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Zamysl'ané pouzitie
Na diagnostické pouzitie in-vitro.

Systém PAXgene Blood RNA System sa sklada zo skiimavky na odber krvi (PAXgene
Blood RNA Tube, BRT) a supravy na purifikaciu nukleovej kyseliny (PAXgene Blood
RNA Kit). Je urceny na odber, skladovanie a prepravu krvi a stabilizaciu
vnutrobunkovej RNA v uzatvorenej skimavke a nasledne izolaciu a purifikaciu
hostitelskej RNA z plnej krvi na test RT-PCR pouzivany pri molekularnom
diagnostickom testovani.

C systému PAXgene Blood RNA System boli stanovené len s génovymi transkripciami
FOS a IL1B. Pouzivatel je zodpovedny za ur¢enie vhodnych charakteristik ucinnosti
systému PAXgene Blood RNA System pre ostatné cielové transkripcie.

Indikacie na pouzitie

Suprava PAXgene Blood RNA Kit je uréena na purifikaciu vnutrobunkovej RNA z pinej
krvi odobratej do skimavky PAXgene Blood RNA Tube (BRT). Ak sa suprava pouziva
spolu so skimavkou PAXgene Blood RNA Tube (BRT). poskytuje systém purifikovanu
vnutrobunkovu RNA z plnej krvi na RT-PCR pouzivané v molekularnom diagnostickom
testovani.

Zamyslany pouzivatel

Tento produkt je urCeny na pouzitie profesionalnymi pouzivatel'mi, ako napr. technici
a lekari vySkoleni v postupoch in vitro diagnostiky.

Tato suprava je uréena na profesionalne pouzitie.
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Popis a princip

Uvod

Odber plnej krvi je prvy krok mnohych molekularnych testov v rdmci Studovania bunkovej
RNA. Hlavnym problémom v tychto experimentoch je ale nestabilita bunkového RNA
profilu in vitro. Studie vspolognosti PreAnalytiX ukazali, e pocet kopii jednotlivych
druhov mRNA v celej vzorke krvi sa méze pocCas skladovania alebo prepravy pri izbovej
teplote zmenit viac ako 1000-krat (Rainen akol., 2002). To je spbsobené rychlou
degradaciou RNA ale aj vyvolanou expresiou urcitych génov po odobrati krvi. Takéto
zmeny v profile expresie RNA znemoziuju spolahlivé studie génovej expresie. Sposob,
ktorym sa zachova profil expresie RNA pocas a po flebotomii je preto nevyhnutny pre
presnu analyzu génovej expresie v [udskej pinej krvi.

Princip a postup

Spolo¢nost PreAnalytiX vyvinula systém, ktory umoziuje odber, stabilizovanie,
skladovanie a prepravu vzoriek ludskej krvi spolu s rychlym a efektivnym protokolom
naizolaciu vnutrobunkovej RNA. Systém vyZaduje pouZzitie skumaviek PAXgene Blood
RNA Tubes(BRT)na odber krvi a stabilizaciu RNA, po ktorej nasleduje manualna alebo
automaticka izolacia RNA pomocou supravy PAXgene Blood RNA Kit. Manualne aj
automatizované protokoly poskytuju zna¢ne ekvivalentnd uc¢innost s ohladom na
ziskanie akvalitu RNA. Udaje o ué&innosti pre manualny protokol (od strany 44)
a automatizovany protokol (od strany 52) st uvedené v tejto prirucke.

Systém PAXgene Blood RNA System umoznuje Standardizaciu predanalytickych
pracovnych krokov od odberu vzorky krvi az po izolaciu bunkovej RNA podla normy
IS0 20186-1:2019, Molekularne diagnostické vysetrenia in vitro - Specifikacie pre
procesy pred vy$etrenim celej vendznej krvi - Cast 1: Izolovana bunkova RNA.
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Odber a stabilizacia vzoriek

Skuiimavky PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) obsahuju patentovanu reagenciu na
stabilizaciu RNA. Tato prisada chrani molekuly RNA pred degradaciou RNazami
a minimalizuje zmeny expresie genov ex vivo. Vykonnostné charakteristiky systému
PAXgene Blood RNA System boli stanovené s transkriptami génov FOS a IL1B, ktoré
simbzete pozriet od strany 39.

Izolovanie RNA

Suprava PAXgene Blood RNA Kit je uréend na izolaciu celkovej RNA z 2,5 ml objemu
l'udskej krvi, ktoraje zozbierana do skimavky PAXgene Blood RNA Tube (BRT). Postup
je jednoduchy a mozno ho vykonat manualnym alebo automatizovanym postupom
(pozri obrazok 1 alebo obrazok 3, strana 10 alebo 12). V obidvoch protokoloch zacina
izolacia centrifugaciou, pri ktorej sa nukleoveé kyseliny peletuju v skumavke PAXgene
Blood RNA Tube (BRT). Pelet sa premyje a resuspenduje, po ¢com nasleduje manualna
alebo automaticka izolacia RNA. V principe prebiehaju obidva protokoly v rovnakych
krokoch s rovnakymi komponentmi supravy.
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Manualne izolovanie RNA

Resuspendovana peleta sa dbékladne inkubuje v optimalizovanych pufroch spolu
s proteindzou K (PK), aby sa dosiahlo stravenie proteinu. Vykonava sa dalSia
centrifugadcia pomocou odstredivky PAXgene Shredder (PSC) scielom
homogenizovat bunkovy lyzat a odstranit zvysky buniek, a supernatant pretekajucej
frakcie sa prenesie do Cistej mikrocentrifugacnej skimavky (MCT). Na upravenie
vazobnych podmienok sa prida etanol alyzat sa vlozi do centrifugacnej kolony
PAXgene RNA (PRC). Pocas kratkej centrifugacie sa RNA selektivne naviaze na
membranu oxidu kremic¢itého PAXgene pocas prechodu kontaminantov. Zvysné
kontaminanty sa odstrania pocas niekolkych efektivnych premyvani. Medzi prvym a
druhym premyvanim sa membrana osSetri DNazou | (RNFD), aby sa odstranili stopové
mnozstva naviazanej DNA. Po premyvani sa RNA eluuje v elu¢nom pufri (BR5) a
denaturuje teplom. Vykonnostné charakteristiky manualnej izolacie RNA pomocou
systému PAXgene Blood RNA System si mézete pozriet na strane 44.
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ZmieSajte

Preneste supernatant pretekajucej
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Vlozte na centrifuga¢nu
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Premyte peletu Viazte celkovu RNA

Premyte

Digestujte DNA
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Premyte
skimavky
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Nahrejte na 65 °C

RNA pripravena na
pouzitie

Obrazok 1: Manualny postup s PAXgene Blood RNA.
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Automatické izolovanie RNA

Izolacia krvnej RNA je automatizovana na zariadeni QIAGEN QlAcube Connect MDx.
Inovativny pristroj vyuziva pokro¢ilu technoldgiu na spracovanie spinovych stipcov
OIAGEN, ¢o umozZziuje bezproblémovu integraciu automatizovanej pripravy vzoriek
s nizkou priepustnostou v ramci laboratérneho pracovného postupu. Priprava vzorky
pomocou QlAcube Connect MDx prebieha v rovnakych krokoch ako manualny postup
(t.].lyza, naviazanie, premytie a elticia) a m6ze sa vykonat pomocou rovnakej stpravy
PAXgene Blood RNA Kit.

Scan a kkbar code QlAcube Connect MDx

........

- — b

Obrazok 2: QlAcube Connect MDx.

7 ™ Pristroj OIAGEN QlAcube Connect MDx nie je dostupny vo vSetkych krajinach.
K!) Dal$ie podrobnosti vam poskytne technicky servis spolo&nosti QIAGEN.
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Automaticky protokol izolacie RNA pozostava z 2 ¢asti(alebo protokolov): ,PAXgene
Blood RNA ¢ast A”(z krvi v skimavke PAXgene Blood RNA Tube na eluciu)a ,PAXgene
Blood RNA ¢ast B” (po eltcii na RNA, pripravenu na pouzitie), pricom medzi tymito

dvoma ¢astami je potrebny kratky manualny zasah (pozri obrazok 3).

=
S
<

Premiesajte
obsah
skumavky

‘Premyte
peletu

Resuspendujte

Preneste do
skimavky na
spracovanie
(PT)a vlozte do
trepacky
OlAcube

fmkﬂﬂﬂdgﬂﬁ

Pridajte proteinazu K (PK)
avazbovy pufer (BR2)
Inkubujte

Preneste do
centrifugacnej
kolony PAXgene
Shredder Spin
Column (PSC)

Preneste pretekajucu
frakciu do skimavky na
spracovanie (PT)do
trepacky QlAcube

Pridajte etanol k
pretekajucej frakcii

Polozte na
centrifugaénu
kolénu PAXgene
RNA (PRC)

Viazte celkovi RNA

Premytie

Obrazok 3: Automatizovany postup s PAXgene Blood RNA.

RNA pripravena na
pouzitie
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Zatvorte veko
mikrocentrifugacnej
skumavky (MCT) a preneste do
trepacky QlAcube

Nahrejte na 65 °C



Centrifugovana, premyta aresuspendovana peleta nukleovej kyseliny (pozri
.Jzolovanie RNA", strana 8) sa prenesie zo skimavky PAXgene Blood RNA Tube (BRT)
do skiimaviek na spracovanie (PT), ktoré sa umiestnia do jednotky termo s$l'ahaca na
pracovnom stole QlAcube Connect MDx. Operator vyberie aspusti zmenu cCast
protokolu,PAXgene Blood RNA Part A”. Termo sl'aha¢ QlAcube Connect MDx vykonava
kroky protokolu az po eluciu RNA veluénom pufri (BR5). Operator prenesie MCT
obsahujuce purifikovani RNA do jednotky termo Slahaca QlAcube Connect MDx.
Operator vyberie a spusti protokol ,PAXgene Blood RNA ¢ast B” z ponuky a tepelna
denaturacia sa vykona pomocou QlAcube Connect MDx. Vykonnostné charakteristiky
automatizovanej izolacie RNA pomocou systemu PAXgene Blood RNA System na
QlAcube Connect MDx si mbézete pozriet na strane 52.
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Dodavané materialy
Obsah supravy

Suprava PAXgene Blood RNA Kit (50)

Katalégoveé ¢. 762174

Pocet odberovych pomécok 50

| Nazovsicasti [Popis | symbo

BR1 Resuspension Buffer (resuspenzny pufer) 20 ml

BR2 Binding Buffer* (vazbovy pufer) [BIND [BUF 18 ml

BR3 Wash Buffer T*(premyvaci pufer) [WASH [BUF[1] 45 ml

BR4 Wash Buffer 2 (premyvaci pufer 2)(koncentrat)f [WASH [BUF[2]CONC]| N ml

BR5 Elution Buffer (eluény pufer) 6ml

RNFW RNase-Free Water (voda bez RNazy)(flasa) PEL [WASH 2x125ml

PK Proteinase K (proteinaza K)(zeleny uzaver) PROTK 2x1,4 ml

PRC PAXgene RNA Spin Columns (&ervené)t PAXgene |[RNA [COL| 5x10

PT Processing Tubes (Sktimavky na spracovanie)(2 ml)¢ [PROC[TUBE 6x50

Hemogard™ Secondary BD Hemogard Closures (sekundarne 50
uzavery BD Hemogard)

MCT Microcentrifuge Tubes (Mikrocentrifugagné [MIC [TUBE 3x50,1x10
skumavky)(1,5 ml)?

