublicherweise keine Cofaktoren fir ihre Funktion bendtigen. Da RNasen
schwer zu deaktivieren sind und schon winzige Mengen ausreichen, um
RNA abzubauen, muss fir Artikel aus Glas oder Kunststoff vor der
Verwendung eine mégliche RNase-Kontamination eliminiert werden. Es
muss genau darauf geachtet werden, dass wahrend und nach dem
Isolierungsverfahren keine RNase unbeabsichtigt in die RNA-Probe
eingeschleppt wird. Um ein RNase-freies Umfeld zu schaffen und zu
erhalten, missen beider Arbeit mit RNA folgende VorsichtsmaBnahmen
beiderVorbehandlungund beider Verwendung von Einmal-GefaBen und
Mehrweg-Behaltern und Lésungen eingehalten werden.

Allgemeine Handhabung

@
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Beim Arbeiten mit RNA sollten immer angemessene mikrobiologische
und aseptische Arbeitsweisen verwendet werden. An Handen und
Staubpartikeln konnen Bakterien und Schimmelpilze haften. Sie sind die
haufigste Ursache flr eine RNase-Kontamination. Tragen Sie daher
immer Latex- oder Vinylhandschuhe, wenn Sie mit Reagenzien oder
RNA-Proben arbeiten, um eine RNase-Kontamination Uber die
Hautoberflache oder durch staubige Laborgerate zu vermeiden.
Wechseln Sie die Einmal-Handschuhe haufig und halten Sie Réhrchen
maglichst immer verschlossen. Halten Sie die aufgereinigte RNA auf
Eis, wenn Sie sie flr nachfolgende Applikationen Aliquote pipettieren.
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Protokolle zum Entfernen von Kontaminationen mit RNase von Glasartikeln und aus
Ldsungen finden Sie in allgemeinen molekularbiologischen Lehrbiichern, wie
beispielsweise Sambrook, J. und Russell, D. W.(2001) Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 3rd ed. Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor Laboratory Press.
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Anhang B: Quantifizierung und
Qualitatsbestimmung der Gesamt-RNA

Quantifizierung der Gesamt-RNA

Die Konzentration von RNA kann durch Messen der Absorption bei 260 nm (Ag) in
einem Spektralphotometer bestimmt werden. Um die Signifikanz der Messwerte zu
gewahrleisten, missen sie im linearen Bereich des Spektralphotometersliegen. Eine
Extinktion von 10D bei 260 nm entspricht 44 pg RNA pro ml(Ass0=1= 44 pug/ml). Diese
Gleichung gilt nur fiir Messungen in 10 mM Tris-HCI, pH 7,5*. Falls die RNA-Probe
verdinnt werden muss, muss dies daherin 10 mM Tris-HCl erfolgen. Wie weiter unten
beschrieben (siehe ,Reinheit der RNA", Seite 82), liefert das Verhaltnis der
Absorptionswerte bei 260 nm und bei 280 nm eine Schatzung der Reinheit der RNA.
Stellen Sie beim Messen der RNA-Proben sicher, dass die Kivetten RNase-frei sind.
Stellen Sie den Nullpunkt des Spektralphotometers mit einer Leerprobe ein, welche
die gleichen Anteile Elutionspuffer (BR5) und Tris-HCI-Puffer enthéalt wie die zu
messenden Proben. Der Elutionspuffer (BR5) absorbiert stark bei 220 nm, was zu
hohen Hintergrundabsorptionswerten fiahren kann, wenn der Nullpunkt des
Spektralphotometers nicht sachgemaB eingestellt wurde. Beispiel fir die
Berechnung der RNA-Quantifizierung.

Volumen der RNA-Probe = 80 pl
Verdiinnung(1/15) = 10 ul RNA-Probe + 140 pl 10 mM Tris-HCI, pH 7,5
Absorptionsmessung der verdiinnten Probe in einer RNase-freien Kivette.
Azgo = 0,3
Konzentration der Probe = 44 x Aggg x Verdlinnungsfaktor

= 44x0,3x15

= 198 pg/ml
Gesamt-Ausbeute = Konzentration x Probenvolumen in Milliliter

= 188 pg/ml = 0,08 ml

= 15,8 pg RNA

* Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien stets einen geeigneten Laborkittel, Einmal-Laborhandschuhe und eine
Schutzbrille. Weitere Informationen sind den relevanten Sicherheitsdatenblattern (Safety Data Sheets, SDS) zu
entnehmen, die Sie vom jeweiligen Produkthersteller beziehen kénnen.
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Reinheit der RNA