RNFD DNase |, RNase-free (DNaza |, bez RNazy) 1500 jednotiek
(lyofylizovana) Kunitz'

RDD DNA Digestion Buffer (digestivny pufer)(biely 2x2ml
uzaver)

DRB DNase Resuspension Buffer (resuspenzny pufer [DNase [RES| BUF] 2ml
DNazy)(skiimavka, svetlofialovy uzaver)

PSC PAXgene Shredder Spin Columns (svetlofialové)t [ PAXgene [SHRED| COL | 5x10

Priru¢ka Prirucka stpravy PAXgene Blood RNA Kit (verzia 3) [:E] 1

*

Nekompatibilny s dezinfekénymi reagenciami obsahujucimi bielidlo. Obsahuje guanidinovu sol'. Pozri stranu 18 pre

Bezpecnostné informacie.

t Premyvaci pufer 2 (BR4) sa dodava ako koncentrat. Pred prvym pouzitim pridajte 4 objemy etanolu(96 - 100 % v/v,
stupen Gistoty p.a.), ako je uvedené na flasi, aby ste ziskali pracovny roztok.

¥ Kazda kolona je zabalena v blistri, ktory je ur¢eny len na jedno pouzitie. Pokyny na likvidaciu najdete v bezpec¢nostnych
informéaciach.

§ Skumavky su k dispozicii v plastovych vreckach a kazda skiimavka je ur¢ena len na jedno pouzitie. Pokyny na likvidaciu

najdete v bezpe¢nostnych informaciach.

Kunitzove jednotky st bezne pouZivané jednotky na meranie DNazy |, definované ako mnozstvo DNazy |, ktoré sposobi

zvysenie Azo 0 0,001za minutu na mililiter pri 25 °C, pH 5,0, s vysoko polymerizovanou DNA ako substratom (Kunitz, M.

(1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 a 363).

-
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Sucasti supravy

Nazov sucasti _ Aktivna zlozka Koncentracia

BR2
BR3

BR4

BR5
RNFW

PK

RNFD

RDD

DRB

Resuspension Buffer (resuspenzny
pufer)

Binding Buffer (vazbovy pufer)

Wash Buffer 1(premyvaci pufer 1)

Wash Buffer 2 (premyvaci pufer 2)
(koncentrat)

Elution Buffer (elu¢ny pufer)

RNase-Free Water (voda bez
RNazy)(flasa)

Proteinase K (proteinaza K)(zeleny
uzaver)

DNase |, RNase-free (DNaza |, bez
RNazy)(lyofylizovana)

DNA Digestion Buffer (digestivny
pufer)(biely uzaver)

DNase Resuspension Buffer
(resuspenzny pufer DNazy)
(skimavka, svetlofialovy uzaver)

Ziadny

Tiokyanatan guanidinu >30do <50 % w/w
Tiokyanatan guanidinu >10do <20 % w/w
Etanol >3do<10 % w/w
Ziadny -

Ziadny -

Ziadny -

Proteinaza K >1do<3 % w/w
DNaza >90do <100 % w/w
Ziadny -

Ziadny -
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Pozadované materialy, ktoré sa nedodavaju

Pocas prace s chemikaliami noste vzdy vhodny laboratérny plast, jednorazové rukavice a
ochranné okuliare. Viac informacii najdete na prislusnych kartach bezpe¢nostnych tdajov
(KBU), ktoreé su k dispozicii u dodavatel'a produktov.

Pre vSetky protokoly

e Skumavky PAXgene Blood RNA Tubes (BRT, PreAnalytiX; kat. ¢. 762165)
e FEtanol(96-100 % v/v, stupen Cistoty p.a.)

e Pipety*(10 pl -4 ml)

e Sterilné, $picky na pipety bez RNazy s bariérou proti aerosolu?

e (Odmerny valect

e Centrifuga* schopna dosiahnut 3 000 -5 000 x g a vybavena rotorom s vykyvnym
vedrom na umiestnenie skimaviek PAXgene Blood RNA Tubes (BRT)

e \irivy mixér*
e [adovatriest

e Permanentny popisovac na oznacenie

Manualny protokol

e Mikrocentrifuga s premenlivymi otd¢kami* schopna dosiahnut rozsah aspon
1000-8000 x g, hoci su pouzitel'né aj nizsie a vyssie hodnoty g(podrobnosti
najdete v krokoch protokolu), vybavena rotorom pre 2 mIMCT

*

Uistite sa, ze pomocky a pristroje boli skontrolované, bola na nich vykonana udrzba a pravidelne sa kalibruju podla
odporucani vyrobcu.

Urcite sa oboznamte s odporucaniami k manipulacii s RNA (priloha A, strana 75).

Na pridanie etanolu do koncentratu pufra Buffer BR4.

Suprava PAXgene Blood RNA Kit (priru¢ka) Navod na pouzitie 02/2023 16



e Trepaciinkubator* schopny inkubécie pri teplote 55 °C a 65 °C a rychlost trepania
> 400 ot/min pri¢om sa nepresiahne rychlost 1400 ot/min (napr. Eppendorf®
Thermomixer Compact alebo podobny)

Automatizovany protokol

e NozZnice

e QlAcube Connect MDx*(OIAGEN, kat. ¢. 9003070)

QlAcube Connect MDx spotrebny material:

e Filter-Tips, 1000 pl(1024)(QIAGEN, kat. ¢. 990352)t
e Reagent Bottles, 30 ml(6)(QIAGEN, kat. ¢. 990393)t
e Rotor Adapters(10 x 24)(QIAGEN, kat. ¢. 990394)*

QlAcube Connect MDx prisluSenstvo:

e Rotor Adapter Holder (QIAGEN, kat. ¢. 990392)f

Servisné baliky pristroja QlAcube Connect MDx:

e QlAcube Connect MDx System FUL-2 (QIAGEN, kat. ¢. 9003071)
e QlAcube Connect MDx System FUL-3 (QIAGEN, kat. ¢. 9003072)
e QlAcube Connect MDx System PRV-1(QIAGEN, kat. ¢. 9003073)
e QlAcube Connect MDx Device PRV-1(0QIAGEN, kat. ¢. 9003074)

e (QlAcube Connect MDx System PRM-1(QIAGEN, kat. ¢. 9003075)

* Uistite sa, Ze zariadenie a pristroj boli pravidelne kontrolované, udrziavané a kalibrované podl'a odporucani vyrobcu.
t Sutiez sucastou balika Starter Pack, QlAcube (QIAGEN, kat. ¢. 990395).
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Varovania a preventivne opatrenia

Z&kazniciv Eurdpskej unii simusia uvedomit, ze st povinni nahlasit akykol'vek zavazny
incident, ku ktorému doslo v suvislosti s pom6ckou, a to vyrobcovi a prislusnému
organu ¢lenského Statu, v ktorom ma pouzivatel a/alebo pacient sidlo.

Zakaznikov mimo Europskej unie upozoriiujeme, ze sa od nich méze vyzadovat, aby sa
oboznamili s miestnymi predpismi o hlaseni zavaznych incidentov, ktoré sa vyskytli
v suvislosti s pomdckou, ato vyrobcovi a/alebo jeho splnomocnenému zastupcovi
aregulaénému organu, v ktorom ma pouzivatel a/alebo pacient sidlo.

Bezpeénostné informacie

Pri praci s chemikaliami a biologicky nebezpe¢nymi materialmi vzdy noste vhodny
laboratorny plast, jednorazové rukavice a ochranné okuliare. Dal$ie informacie najdete
v prislusnych kartach bezpe&nostnych udajov (KBU). Tieto materialy su k dispozicii
online v praktickom a kompaktnom formate PDF na adrese www.giagen.com/safety.
Natejto adrese mozete vyhl'adat, zobrazit a vytlagit kartu bezpe&nostnych tdajov(KBU)
pre kazdu supravu QIAGEN a jej sucasti.

e VSetky chemikalie a biologické materialy su potencialne nebezpecné. Vzorky krvi
avzorky su potencialne infekéné a musi sa s nimi zaobchadzat ako s biologicky
nebezpecnym materialom.

e Biologicky odpad a odpad zo supravy zlikvidujte podl'a miestnych
bezpecnostnych postupov.

Nudzové informacie

CHEMTREC
Mimo USA a Kanady +1703-527-3887
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Preventivne opatrenia

Pri praci s krvou, dodrziavajte univerzalne bezpecnostné opatrenia, aby ste sa vyhli
riziku moznej expozicie patogénom prenasanym krvou (napr. HIV, hepatitide B ainym
virusom prenasanym krvou). Na ochranu pred expoziciou krvi pouZivajte rukavice,
plaste, ochranné okuliare, iné osobné ochranné prostriedky a technicke prostriedky.
Dal$ie informacie najdete v prislugnych kartach bezpe&nostnych udajov (KBU). Tieto
materialy su k dispozicii on-line v praktickom a kompaktnom formate PDF na adrese
www.preanalytix.com, kde mozete vyhladat, =zobrazit a vytlacit kartu
bezpe&nostnych tdajov (KBU) pre kazdu stpravu a jej sudasti.

UPOZORNENIE
NEPRIDAVAJTE bieliace alebo kyslé roztoky priamo do odpadu
z pripravy vzoriek.

Vazbovy pufer (BR2) a premyvaci pufer 1(BR3) obsahuju guanidin tiokyanat, ktory
moze v kombinacii s bielidlom vytvarat vysoko reaktivne zli€eniny. Ak sa vazbovy
pufer (BR2) alebo premyvaci pufer 1(BR3) rozleju, vycistite ich pomocou vhodného
laboratérneho Cistiaceho prostriedku a vody. Ak doéjde k rozliatiu kvapaliny
obsahujucej infekéné cinidla, vycistite postihnuté miesto najskér laboratornym
¢istiacim prostriedkom a vodou a potom 1% (v/v) chlérnanom sodnym (bielidlo).

Zmes stabilizacného roztoku RNA a krvi zo skumavky PAXgene Blood RNA Tube (BRT)

sa moze dezinfikovat pomocou 1objemu beZne dostupného roztoku bielidla (5 %
chlérnan sodny) na 9 objemov zmesi stabilizaéného roztoku RNA a krvi.
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Odpad z pripravy vzoriek, napriklad supernatanty z centrifugaénych krokov pri izolacii
RNA, sa povazuje za potencialne infek¢ny. Na likvidaciu biologickych materialov
pouzivajte kontajnery na biologicky odpad. Likvidacia sa musi vykonat v sulade
s miestnymi predpismi a postupmi vasho zariadenia.

Specifické komponenty stpravy PAXgene Blood RNA Kit st uréené len najednorazové
pouzitie. Informacie o jednotlivych komponentoch najdete v ¢asti Obsah supravy na
strane 14.

Na sucasti supravy PAXgene Blood RNA Kit sa vztahuju nasledujuce bezpecnostné
vyhlasenia a preventivne opatrenia. Pozri priru¢ku pre skimavku PAXgene Blood RNA
Tube s bezpecnostnymi informaciami o skimavkach PAXgene Blood RNA Tubes
(BRT).

Pufer BR2

Obsahuje: guanidin tiokyanat. Nebezpe&enstvo! Skodlivy po
poziti. M6ze byt Skodlivy pri kontakte s pokoZkou alebo pri
vdychnuti. Spésobuje zavazné poskodenie o&i. Skodlivy pre
vodné organizmy, s dlhodobymi Gcinkami. Pri kontakte s
kyselinami uvolnuje vysoko toxicky plyn. Zabrante uvolneniu
do Zivotného prostredia. Noste ochranné rukavice/ochranny
odev/ochranné okuliare/ochranu tvare. PO ZASIAHNUTI OCi:
Opatrne niekolko minut oplachujte vodou. Ak pouzivate
kontaktné SoSovky a ak je to mozné, odstrante ich. Pokracujte
vo vyplachovani. Po expozicii alebo podozreni z nej: Okamzite
volajte NARODNE TOXIKOLOGICKE INFORMACNE CENTRUM
alebo lekara. Obsah/obal zlikvidujte v schvalenom zariadeni na
zber alikvidaciu odpadov.
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Pufer BR3

DNazal

Obsahuje: etanol; quanidin tiokyanat. Nebezpecenstvo!
Horlava kvapalina a vypary. Sposobuje zavazné poSkodenie oci.
Pri kontakte s kyselinami uvolfiuje vysoko toxicky plyn.
Uchovavajte mimo dosahu tepla/iskier/otvoreného
ohna/hortcich  povrchov. Nefajéte. Noste ochranné
rukavice/ochranny odev/ochranné okuliare/ochranu tvare. PO
ZASIAHNUTI OCi: Opatrne niekolko minat oplachujte vodou. Ak
pouzivate kontaktné SoSovky a ak je to mozné, odstrante ich.
Pokradujte vo vyplachovani. Okamzite volajte NARODNE
TOXIKOLOGICKE INFORMACNE CENTRUM alebo lekara.

Obsahuje: DNazu. Nebezpecenstvo! Mdze vyvolat alergicku
koznu reakciu. Pri vdychnuti moéze vyvolat alergiu alebo
priznaky astmy alebo dychacie taZzkosti. Vyhnite sa
vdychovaniu prachu. Noste ochranné rukavice/ochranny
odev/ochranné okuliare/ochranu tvare. Pouzivajte respiracnu
ochranu. Po expozicii alebo podozreni z nej: Volajte NARODNE
TOXIKOLOGICKE INFORMACNE CENTRUM alebo lekara.
Premiestnite osobu na ¢erstvy vzduch a nechajte ju pohodine
dychat. Kontaminovany odev pred dalSim pouzitim vyperte.
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Skladovanie a manipulacia s reagenciami

Spinovacie kolény PAXgene RNA (PRC), spinovacie kolény PAXgene Shredder (PSC),
proteinaza K (PK) a pufre (BR1, BR2, BR3, BR4 a BR5) by sa mali skladovat v suchu pri
teplote uvedenej na oznaceni supravy.

Suprava DNazy bez RNazy, ktorad obsahuje DNazu (RNFD), digestivny pufer (RDD) a
resuspenzny pufer DNazy (DRB) sa expeduju pri okolitej teplote. VSetky komponenty
supravy RNase-Free DNase Set uskladnite ihned po prijati pri teplote uvedenej na
Stitku. Pri spravnom skladovani je suprava stabilna az do datumu exspiracie
uvedeného na sSkatuli supravy.

Pozornost by sa mala venovat datumom exspiracie apodmienkam skladovania
vytlatenym na Skatuli a Stitkoch vSetkych komponentov. NepouZivajte exspirované
alebo nespravne skladované komponenty.

Stabilita pri pouzivani

Po prvom pouziti supravy su reagencie stabilné v pévodnych flaSiach, pri teplotach
ado datumu exspiracie uvedeného na stitku supravy.

Reagencie naplnené do reagencnych flasti¢iek QlAcube Connect MDx su stabilné
pocas 3 mesiacov skladovania priizbovej teplote (15 - 25 °C).

Rekonstituovana DNaza | (RNFD) je stabilna pri teplote 2-8°C pocas 6 tyzdriov
v pdvodnej sklenenej flasticke (zasobny roztok).

Jednorazové alikvoty zakladného roztoku v 1,5 ml MCT (dodavané so supravou) su

stabilné pocas 9 mesiacov skladovania pri -20°C. Po rozmrazeni su jednorazove
alikvoty stabilné pocas 6 tyzdiov skladovania pri teplote 2 - 8 °C.
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Odber, skladovanie vzoriek a manipulacia s nimi

Suprava PAXgene Blood RNA Kit je urCena na pouzitie skrvou odobratou do
skumaviek PAXgene Blood RNA Tubes. Krv sa musi odobrat do skiimaviek PAXgene
Blood RNA Tubes (BRT) podl'a pokynov v priruc¢ke pre skumavku PAXgene Blood RNA
Tube. V pripade potreby pozri prilohu C (strana 78) s odportuc¢aniami k manipulacii so
skumavkami PAXgene Blood RNA Tubes (BRT). VSetky vzorky by sa mali povazovat za
potencialne nebezpecné. Vykonnostné charakteristiky systému PAXgene Blood RNA
System boli stanovené s transkriptami genov FOS a IL1B, ktoré si mozete pozriet na
stranach 40-43.
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Protokol: Manualna izolacia celkovej RNA z celgj
l'udskej krvi odobratej do skumaviek PAXgene
Blood RNA Tubes

Dolezité body pred zac¢atim Cinnosti

e Skontrolujte Cije balenie supravy nedotknuté a neposkodené a ¢i nedoslo k Uniku
pufrov. Ak je suprava poskodena, nepouzivajte ju.

e Pripouziti pipety zaistite, aby bola nastavena na spravny objem a aby sa
kvapalina dokladne a uplne nasala a nadavkovala.

e Aby ste predisli prenosu vzoriek do nespravnej skumavky alebo centrifugacnej
kolony, skontrolujte, €i st vSetky skimavky a koldny spravne oznacené pomocou
permanentného oznacovaca. Uzaver a telo kazdej skimavky oznacte (PT, MCT).
Pri spinovych stipcoch oznaéte telo ich PT. Po preneseni kvapaliny zatvorte
kazdu skumavku alebo centrifugacnu kolénu.

e Uniky vzoriek a pufrov po&as procesu mozu znizit vytazok a ¢istotu RNA.

e Aknieje uvedeneé inak, mali by sa vSetky kroky tohto protokolu, vratane
centrifugacie, vykonavat priizbovej teplote (15 - 25 °C).

Z dévodu senzitivity amplifikacnych technologii nukleovej kyseliny su pri manipulécii

potrebné tieto preventivne opatrenia na zabranenie krizovej kontaminacii:

e Opatrne pipetujte vzorku do odstredivej kolony (PSC, PRC) bez navlhcenia okraja
kolony.

e Medzi prenosmi kvapaliny vzdy vymente SpiCky pipety. Pouzite Spicky na pipetu
s bariérou proti aerosolu.

e Vyhnite sa dotyku membrany spinovej kolény (PSC, PRC) $pickou pipety.

e Povirenialebo zahriati MCT kratko odstredte, aby ste odstranili kvapky
zvnutornej strany vieCka.
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Pocas celého procesu noste rukavice. V pripade kontaktu medzi rukavicami a
vzorkou ich ihned vymerite.

Pred vloZenim spinovej kolony (PSC, PRC) do mikrocentriflgy ju uzavrite.
Odstredenie vykonajte podla popisu procesu.

Otvorte vzdy len jednu odstredivu koldénu (PSC, PRC) a dbajte na to, aby ste
zabranili vzniku aerosolov.

Na efektivne paralelné spracovanie viacerych vzoriek naplrite stojan s PT, do
ktorého mozno po centrifugéacii preniest spinové kolony (PSC, PRC). Pred
prenesenim spat do mikrocentrifugy zlikvidujte pouzité PT s prietokom a spinové
kolony (PSC, PRC) vlozte do novych PT.

Postup, ktory sa méa vykonat pred za¢atim

Krv sa musi odobrat do skimaviek PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) podla
pokynov v prirucke pre skumavku PAXgene Blood RNA Tube. V pripade potreby
pozri prilohu C(strana 78) s odporucaniami k manipulacii so skimavkami
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT).

Zabezpecte, aby sa skiimavky PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) po odbere krvi
inkubovali aspon 2 hodiny priizbovej teplote, aby sa zabezpecila Uplna lyza
krvnych buniek a precipitacia RNA. Inkubacie skimavky PAXgene Blood RNA
Tubes (BRT) cez noc moéze zvysit vytazky. Ak sa poc¢iatocna inkubacia krvi pri
izbovej teplote pocas 2 h neuskutoénila pred uskladnenim pri 2 - 8 °C, -20 °C
alebo =70 °C, potom najprv vyrovnajte skimavku PAXgene Blood RNA Tube (BRT)
na izbovu teplotu a potom ju pri tejto teplote inkubujte 2 h pred za¢atim postupu.

Precitajte si bezpecnostné informacie na strane 18.
Preditajte si odporucania k manipulacii s RNA (priloha A, strana 75).

ZabezpecCte, aby boli nastroje, ako napriklad pipety a trepaciinkubator,
skontrolované a pravidelne kalibrované podla odporuc¢ani vyrobcu.