Das Verhaltnis der Messwerte bei 260 nm und 280 nm (A,e0/ Azgo) liefert eine Schatzung
der Reinheit der RNA hinsichtlich von Verunreinigungen, die im UV-Bereich
absorbieren, wie z. B. Protein. Das Aso/ Azso-Verhaltnis ist jedoch stark vom pH-Wert
abhangig. Ein niedriger pH-Werte flihrt zu einem geringeren Azso/ Azso-Verhaltnis und
einer reduzierten Sensitivitdt flr Proteinkontamination.® Wir empfehlen, die
Absorption in 10 mM Tris-HCI bei pH 7,56 zu messen, um genaue Werte zu erhalten.
Reine RNA weist in 10 mM Tris-HCI bei pH 7,5 ein Ao/ Asgo-Verhéltnis von 1,8 bis
2,2 auf. Stellen Sie den Nullpunkt des Spektralphotometers mit einer Leerprobe ein,
welche die gleichen Anteile Elutionspuffer (BR5) und Tris-HCI-Puffer enthélt wie die
zu messenden Proben. Der Elutionspuffer (BR5) absorbiert stark bei 220 nm, was zu
hohen Hintergrundabsorptionswerten flihren kann, wenn der Nullpunkt des
Spektralphotometers nicht sachgemaB eingestellt wurde.

* 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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Anhang C: Handhabung der PAXgene Blood RNA
Tubes(BRT)

@ Die folgenden Empfehlungen von BD kénnen fur die Handhabung der

PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) hilfreich sein. Weitere Informationen
zu den PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) finden Sie im PAXgene Blood
RNA Tube Handbuch.

Anweisungen zum Entfernen des BD Hemogard-Deckels

1.

Greifen Sie die PAXgene Blood RNA Tube (BRT) mit einer Hand, wobei Sie den
Daumen unter den BD Hemogard-Deckel platzieren. (Weitere Stabilitat erreichen
Sie, wenn Sie lhren Arm auf einer festen Unterlage abstiitzen.) Drehen Sie mit
der anderen Hand den BD Hemogard-Deckel, wahrend Sie gleichzeitig mit dem
Daumen nach oben driicken, bis sich der Stopfen im Réhrchen I6st.

Nehmen Sie den Daumen weg, bevor Sie den Deckel abheben. Heben Sie den
Deckel nicht mit dem Daumen vom PAXgene Blood RNA Tube (BRT) ab. Vorsicht:
Wenn Blut im PAXgene Blood RNA Tube (BRT) enthalten ist, besteht
Expositionsgefahr. Um eine Verletzung beim Entfernen des Deckels zu
vermeiden, ist es wichtig, dass der Daumen, mit dem der Verschluss nach oben
gedrlckt wird, keinen Kontakt mehr mit dem PAXgene Blood RNA Tube (BRT) hat,
sobald der BD Hemogard-Deckel gelost worden ist.

Heben Sie den Deckel vom PAXgene Blood RNA Tube (BRT) ab. Indem
unwahrscheinlichen Fall, dass sich die Kunststoff-Kappe vom Gummistopfen
I6st, versuchen Sie nicht, den Verschluss wieder zusammenzusetzen. Entfernen
Sie vorsichtig den Gummistopfen vom PAXgene Blood RNA Tube (BRT).
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Anweisungen zum Einsetzen des sekundaren BD Hemogard-Deckels

Bringen Sie den Deckel wieder auf dem PAXgene Blood RNA Tube (BRT) an.

Drehen Sie unter gleichzeitigem Drlcken, bis der Stopfen wieder ganz sitzt. Ein
vollstdndiges Wiedereinsetzen des Stopfens ist notig, damit der Deckel beim
Handhaben des PAXgene Blood RNA Tube (BRT) sicher verschlossen bleibt.
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Bestellinformationen

PAXgene Blood RNA Kit 50 PAXgene RNA Spin Columns, 50 PAXgene 762174
(50) Shredder Spin Columns, Reaktionsréhrchen,

RNase-freie DNase |, RNase-freie

Reagenzien und Puffer. Zur Verwendung mit

den PAXgene Blood RNA Tubes

PAXgene Blood RNA Tubes 100 Blutentnahmerdéhrchen 762165
(100)

Bei QIAGEN bestellbare zugehérige Produkte fiir die automatisierte RNA-Isolierung auf dem QlAcube