Trepaciinkubator je potrebny v kroku 5 a 20. Teplotu trepacieho inkubatora
nastavte na 55 °C.
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e Viazbovy pufer(BR2) moze pri skladovani tvorit precipitat. V pripade potreby ho
ohrejte na 37°C, aby sa rozpustil.

e Premyvacipufer 2 (BR4)sa dodava ako koncentrat. Pred prvym pouzitim pridajte
4 objemy etanolu (96 - 100 % v/v, stupen Cistoty p.a.), ako je uvedené na flasi, aby
ste ziskali pracovny roztok.

e Aksapouziva suprava RNase-Free DNase Set po prvykrat, pripravte zasobny
roztok DNazy. Rozpustite pevni DNazu | (RNFD; 1500 jednotiek Kunitz)* v 550
resuspenzného pufra (DRB) DNazy dodaného so supravou. Davajte pozor, aby pri
otvaraniliekovky nedoslo k strate DNazy | (RNFD). DNazu | (RNFD) pripravenu
pomocou vody nemiesajte vo vortexe. DNaza | je mimoriadne citliva na fyzicku
denaturaciu. MieSanie je mozné len jemnym otacanim liekovke.

e Rekonstituovana DNaza | (RNFD) sa moze skladovat priteplote 2 -8 °C v pévodnej
sklenenej flasticke (zasobny roztok) alebo pri teplote -20 °C po vybrati
zasobného roztoku zo sklenenej flasticky a jeho rozdeleni do alikvotnych davok
najedno pouzitie (pouZzite 1,5 mI MCT dodanu so stpravou; stacina 5 alikvotnych
davok). Rozmrazené alikvoty sa mozu skladovat pri teplote 2 - 8 °C. Po
rozmrazeni alikvoty znovu nezmrazujte.

e Pripriprave DNazy | (RNFD)pomocou vody a jej alikvotovani postupujte podla
odporuc¢ani na manipulaciu s RNA (priloha A, strana 75).

Postup

1. Centrifugujte skimavku PAXgene Blood RNA Tube (BRT) 10 minut pri
3000 -5 000 =g pomocou rotora s oto¢nym vedrom.

@ Uistite sa, Ze vzorka krvi bola inkubovana v skimavke PAXgene Blood
RNA Tube (BRT) minimalne 2 hodiny priizbovej teplote (15 - 25 °C), aby
sa dosiahla Uplna lyza krvnych buniek a precipitacia RNA.

* Jednotky Kunitz su bezne pouzivané jednotky na meranie DNazy |, ktoré su definované ako mnozstvo DNazy |, ktoré
sposobizvy$enie Ao v mnozstve 0,001 na minutu na mililiter pri teplote 25 °C, pH 5,0, s vysoko polymerizovanou DNA
ako substrat (Kunitz, M. (1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 a 363).
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@ Rotor musi zahffiat adaptéri na skimavky s okruhlym dnom. Ak sa
pouziva iny typ adaptéra na skumavky, moze déjst pocas centrifugéacie
kich prasknutiu.

. Supernatant odstrante preliatim alebo pipetovanim. Do pelety pridajte 4 ml vody

bez RNazy (RNFW)a skiimavku zatvorte ¢istym sekundarnym uzaverom BD

Hemogard (dodava sa so supravou).

Ak je supernatant preliaty, davajte pozor, aby ste peletu nenarusili a okraj
skimavky osuste €istou papierovou utierkou.

. Vortexujte, kym sa peleta viditel'ne nerozpusti, a odstredujte 10 minut pri
3000-5000xgpomocou rotoras otoc¢nym vedrom. Cely supernatant vylejte
azlikvidujte.

Maly debris, ktory zostane v supernatante po vortexovani ale pred centrifugaciou
nema na proces Ziadny vplyv.

Nedokonalé vyliatie supernatantu spomali lyzu a rozriedi lyzat, a preto
ma vplyv na podmienky naviazania RNA na membranu PAXgene.

. Pridajte 350 pl resuspenzného pufra(BR1)a vortexujte, kym sa peleta viditelne
nerozpusti.

. Vzorku odpipetujte do MCT s objemom 1,5 ml. Pridajte 300 pl vazbového pufra
(BR2)a 40 pl proteinazy K (PK). Zamiesajte vortexovanim na 5 seklnd a inkubujte
na 10 min pri teplote 55 °C pomocou trepacieho inkubatora pri rychlosti

400 - 1400 ot/min. Po inkubacii nastavte teplotu trepacieho inkubatora na 65 °C
(pre krok 20).

@ Nemiesajte vazbovy pufer (BR2)a proteinazu K(PK) dokopy predich
pridanim do vzorky.

. Pipetujte lyzat priamo do PSC (bledofialova) umiestneného v2 ml PT

a odstredujte 3 min pri maximalnej rychlosti(ale nie viac ako 20 000 x g).
Opatrne napipetujte lyzat do centrifugac¢nej kolony (PSC) a vizualne
skontrolujte, ¢i sa Uplne preniesol do kolony (PSC).
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10.

1.

12.

Aby ste predisli poskodeniu kolon (PSC) a skumaviek (PT), neprekracujte rychlost
20000 xg.

Niektoré vzorky mozu pretekat cez PSC bez odstredovania. To je
sposobené nizkou viskozitou niektorych vzoriek a nemalo by sa to brat
ako znak zlyhania produktu.

Opatrne preneste cely supernatant prietokovej frakcie do ¢erstvej 1,56 mI MCT bez
toho, aby ste narusili peletu v PT.

Pridajte 350 ul etanolu (96 - 100 % v/v, stupen Cistoty p.a.). Zamiesajte
vortexovanim a kratko centrifugujte (1- 2 sekundy pri rychlosti 500 - 1000 x g),
aby ste z vnutra uzaveru skimavky odstranili kvapky.

@ Dizka centrifugacie nesmie presiahnut 1- 2 sekundy, pretoze to moze
mat za nasledok peletovanie nukleovych kyselin a znizenie vytazkov
celkovej RNA.

Pipetujte 700 pl vzorky do PRC (Cervenej) umiestnenej v 2 ml PT a odstredujte

Tmin pri 8000 -20 000 = g. Vlozte odstredivu kolénu (PRC) do novej 2 mI PT

a staru PT s prietokom vyhodte.

Zvysnu vzorku pipetujte do PRC a odstredujte Tmin pri 8 000 - 20 000 x g. Vlozte

odstredivu kolénu (PRC) do novej 2 ml PT a staru PT s prietokom zlikvidujte.

@ Opatrne napipetujte vzorku do centrifugac¢nej kolony (PRC) a vizualne
skontrolujte, ¢i sa Uplne preniesla do centrifugac¢nej kolény (PRC).

Do PRC napipetujte 350 pl premyvacieho pufra 1(BR3). Centrifugujte 1 min pri

8 000-20000xg. Vlozte odstredivu koldénu (PRC) do novej 2 ml PT a stard PT

s prietokom zlikvidujte.

Pridajte 10 pyl zasobného roztoku DNazy | (RNFD) do 70 pl pufra na $tiepenie DNA

(RDD)v 1,5 mI MCT. Jemne zamie$ajte trasenim skimavky a kratko centrifugujte,

aby sa zo stran skimavky nahromadila zvyskova kvapalina.

Ak spracuvate napriklad 10 vzoriek, pridajte 100 pl zasobného roztoku DNazy |

(RNFD)do 700 pl digestivneho pufra(RDD) DNA. Pouzite 1,5 mI MCT dodanych so

sUpravou.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

DNaza | je mimoriadne citliva na fyzicku denaturaciu. Miesanie je mozné
len jemnym trepanim skimavky. Nemies$ajte vo vortexe.

Pipetujte inkuba¢nu zmes DNazy | (RNFD)(80 pl) priamo na membranu PRC
aumiestnite ju na pracovnu dosku (20 - 30 °C) na 15 minut.

Zaistite, aby sa inkuba¢na zmes DNazy | (RNFD) umiestnila priamo na
membranu. Digescia DNazy nebude Uplna, ak sa ¢ast zmesi nanesie a
zostane na stenach alebo O-kruzku centrifugacnej kolony (PCR).

Do PRC napipetujte 350 pl premyvacieho timivého roztoku 1(BR3) a odstredujte
Tmin pri 8 000 -20 000 x g. VloZte odstredivu kolénu (PRC) do novej 2 mI PT
astaru PT s prietokom vyhodte.

Do PRC napipetujte 500 pl premyvacieho timivého roztoku 2 (BR4) a odstredujte
1min pri8000-20000 x g. Vlozte odstredivu kolonu (PRC) do novej 2 mI PT
astaru PT s prietokom vyhodte.

Premyvaci pufer 2 (BR4) sa dodava ako koncentrat. Zaistite, aby sa
etanol pridal do premyvacieho pufra 2 (BR4) pred pouzitim (pozri
JPostup, ktory sa méa vykonat pred zacatim®, strana 25).
Do PRC pridajte dalsich 500 pl premyvacieho pufra 2 (BR4). Odstredujte 3 min pri
8000-20000xg.
Zlikvidujte PT s prietokom a vlozte PRC do novej 2 mI PT. Odstredujte 1 min pri
8000-20000xg.

Vyhodte nadobu PT s prietokom. Umiestnite PRC do 1,5 mI MCT a napipetujte

40 pl eluéného pufru (BR5) priamo na membranu PRC. Na eluciu RNA odstredujte
1min pri8000-20000xg.

Je doélezité celu membranu navih¢it eluénym pufrom (BR5), aby sa dosiahla
maximalna ucinnost elucie.

Eluény krok (krok 18) zopakujte podl'a popisu pomocou 40 pl eluéného pufra (BR5)
arovnakej MCT.
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20. Eluat inkubujte na 5 min pri teplote 65 °C v trepacom inkubatore (z kroku 5) bez
trepania. Po inkubacii ho okamzite schladte na l'ade.

@ Tato inkubacia vzoriek pri teplote 65 °C denaturuje RNA pre nasledné
aplikacie. Aj ked nasledny postup zahrna denaturaciu teplom, nepreskocte
ho. Dostato¢na denaturacia RNA v tomto bode je nevyhnutna na
dosiahnutie maximalnej u¢innosti pri naslednych aplikaciach.
Neprekracujte inkuba¢nu dobu ani teplotu.

21. Ak sa vzorky RNA nepouziju hned, uskladnite ich pri teplote -20°C alebo -70°C.

KedZe RNA zostava po opakovanom zmrazeni a rozmrazeni denaturovana, nie je
potrebné opakovat inkubaciu pri teplote 65 °C. Ak pouzivate vzorky RNA
v diagnostickom teste, postupujte podla pokynov od vyrobcu.

Na presnu kvantifikaciu RNA podla absorbancie pri 260 nm odporu¢ame vzorky
zriedit v pufri 10 mM Tris-HCI, pH 7,5.* Riedenie vzorky vo vode bez RNazy moze
viest k nespravne nizkym hodnotam.

Spektrofotometer vynulujte pomocou prazdnej vzorky, ktora sa sklada z
rovnakého pomeru elu¢ného pufra(BR5) a pufra Tris-HCl ako vo vzorkach, ktoré
sa maju merat. Elu¢ny pufer (BR5) ma vysoku absorbanciu na hodnote 220 nm,
ktoréd moze viest k vysokym zakladnym urovniam absorbancie, ak sa
spektrofotometer poriadne nevynuluje.

@ Na kvantifikaciu v pufri Tris HCl pouZzite vztah Ao = 1= 44 pg/ml. Pozri
prilohu B, strana 76.

22.0patovne uzavrite vSetky flase obsahujuce pufre a vodu bez RNaz, flasticky
a skumavky obsahujuce enzymy a enzymové pufre a vrecka obsahujuce plastove
materialy zo supravy pouzitej na protokol. ZvySny obsah supravy skladujte podla
opisu v ¢asti Skladovanie a manipulacia s reagenciami”(strana 22) a ,Stabilita pri
pouzivani”(strana 22) na dalSie pouzitie.

* Pocas prace s chemikaliami noste vzdy vhodny laboratorny plast, jednorazové rukavice a ochranné okuliare. Viac
informacii najdete na prislugnych kartach bezpe&nostnych tdajov (KBU), ktoré su k dispozicii u dodavatel'a produktov.

Suprava PAXgene Blood RNA Kit (priru¢ka) Navod na pouzitie 02/2023 30



Protokol: Automatizovana izolacia celkovej RNA
z l'udskej plnej krvi odobratej do skumaviek
PAXgene Blood RNA Tubes(BRT)

Dolezité body pred zac¢atim Cinnosti

Skontrolujte ¢i je balenie supravy nedotknuté a neposkodené a ¢i nedoslo k Uniku
pufrov. Ak je suprava poskodena, nepouzivajte ju.

Pri pouziti pipety zaistite, aby bola nastavena na spravny objem a aby sa
kvapalina dokladne a uplne nasala a nadavkovala.

Aby ste zabranili prenosu vzoriek do nespravnych skumaviek a plastovych
spotrebnych materialov, uistite sa, ze vSetky PT, MCT a adaptéry rotora su riadne
oznacené pomocou permanentného pera. Oznacte veko a telo kazdej MCT, telo
kazdej PT a vonkajsiu stenu kazdého rotorového adaptéra.

Uniky vzoriek a pufrov po¢as procesu mézu znizit vytazok a gistotu RNA.

Ak nie je uvedené inak, mali by sa vSetky kroky tohto protokolu, vratane
centrifugacie, vykonavat priizbovej teplote (15 - 25 °C).

Z dévodu senzitivity amplifikacnych technolégii nukleovej kyseliny su pri manipulacii
potrebné tieto preventivne opatrenia na zabranenie krizovej kontaminacii:

Opatrne napipetujte vzorku do skumavky PT na dno skumavky bez toho, aby ste
navlh¢ili okraj skumavky.

Medzi prenosmi kvapaliny vzdy vymenite Spicky pipety. Pouzite SpiCky na pipetu
s bariérou proti aerosolu.
Vyhnite sa dotyku membrany spinovej kolony (PSC, PRC) $pickou pipety.

Po vireni alebo zahriati MCT kratko odstredte, aby ste odstranili kvapky
zvnutornej strany viecka.
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Pocas celého procesu noste rukavice. V pripade kontaktu medzi rukavicami a
vzorkou ich ihned vymerite.

Postup, ktory sa ma vykonat pred za¢atim

Krv sa musi odobrat do skumaviek PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) podla
pokynov v priru¢ke pre skumavku PAXgene Blood RNA Tube. V pripade potreby
pozri prilohu C(strana 78) s odporuc¢aniami k manipulacii so skumavkami
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT).

Zabezpecte, aby sa skimavky PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) po odbere krvi
inkubovali aspon 2 hodiny priizbovej teplote, aby sa zabezpecila uplna lyza
krvnych buniek a precipitacia RNA. Inkubacie skimavky PAXgene Blood RNA
Tubes (BRT) cez noc moze zvysit vytazky. Ak sa skimavka PAXgene Blood RNA
Tube (BRT) po odbere krvi skladuje pri teplote 2 - 8 °C, -20 °C alebo -70 °C, najprv
vyrovnajte jej teplotu na izbovu teplotu a potom ju uskladnite priizbovej teplote
na 2 hodiny pred za¢atim procesu.

Precitajte si bezpec¢nostné informacie na strane 18.

Precitajte si ,DoleZité poznamky”, strana 56.

Preditajte si odporucania k manipulacii s RNA (priloha A, strana 75).

Precitajte si prislusnu pouzivatel'sku prirucku pristroja QlAcube Connect MDx

a vSetky dodatocné informacie dodané s pristrojom a venujte mimoriadnu
pozornost bezpeé¢nostnym informaciam.

ZabezpecCte, aby boli pomoécky a pristroje, ako napriklad pipety a pristroj QlAcube
Connect MDx, skontrolované a pravidelne kalibrované podla odporucani vyrobcu.
Vazbovy pufer (BR2) mdze pri skladovani tvorit precipitat. V pripade potreby ho
ohrejte na 37 °C, aby sa rozpustil.

Premyvaci pufer 2 (BR4) sa dodava ako koncentrat. Pred prvym pouzitim pridajte
prislusné miesta objemy etanolu (stupen ¢istoty 96 - 100 % v/v p.a.)ako je
uvedené na flasi, aby ste dosiali pracovny roztok.
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Ak sa pouZziva suprava RNase-Free DNase Set po prvykrat, pripravte zasobny
roztok DNazy. Rozpustite pevnl DNazu | (RNFD; 1500 jednotiek Kunitz)* v 550 gl
resuspenzného pufra (DRB) DNazy dodaného so stUpravou. Davajte pozor, aby pri
otvéarani liekovky nedoslo k strate DNazy | (RNFD). DNazu | (RNFD) pripravent
pomocou vody nemiesajte vo vortexe. DNaza | je mimoriadne citliva na fyzicku
denaturaciu. MieSanie je mozné len jemnym otacanim liekovke.

Rekonstituovana DNaza | (RNFD) sa moze skladovat pri teplote 2 - 8 °C v povodne;j
sklenenej flasticke (zasobny roztok) alebo pri teplote -20 °C po vybrati
zasobného roztoku zo sklenenej flasticky a jeho rozdeleni do alikvotnych davok
najedno pouzitie (pouzite 1,5 mI MCT dodanu so supravou; staci na 5 alikvotnych
davok). Rozmrazené alikvoty sa mozu skladovat pri teplote 2 - 8 °C. Po
rozmrazeni alikvoty znovu nezmrazujte.

Pri priprave DNazy | (RNFD) pomocou vody a jej alikvotovani postupujte podla
odporutc¢ani na manipulaciu s RNA (priloha A, strana 75).

Nainstalujte spravny adaptér trepacky (dodava sa s pristrojmi QlAcube Connect
MDx; pouzite adaptér na skimavky safe-lock s objemom 2 ml oznac¢ené ako ,2")
a stojan trepacky polozte na vrch adaptéra.

Skontrolujte zasuvku na odpad a v pripade potreby ju vyprazdnite.

Nainstalujte vSetky suvisiace protokoly, ak ste tak nespravili pri
predchadzajucich cykloch. Pristroj QlAcube Connect MDx vyZaduje stiahnutie
vSetkych protokolov nachadzajucich sa v suvisiacom zip subore. Pozri ¢ast
JInStalacia protokolov na QlAcube Connect MDx", strana 58.

Postup

1. Zatvorte dvierka pristroja OlAcube Connect MDx a zapnite ho pomocou vypinaca
(pozri obrazok 15, strana 57).

* Jednotky Kunitz su bezne pouzivané jednotky na meranie DNazy |, ktoré su definované ako mnozstvo DNazy |, ktoré
sp6sobi zvy$enie Ao v mnozstve 0,001 na minutu na mililiter pri teplote 25 °C, pH 5,0, s vysoko polymerizovanou DNA
ako substrat (Kunitz, M. (1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 a 363).
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Zaznie zvukovy signal a zobrazi sa obrazovka spustenia. Nastroj automaticky
vykona inicializatné testy.

. Otvorte dvierka pristroja QlAcube Connect MDx a nalozte potrebné reagencie
a plastovy material do pristroja. Pozri ¢ast ,Nacitanie QlAcube Connect MDx",
strana 59.

Aby ste usSetrili ¢as, m6ze nalozenie prebehnut pocas jedného alebo obidvoch
tychto krokov centrifugéacie, ktoré trvaju 10 min (kroky 3 a 5).

. Centrifugujte skumavku PAXgene Blood RNA Tube (BRT) 10 minut pri
3000-5000xgpomocou rotora s oto€nym vedrom.

@ Uistite sa, Zze vzorka krvi bola inkubovana v skimavke PAXgene Blood
RNA Tube (BRT) minimalne 2 hodiny priizbovej teplote (15 - 25 °C), aby
sa dosiahla Uplna lyza krvnych buniek a precipitacia RNA.

@ Rotor musi zahffat adaptéri na skimavky s okruhlym dnom. Ak sa
pouziva iny typ adaptéra na skimavky, moze dojst pocas centrifugacie
kich prasknutiu.

. Supernatant odstrante preliatim alebo pipetovanim. Ak je supernatant preliaty,
davajte pozor, aby ste peletu nenarusili a okraj skumavky osuste Cistou
papierovou utierkou. Do pelety pridajte 4 ml vody bez RNazy (RNFW) a skimavku
zatvorte ¢istym sekundarnym uzaverom BD Hemogard (dodava sa so supravou).

. Vortexujte, kym sa peleta viditel'ne nerozpusti, a odstredujte 10 minut pri
3000-5000xgpomocou rotora s oto¢nym vedrom. Cely supernatant vylejte
a zlikvidujte.
Maly debris, ktory zostane v supernatante po vortexovaniale pred centrifugaciou
nema na proces Ziadny vplyv.
Nedokonalé vyliatie supernatantu spomali lyzu a rozriedi lyzat, a preto
ma vplyv na podmienky naviazania RNA na membranu PAXgene.

. Pridajte 350 pl resuspenzného pufra (BR1)a vortexujte, kym sa peleta viditel'ne
nerozpusti.
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7. Vzorku odpipetujte do PT s objemom 2 ml.

@

Pouzite 2 ml PT, ktoré su sucastou supravy PAXgene Blood RNA Kit.

8. Vlozte otvorené PT so vzorkou do trepacky QlAcube Connect MDx (pozri obrazok 18,
strana 61). Polohy vzorky su ocislované, aby bolo nalozenie jednoduché. Do otvorov
na okraji stojana na trepacky vedl'a kazdého PT zasurite zastrcky do stojana na
trepacky (su sucastou balenia QlAcube Connect MDx). Tak bude mozna detekcia
vzoriek pocas kontroly nalozenia.

@
@

Zaistite, aby bol nainstalovany spravny adaptér trepacky (Shaker
Adapter, 2 ml, skimavky safe-lock, ozna¢ené ¢islom 2", dodavané
s pristrojmi QlAcube Connect MDx).

Ak spracuvate menej ako 12 vzoriek, uistite sa, Ze stojan trepacky
nalozite podla obrazku 22, strana 65. Nie je mozné spracovat jednu (1)
vzorku alebo 11vzoriek. Cisla pozicii v stojane trepacky zodpovedaju
¢islam pozicii v centrifuge.

9. Zatvorte dvierka nastroja QlAcube Connect MDx (pozri obrazok 15, strana 57).
10. Vyberte protokol ,PAXgene Blood RNA Part A" a spustite ho.