Starter Pack, OlAcube Lieferumfang des Pakets: Reagent Bottle 990395
Rack (Reagenzflaschengestell)(3);
Etikettenstreifen flr Gestelle (8); 200-pl-
Filter-Tips (1.024); 1.000-pl-Filter-Tips
(1.024); 1.000-pI-Filter-Tips mit weiter
Offnung (1.024); 30-mlI-Reagenzflaschen (18);
Rotoradapter(240); Rotor Adapter Holder

Filter-Tips, 1.000 pL (1024) Sterile Einmal-Filterspitzen in Gestell 990352

Reagent Bottles, 30 mL(6) Reagenzflaschen (30 ml) mit Deckel; Ber- 990393
Packung; zur Verwendung mit dem Reagent
Bottle Rack des QlAcube

Rotor Adapters (10 x 24) Flr 240 Praparationen: 240 Einweg- 990394
Rotoradapter; zur Verwendung mit QlAcube

Reagent Bottle Rack Gestell zur Aufnahme von 6 x 30-ml- 9026197
Reagenzflaschen auf der QlAcube
Arbeitsplattform

Rotor Adapter Holder Halter fiir 12 Einmal-Rotoradapter; zur 990392
Verwendung mit QlAcube

Bei BD bestellbare zugeharige Produkte fiir die Blutentnahme mit PAXgene Blood RNA Tubes (BRT)*

BD Vacutainer® Safety 21G, 0,75-Zoll-Kandle (0,8 x 19 mm), 12-Zoll- 367286/367281
Lok™ Blood Collection Set  Schlauch (305 mm) mit Luer-Adapter; 50 pro
Box, 200 pro Verpackungseinheit
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BD Vacutainer® Push 21G 3/4-Zoll-Kandle (0,8 x 19 mm), 12-Zoll- 367344
Button Blood Collection Schlauch (305 mm) mit Luer-Adapter.
Set 50/Packung, 200/Karton
BD Vacutainer One-Use Verpackungseinheit nur fir Durchmesser 364815
Holder von 13 mm und 16 mm; 1.000 pro

Verpackungseinheit
BD Vacutainer Plus Serum 13 x 75 mm, 4,0-ml-Sog, mit rotem BD 368975/367812
Tubes Hemogard-Deckel und Papieretikett;

100/Schachtel, 1.000/Karton

BD Vacutainer EST Tube 13 x 75 mm, 3,0-ml-Sog, mit transparentem 362725
BD Hemogard Deckel und transparentem
Deckel; 100/Schachtel, 1.000/Karton

BD Vacutainer No Additive 13 x 75 mm, 3,0-m|-Sog, mit transparentem 366703
(Z) Tube BD Hemogard-Deckel und Papieretikett;
100/Schachtel, 1.000/Karton

* Dieses Blutentnahmezubehdr sind typische Produkte, die fiir PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) verwendet werden
kénnen. Weitere Informationen zu diesem Zubehdr und zu seiner Bestellung finden Sie im Internet unter
www.preanalytix.com.
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Revisionsverlauf des Dokuments

T =

[R1]1April 2022 IVDR-Erstversion

[R2]Februar 2023 Anschrift der PreAnalytiX GmbH von ,Feldbachstrasse” zu ,Garstligweg 8" gedndert.
BD-Produkte in Bestellinformationen aufgenommen. Sicherheitshinweise
aktualisiert.
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Aktuelle Lizenzinformationen und produktspezifische rechtliche Hinweise finden Sie
jeweils im PreAnalytiX oder QIAGEN Kit-Handbuch oder in den
Gebrauchsanweisungen. Handblcher und Gebrauchsanweisungen zu PreAnalytiX und

QIAGEN-Kits sind unter www.preanalytix.com und www.giagen.com abrufbar oder
kénnen beim Technischen Service von QIAGEN oder Ihrem 6rtlichen Handler
angefordert werden.

Better samples ¢ PreAnalytiX

More toeZplore prepen

Mehr erfahren unter: www.preanalytix.com
HB-3009-002 02/2023

Bestellungen www.qgiagen.com/shop | Technischer Support www.support.giagen.com |
Website www.qgiagen.com oder www.preanalytix.com


http://www.preanalytix/
http://www.qiagen.com/
http://www.preanalytix.com/
http://www.qiagen.com/shop
http://www.support.qiagen.com/
http://www.qiagen.com/
http://www.preanalytix.com/
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