Postupujte podla pokynov uvedenych na dotykovej obrazovke pristroja QlAcube
Connect MDx.

@
@

Uistite sa, Ze obidve ¢asti programu (¢ast A aj B) st nainstalované na
pristroji QlAcube Connect MDx (pozri ,Instalacia protokolov na QlAcube
Connect MDx", strana 58).

Pristroj vykona kontrolu zatazenia vzoriek, Spiciek, adaptérov rotora
a flias sreagenciami.

11. Po dokonceni protokolu ,PAXgene Blood RNA Part A” otvorte dvierka pristroja
QlAcube Connect MDx (pozri obrazok 15, strana 57). Vyberte a zlikvidujte PRC
zrotorovych adaptérov a prazdne PT z trepacky.
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Pocas cyklu prenesie pristroj centrifugacné kolény z pozicie v adaptéri
rotora 1(poloha uzaveru L1) do pozicie v adaptéri rotora 3
(poloha uzaveru L2)(pozri obrazok 20, strana 63).
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12. Zatvorte vie¢ka vsetkych 1,5 mI MCT obsahujucich purifikovanu RNA
v adaptéroch rotora(pozicia 3, poloha vie¢ka L3, pozri obrazok 20, strana 63).
Preneste 1,5 mI MCT na adaptér QlAcube Connect MDx trepacky (pozri obrazok 18,
strana 61).

13. Zatvorte dvierka nastroja QlAcube Connect MDx(pozri obrazok 15, strana 57).
14. Vyberte protokol ,PAXgene Blood RNA Part B” a spustite ho.

Postupujte podl'a pokynov uvedenych na dotykovej obrazovke QlAcube Connect
MDx.

@ Tento program inkubuje vzorky pri teplote 65 °C a denaturuje RNA pre
nasledné aplikacie. Aj ked nasledny postup zahrha denaturaciu teplom,
nepreskocCte ho. Dostatocna denaturacia RNA vtomto bode je nevyhnutna
na dosiahnutie maximalnej U¢innosti pri naslednych aplikaciach.

15. Po dokonc¢eni programu ,PAXgene Blood RNA Part B” otvorte dvierka QlAcube

Connect MDx (pozri obrazok 15, strana 57). Okamzite poloZzte MCT obsahujuce

purifikovanu RNA nalad.

VARQOVANIE: Horuci povrch. Trepatka méze dosiahnut teploty az do
70 °C. Nedotykajte sa jej, kedje horuca.

@ Nenechajte purifikovanu RNA v pristroji QlAcube Connect MDx. Ked'sa
vzorky neschladia, méze purifikovana RNA degradovat. Preto sa
neodporuca pripravovat vzorky pocas cyklov prebiehajucich v noci a
bez dohl'adu.

16. Ak sa vzorky RNA nepouziji hned, uskladnite ich pri teplote =20 °C alebo —70 °C.
KedZe RNA zostane denaturovana po opakovanom zmrazeni a rozmrazeni, nie je
potrebné zopakovat protokol inkubacie teplom (,PAXgene Blood RNA Part B”). Ak
pouzivate vzorky RNA v diagnostickom teste, postupujte podla pokynov vyrobcu.
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Na presnu kvantifikaciu RNA podla absorbancie pri 260 nm odporu¢ame vzorky
zriedit v pufri 10 mM Tris-HCI, pH 7,5.* Riedenie vzorky vo vode bez RNazy moze
viest k nespravne nizkym hodnotam.

Spektrofotometer vynulujte pomocou prazdnej vzorky, ktora sa sklada z
rovnakého pomeru elu¢ného pufra (BR5)a pufra Tris-HCl ako vo vzorkéach, ktoré
sa maju merat. Elu¢ny pufer (BR5) ma vysoku absorbanciu na hodnote 220 nm,
ktora méze viest k vysokym zakladnym urovniam absorbancie, ak sa
spektrofotometer poriadne nevynuluje.

@ Na kvantifikaciu v pufri Tris-HCI pouzite vztah
Ageo=1= 44 pg/ml. Pozri prilohu B, strana 76.

17. Vyberte stojan na flasky na reagencie z pracovného stola QlAcube Connect MDx
(pozri obrazok 18, strana 61) a zatvorte vSetky flasky vhodne oznacenym
uzaverom. Opatovne uzavrite vSetky flase obsahujuce pufre a vodu bez RNaz,
flasticky a skumavky obsahujuce enzymy a enzymoveé pufre a vrecka obsahujuce
plastove materialy zo supravy pouZitej na protokol. ZvySny obsah supravy
a flasticky s reagenciami skladujte podla opisu v ¢asti ,Skladovanie
a manipulacia s reagenciami”(strana 22) a,Stabilita pri pouZivani”(strana 22) na
dalSie pouzitie.

Odstrante a zlikvidujte zvysné reagencie v PT v otvoroch QlAcube Connect MDx
MCT. Vyberte adaptéry rotora z odstredivky a zlikvidujte ich. Vyprazdnite zasuvku
na odpad pristroja OlAcube Connect MDx (pozri obrazok 15, strana 57). Zatvorte
dvierka pristroja a vypnite pristroj vypinacom.

* Pocas prace s chemikaliami noste vzdy vhodny laboratorny plast, jednorazové rukavice a ochranné okuliare. Viac
informacii najdete na prislugnych kartach bezpe&nostnych tdajov (KBU), ktoré st k dispozicii u dodavatel'a produktov.
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Obmedzenia pouzivania produktu

Suprava PAXgene Blood RNA Kit je uréena na purifikaciu medzibunkovej RNA
zludskej plnej krvi (4,8x10%-1,1x107 leukocytov/ml) vrdmci pouZitie vin vitro
diagnostike. Nie je ur¢ena na izolaciu genémovej DNA alebo virusovych nukleovych
kyselin zludskej krvi. Zdbvodu limitovaného poctu transkripcii validovanych pre
stabilizacné $pecifikacie (génové transkripcie FOS alL1B) neboli charakteristiky
ucinnosti stanovené pre vSetky transkripcie. Pouzivatelia laboratéria by mal posudit
udaje vyrobcu a svoje vliastné udaje a urcit, Ci je validacia pre ostatné transkripcie
potrebna. Komponenty supravy su uréené len na pouzitie vmanualnom
a automatizovanom protokole opisanom v tomto navode na pouzitie.

Pozri priru¢ku pre skiumavku PAXgene Blood RNA Tube sinformaciami o pouziti
skumaviek PAXgene Blood RNA Tubes (BRT).

Kontrola kvality

V sulade so certifikovanym systémom riadenia kvality QIAGEN ISO je kazda Sarza
supravy PAXgene Blood RNA Kit testovana na zaklade vopred ur¢enych Specifikacii,
aby bola zaistena konzistentna kvalita produktu.
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Charakteristiky u¢innosti

Odber a stabilizacia vzoriek

Skuiimavky PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) obsahuju patentovanu reagenciu na
stabilizaciu RNA. Tato prisada chrani molekuly RNA pred degradaciou RNazami
a minimalizuje zmeny expresie génov ex vivo. Skumavky PAXgene Blood RNA Tubes
(BRT)su uréené na odber [udskej pInej krvi a stabilizovanie bunkovej RNA na 3 dni pri
teplote 18- 25 °C (obrazky 4 a obrazky 5, strany 40 a 41, respektivne) do 5 dni pri
teplote 2-8 °C(obrazky 6 a obrazky 7, strany 42 a 43). Okrem toho sa stabilizovana krv
mbze skladovat zmrazena. V suCasnosti dostupné Udaje ukazuju stabilizaciu bunkovej
RNA najmenej 11rokov pri —20 °C alebo -70 °C*. Dalsie informécie z prebiehajucich
Studii hodnotiacich stabilitu pocas dlhSieho ¢asového obdobia najdete na stranke
www.preanalytix.com alebo kontaktujte technické sluzby spolo¢nosti QIAGEN.

Skutoc¢neé trvanie stabilizacie RNA sa moze liSit v zavislosti od druhov bunkovej RNA
a pouzitej naslednej aplikacie. Z dévodu limitovaného poctu transkripcii validovanych
pre stabilizacné s$pecifikacie (génové transkripcie FOS a IL1B) neboli charakteristiky
ucinnosti stanovené pre vSetky transkripcie. Pouzivatelia laboratéria by mal posudit
Udaje vyrobcu a svoje vliastné udaje a urcit, Ci je validacia pre ostatné transkripcie
potrebna.

* Dlhodoba studia krvi uskladnenej v skiumavkach PAXgene Blood RNA Tubes prebieha.
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Skladovanie (dni)
Obrazok 4: Stabilita RNA vo vzorkach krvi pri teplote 18 - 25 °C: FOS. Krv bola odobrata 10 dorcom v zdvojenych
vzorkach, ktoré sa uskladnili pri teplote 18 - 25 °C na uvedeny pocet dni, po ktorych nasledovala izolacia RNA.[A]Krv sa
odobrala a uskladnila v skumavkach PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) a celkova RNA sa purifikovala pomocou stpravy
PAXgene Blood RNA Kit. [B]Krv sa odobrala a uskladnila v $tandardnych skumavkach na odber krvi s EDTA ako
antikoagulant a celkova RNA sa purifikovala pomocou $tandardnej metody organickej extrakcie s ¢istenim RNA.
Relativne urovne transkripcie FOS sa urcili pomocou real-time RT-PCR s pouzitim 18S rRNA ako interného $tandardu.
Hodnoty pre vSetky vzorky sa zakreslia s priemermi a Standardnymi odchylkami vSetkych zobrazenych vzoriek.
Prerusované ¢iary znamenaju celkovu presnost testu + 3 x(2,34 Cr).
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Obrazok 5: Stabilita RNA vo vzorkach krvi pri teplote 18 - 25 °C: IL1B. Krv sa odobrala a celkova RNA sa purifikovala po skladovani
pri teplote 18 - 25 °C podla popisu na obrazku 4. Relativne Grovne transkripcie IL1B sa urcili pomocou real-time, duplex RT-PCR s
pouzitim 18S rRNA ako interného $tandardu. Hodnoty pre vSetky vzorky sa zakreslia s priemermi a Standardnymi odchylkami
véetkych zobrazenych vzoriek. Preruované ¢iary znamenaju celkovu presnost testu + 3 (1,93 Cr).
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Obrazok 6: Stabilita RNA vo vzorkach krvi pri teplote 2 - 8 °C: FOS. Krv bola odobrata 10 zjavne zdravym darcom

v zdvojenych vzorkach, ktoré sa uskladnili pri teplote 2 - 8 °C na uvedeny pocet dni, po ktorych nasledovala izolacia RNA.
[A]Krv sa odobrala a uskladnila v skumavkach PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) a celkova RNA sa purifikovala pomocou
supravy PAXgene Blood RNA Kit. [B]Krv sa odobrala a uskladnila v $tandardnych skimavkach na odber krvi s EDTA ako
antikoagulant a celkova RNA sa purifikovala pomocou $tandardnej metody organickej extrakcie s ¢istenim RNA.
Relativne urovne transkripcie FOS sa urcili pomocou real-time RT-PCR s pouzitim 18S rRNA ako interného $tandardu.
Hodnoty pre vSetky vzorky sa zakreslia s priemermi a Standardnymi odchylkami vsetkych zobrazenych vzoriek.

Prerusované ¢iary znamenaju celkovu presnost testu + 3 x(2,34 Cr).
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Obrazok 7: Stabilita RNA vo vzorkéch krvi pri teplote 2 - 8 °C: IL1B. Krv sa odobrala a celkova RNA sa purifikovala po skladovani

priteplote 2 - 8 °C podla popisu na obrazku 6. Relativne urovne transkripcie IL1B sa urcili pomocou real-time, duplex RT-PCR s
pouzitim 18S rRNA ako interného $tandardu. Hodnoty pre vSetky vzorky sa zakreslia s priemermi a Standardnymi odchylkami

v8etkych zobrazenych vzoriek. Prerusované ¢iary znamenaju celkovu presnost testu + 3 x(1,93 Cr).
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Manualne izolovanie RNA

Celkova RNA izolovana pomocou systému PAXgene Blood RNA System je Cista.
Pomocou manualneho protokolu st hodnoty Asge/Azeo v rozmedzi1,8a2,2a<1% (w/w)
genémovej DNA je pritomné v > 95 % vSetkych vzoriek pri merani kvantitativnou real-
time PCR sekvencie -aktin génu. Najmenej 95 % vzoriek nevykazuje ziadnu inhibiciu
pri RT-PCR, ked eluat predstavuje az 30 % objemu reakcie RT-PCR.

Pomocou manualneho protokolu je priemerny ¢as pripravy vzorky (na zaklade Udajov
712 cyklov pripravy vzoriek) priblizne 90 min*, pricom ¢as prace je len 40 min. Vytazky
RNA z2,5ml plnej krvi zdravého ¢loveka su >3 pug u> 95 % spracovanych vzoriek.
KedZe vytazky zavisia do velkej miery od darcu, m6zu sa jednotlivé vytazky liSit.
Uindividualnych darcov poskytuje systéem PAXgene Blood RNA System vysoko
reprodukovatelné a opakovatelné vytazky (obrazky 8 a 9, strany 45 a 46)
areprodukovatelnt a opakovatelni RT-PCR (obrazky 10 a 11, strany 50 a 51), vdaka
¢omu je vysoko robustna pri klinickych diagnostickych testoch.

Obrazok 8(strana 45)ukazuje celkovu opakovatelnost a reprodukovatel'nost systému
PAXgene Blood RNA System. UskutocCnili sa dopinkové Studie, ktoré ukézali vplyv
réznych Sarzi supravy PAXgene Blood RNA Kit a rbéznych operatorov na
reprodukovatelnost vytazku RNA a uc€innosti real-time RT-PCR. KedZe sa v tychto
studiach pouzili vzorky krvi z poolu namiesto jednotlivych skimaviek PAXgene Blood
RNA Tubes (BRT), nereflektuju vysledky opakovatelnost systému vratane fluktuacie
medzi jednotlivymi odbermi krvi, ale len opakovatelnost pripravy vzorky (pozri
obrazok 9, strana 46).

* Celkové trvanie protokolu, vratane pociato¢nej manipulacie so skimavkami PAXgene Blood RNA Tubes (centrifugacia,
premyvanie pelety a resuspenzia pelety).
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Obrazok 8: Reprodukovatel'né a opakovatelné izolovanie RNA. Styri kopie vzoriek krvi od 14 darcov manualne spracoval
kazdy z 3 technikov (A, B, C). Pouzili sa tri sady zariadenia a vietky vzorky pripravil jeden technik pomocou rovnakého
vybavenia.[A]Su zobrazené stredné a $tandardné odchylky vytazku RNA z kazdej kopie vzorky od rovnakych darcov a
réznych technikov. [ B] Dvanast kopii vzoriek krvi od kazdého zo 14 darcov spracovali 3 rézni technici. Su zobrazené
stredné a Standardné odchylky vytazku RNA z kazdej vzorky od rovnakych darcov a v8etkych technikov. Pre vSetky RNA
vzorky boli pomery Aso/Azgo 0d 1,8 do 2,2.
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Obrazok 9: Opakovatel'nost a reprodukovatel'nost vytazku RNA od roznych operatorov a Sarzi supravy PAXgene Blood
RNA Kit pomocou vzoriek krvi z poolu. Do skumaviek PAXgene Blood RNA Tubes sa odobrali vzorky krvi od 30 réznych
darcov (BRT; 12 skumaviek na darcu, 360 skumaviek celkovo). Obsah skumaviek od 3 darcov sa vlozil do poolu a nasledne
sa opakovane alikvétoval na 36 vzoriek. Tychto 36 vzoriek na pool 3 darcov manualne spracovali 3 roézni operatori. Kazdy
operator pouZil na izolaciu RNA 3 r6zne Sarze supravy PAXgene Blood RNA Kit a spracoval vzorky v Styroch kopiach
z kazdého poolu s 10 darcami. [A]VytaZzok RNA a Standardna odchylka pre kazd kombinaciu operatora a Sarze. Vzorky
krvi v §tyroch képiach z poolov s 10 darcami spracovali 3 rézni operatori (A, B, C) pomocou kazdej $arze 3 suprav(1, 2, 3).
Su zobrazené priemerné vytazky (stipce) a $tandardné odchylky (stipce chyb) na kazdu zo $tyroch kopii vzorky z
rovnakého poolu donorov pre rézneho operatora a réznu $arzu supravy. [B] CV vytazku RNA na pool donorov pre véetky
kombinacie operatora a $arze (A, B, C; 1, 2, 3) podla vypodtu z priemerného vytazku a Standardnej odchylky vytazku
zobrazeného na obrazku 9A.
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Tabul'ka 1A: Reprodukovatel'nost v kazdej $arzi a pre kazdého pouzivatel'a pre vybrané pooly darcov

Pool darcov 1(5,1x 10° buniek/ml) Pool darcov 6 (8,5 x 10° buniek/ml)

(1,6,9,10)

Kombinacia udajov

Priemerny Priemerny
vytazok (ug) vytazok (ug)
Sarza 1, pouzivatel A 8,03 0,42 5 9,55 0,99 10
Sarza 1, pouzivatel B 7,98 117 15 9,38 1,94 21
Sarza 1, pouzivatel C 7,87 0,45 6 10,71 0,65 6
Sarza 2, pouzivatel A 7,32 0,98 13 9,78 1,89 19
Sarza 2, pouzivatel B 6,09 1.04 17 9,82 2,83 29
Sarza 2, pouzivatel C 6,87 0,31 4 10,37 0,74 7
Sarza 3, pouzivatel A 7,04 0,90 13 8,96 0,68 8
Sarza 3, pouzivatel B 6,98 122 17 7,73 0,97 13
Sarza 3, pouzivatel C 8,78 0,89 10 10,59 1,94 18

Pool donorov 9 (8,4 x 10° buniek/ml) | Pool darcov 10 (10,2 x 10° buniek/ml)

Priemerny CV (%) Priemerny CV (%)
vytazok (ug) vytazok (ug)
6 6

Sarza 1, pouzivatel A 7,52 0,41 7,96 0,49

Sarza 1, pouzivatel B 8,82 1,72 19 8,90 0,76 9
Sarza 1, pouzivatel C 10,14 1,46 14 10,22 1,29 13
Sarza 2, pouzivatel A 6,92 0,27 4 7,63 1,23 16
Sarza 2, pouzivatel B 7,20 0,71 10 7,00 0,56 8
Sarza 2, pouzivatel C 9,14 1,52 17 11,56 1.21 10
Sarza 3, pouzivatel A 8,18 0,76 9 7,85 0,82 10
Sarza 3, pouzivatel B 8,41 0,88 14 8,88 2,17 24
Sarza 3, pouzivatel C 10,78 0,56 5 10,88 0,37 3
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Tabul'ka 1B: Reprodukovatel'nost pre kazdého pouzivatel'a a medzi vSetkymi $arzami pre vybrané pooly

Pool darcov 1(5,1x 10° buniek/ml) Pool darcov 6 (8,5 x 10° buniek/ml)

darcov(1,6,9,10)

Kombinacia Gdajov Priemerny CV (%) Priemerny
vytazok (ug) vytazok (ug)

Pouzivatel A, vSetky Sarze 7,46 0,85 9,43 1,22 13
Pouzivatel B, vSetky Sarze 7,02 1,31 19 8,98 2,09 23
Pouzivatel C, vSetky Sarze 7,84 0,98 13 10,56 115 n

Pool darcov 9(8,4 x 108 buniek/ml) Pool darcov 10(10,2 x 10° buniek/ml)

Priemerny CV (%) Priemerny CV (%)
vytazok (ug) vytazok (ug)

Pouzivatel A, vSetky Sarze 7,54 7,81
Pouzivatel B, vSetky Sarze 7,48 1,50 20 8,26 1,54 19
Pouzivatel C, vSetky Sarze 10,02 1,34 13 10,89 1,10 10

Tabul'ka 1C: Reprodukovatel'nost pre kazdu $arzu a medzi vS§etkymi pouzivatel'mi pre vybrané pooly
darcov (1, 6,9,10)

Pool darcov 1(5,1x 10 buniek/ml) Pool darcov 6 (8,5 x 10° buniek/ml)

Kombinacia tda
ombinacia tdajov Priemerny CV (%) Priemerny CV (%)
vytazok (ug) vytazok (ug)

Sarza 1, véetci pouzivatelia 0,69
Sarza 2, véetci pouzivatelia 6,76 0,93 14 G, 1,84 18
Sarza 3, véetci pouzivatelia 7,60 1,27 9,09 1.7

Pool darcov 9 (8,4 x 10° buniek/ml) Pool darcov 10 (10,2 x 10° buniek/ml)

Priemerny SD(pg) CV (%) Priemerny SD(ug) | CV(%)
vytazok (pg) vytazok (pg)

Sarza 1, véetci pouzivatelia 8,83 1,63 9,02 1,27
Sarza 2, véetci pouzivatelia 7.75 1,36 18 8,73 2,31 26
Sarza 3, véetci pouzivatelia 8,46 1,99 24 9,20 1,80 20
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Tabul'ka 1D: Reprodukovatel'nost medzi vS§etkymi $arzami a vSetkymi pouzivatel'mi pre vybrané pooly
darcov(1,6,9,10)

Pool darcov 1(5,1x 10° buniek/ml) Pool donorov 6 (8,5 x 10° buniek/ml)

Kombindcia ddajov Priemerny CV (%) Priemerny CV (%)
vytazok (pg) vytazok (ug)

Sarza 1, véetci pouzivatelia 9,66

Pool donorov 9 (8 4 x10° buniek/ml) | Pool darcov 10 (10,2 x 10° buniek/ml)
Priemerny CV (%) Priemerny CV (%)
vytazok (pg) vytazok (ug)

Sarza 1, véetci pouzivatelia

Detailny analyza 4 reprezentativnych poolov darcov. Pooly sa vybrali podla poctu
bielych krviniek areflektuju horné, stredné adolné hodnoty normalneho rozsahu
poc¢tu bielych krviniek (4,8x10%-1,1x107 leukocytov/ml). Pocet bielych krviniek
predstavuje priemernt hodnotu 3 poctov bielych krviniek od 3 donorov z kazdého
poolu.
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Obrazok 10: Reprodukovatel'nost RT-PCR - medzi pouZivatel'mi. Na real-time RT-PCR sa pouzila RNA purifikovana
pocas experimentu popisaného na obrazku 9. Relativne Urovne transkripcie[A]FOS a[B]IL1B sa urcili pomocou real-
time RT-PCR s pouzitim 18S rRNA ako interného $tandardu. Hodnoty pre vSetky vzorky sa zakreslia vzhladom na hodnoty
pre pouzivatela A (pooly s 10 darcami x 3 $arze stpravy x 4 kdpie = 120 sad Udajov pre kazdy gén), so strednymi hodnotami
(8ervené ¢iary) a $tandardnymi odchylkami (ierne stipce) pre vietky zobrazené vzorky. Prerugované &iary znamenaju
celkovu presnost testov + 3 x (FOS: 2,34 Cr; IL1B: 1,93 Cr).
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Obrazok 11: Reprodukovatel'nost RT-PCR - medzi $arZzami stprav. Na real-time RT-PCR sa pouzila RNA purifikovana
pocas experimentu popisaného na obrazku 9. Relativne Urovne transkripcie [A]JFOS a[B]IL1B sa ur¢ili pomocou real-
time RT-PCR s pouzitim 18S rRNA ako interného $tandardu. Hodnoty pre vSetky vzorky sa zakreslia vzhladom na hodnoty
pre $arzu stpravy 1(pooly s 10 darcami x 3 pouzivatelia x 4 kopie = 120 sad Udajov pre kazdy gén), so strednymi hodnotami
(&ervené &iary) a $tandardnymi odchylkami (¢ierne stipce) pre véetky zobrazené vzorky. Prerugované ¢iary znamenaju
celkovu presnost testov + 3 x (FOS: 2,34 Cr; IL1B: 1,93 Cr).
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Tabul'ka 2: Suhrn Gdajov RT-PCR z obrazku 10 a obrazku 11

Test rRNA FOS/18S Test rRNAIL1B/18S

Stredna Stredna
Porovnanie udajov hodnota +SD(AACy) hodnota +SD(AACy)
(AACy) (AACy)
Reprodukovatelnost v ramci kazdého pouzivatela a medzi vsetkymi Sarzami
V$etci pouzivatelia, Sarza1-Sarza 1 0,00 0,00 0,00 0,00
VSetci pouzivatelia, Sarza 1-Sarza 2 -0,03 0,48 -0,07 0,66
V8etci pouzivatelia, Sarza 1- Sarza 3 -0,.21 0,52 0mn 0N

Reprodukovatelnost v ramci kazdého pouzivatela a medzi vsetkymi Sarzami

VSetky Sarze, pouzivatel A - pouzivatel' A 0,00 0,00 0,00 0,00
VSetky Sarze, pouzivatel A - pouzivatel B -0,46 0,44 -0,06 0,69
VSetky Sarze, pouzivatel A - pouzivatel C -0,31 0,60 -0.15 0.7

Pouzivatel: Technik, vykonal $tudiu.

Sarza: Poget 8arz stpravy, ktoré sa v tejto $tudii pouzili.

SD: Standard deviation (Standardna odchylka).

Stredné hodnoty AACr (N =120) a $tandardné odchylky st zobrazené pre Gidaje uvedené na obrazkoch 10 a 11.

Automatické izolovanie RNA

Vytazky RNA z2,5ml plnej krvi zdravého Cloveka suU =3 ug u= 95 % spracovanych
vzoriek. Obrdzok 12 (strana 53) zobrazuje vytazky RNA zcelkovo 216 vzoriek
pripravenych pomocou automatizovaného protokolu s3 Sarzami suprav 3 tromi
operatormi. KedZe sa v tychto Studiach namiesto jednotlivych skumaviek PAXgene
Blood RNA Tubes (BRT) pouzili vzorky z poolu, nereflektuju vysledky vytazok RNA
oCakavany z jednotlivych vzoriek jednotlivych odberov krvi. KedZe vytaZzky zavisia do
velkej miery od darcu, mozu sa jednotlivé vytazky lisit (obrazok 12, strana 53).

Najmenej 95 % vzoriek nevykazuje ziadnu inhibiciu pri RT-PCR, ked eluat predstavuje az
30 % objemu reakcie RT-PCR. Pri pouziti automatizovaného protokolu, je krizova
kontaminacia medzi vzorkami nezistitelna, ¢o sa meria kvantitativnou RT-PCR analyzou v
redlnom Case, pomocou sekvencii transkriptov ABL1a FOS v RNA-negativnych vzorkéch
(voda) sparovanych s RNA-pozitivnymi vzorkami(fludska krv) v tom istom cykle.
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RNA izolovana pomocou systému PAXgene Blood RNA System a automatizovany
protokol je Cisty tak, ako to udava nedostatok inhibicie RT-PCR a hodnoty Asso/ Azgo
medzi 1,8 a 2,2. Gendmova DNA je pritomna v <1 % (w/w) v = 95 % vsetkych vzoriek
podla merania kvantitativnou real-time PCR sekvencie $-aktin génu. Obrazky 13 a 14
(strana 54)zobrazuju hodnoty Azso/ Asgo a relativnu gendmovu DNA celkovo 216 vzoriek
pripravenych pomocou automatizovaného protokolu s 3 Sarzamisuprav 3 operatormi.
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Obrazok 12: Vytazok RNA - automatizované spracovanie pomocou QlAcube Connect MDx. Do skimaviek PAXgene
Blood RNA Tubes (BRT) sa odobrali vzorky krvi od réznych darcov. Obsah skimaviek sa vlozil do poolu 6 darcov
anasledne sa opakovane alikvétoval. 3 rozni operatori(A, B, C) spracovali celkovo 216 skiimaviek (t. j. 36 na pool). Kazdy
operator pouzil 3 rozne $arze (1, 2, 3) supravy PAXgene Blood RNA Kit na automatizovant izolaciu pomocou QlAcube
Connect MDx a spracoval Stvornasobné vzorky z kazdej zo 6 skupin darcov. Vytazky RNA vSetkych jednotlivych vzoriek su
zobrazené pre kazdu kombinaciu operatora a Sarze.
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Cistota RNA (Azs0/ Azso) QlAcube Connect MDx
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Obrazok 13: Cistota RNA (hodnoty Asso/ Azso) - automatizované spracovanie s QlAcube Connect MDx. RNA purifikovali
3 rozni operatori(A, B, C)s pouzitim 3 roznych $arzi(1, 2, 3) stipravy PAXgene Blood RNA Kit s QlAcube Connect MDx

v experimente opisanom v obrazku 12. Hodnoty Asso/ Ao vSetkych jednotlivych vzoriek st zobrazené pre vSetky
kombinacie operatora a Sarze.
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Obrazok 14: Cistota RNA (% kontaminacie genémovou DNA) - automatizované spracovanie pomocou QlAcube Connect
MDx. RNA purifikovali 3 rézni operatori(A, B, C)s pouzitim 3 roznych 3arzi(1, 2, 3) stipravy PAXgene Blood RNA Kit

s QlAcube Connect MDx v experimente opisanom v obrazku 12. Mnozstva genomovej DNA (w/w) véetkych jednotlivych
vzoriek st zobrazené pre kazdu kombinaciu operatora a Sarze.

Automatizovany protokol izolacie RNA pomocou systému PAXgene Blood RNA
System poskytuje vysoko reprodukovatel'né a opakovatel'né vysledky RT-PCR, vdaka
¢omu je vysoko spolahlivy pre klinické diagnosticke testy.
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Stabilita izolovanej RNA

Vzorky RNA izolované z krvi naplnenej skumavkami PAXgene Blood RNA Tubes s
pouzitim supravy PAXgene Blood RNA Kit su stabilné pocas 5 rokov skladovania pri
-20°C a 7 rokov skladovania pri-70 °C (koncovy bod $tudie).
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Délezité poznamky

Pouzitie QlAcube Connect MDx

Uistite sa, ze ste oboznameni s ovladanim pristroja QlAcube Connect MDx. Pred
zacatim automatického protokolu PAXgene Blood RNA si pregitajte navod na pouzitie
pristroja a vSetky dalSie informacie dodané s pristrojom a venujte zvySenu pozornost
bezpecnostnym informaciam.

Spustenie QlAcube Connect MDx

Zatvorte dvierka pristroja QlAcube Connect MDx azapnite ho pomocou vypinaca
(pozri obrazok 15, strana 57).

Zaznie zvukovy signal a zobrazi sa obrazovka spustenia. Nastroj automaticky vykona
inicializatné testy.
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Predny pohl'ad na pristroj QlAcube Connect MDx

Zadny pohl'ad na QlAcube Connect MDx (I'ava strana)

Obrazok 15: Externé prvky pristroja QlAcube Connect MDx.

Dotykovéa obrazovka

Kryt

Z&suvka Odpad

OCOIONNO

Sietovy vypina¢

Vysunuta dotykova obrazovka

T

@

Zadny pohl'ad na QlAcube Connect MDx (prava strana)

OO ©

2 USB porty nal'avej strane dotykovej
obrazovky; 2 USB porty za dotykovou
obrazovkou (Wi-Fi modul zapojeny do 1USB
portu)

Ethernetovy port RJ-45
Zasuvka na napdjaci kabel

Vystup chladiaceho vzduchu
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Dotykovéa obrazovka

OlAcube Connect MDx sa ovlada pomocou dotykovej obrazovky. Dotykova obrazovka
umoznuje pouzivatelovi obsluhovat pristroj aprevedie pouzivatelov nastavenim
pracovného stola. Pocas spracovania vzoriek zobrazuje dotykova obrazovka stav

protokolu a zostavajuci Cas.

s
Obrazok 16: Vysunuta dotykova obrazovka pristroja QlAcube Connect MDx.

InStalacia protokolov na QlAcube Connect MDx

Pred prvym cyklom pripravy RNA na pristrojoch QlAcube Connect MDx mdze byt
potrebna prvotna inStalacia protokolu. Nainstalujte protokoly ,PAXgene Blood RNA
Part A" aj ,PAXgene Blood RNA Part B".

Protokoly pre QlAcube Connect MDx su k dispozicii na stranke www.qiagen.com a je
potrebnéich stiahnut na USB kl'u¢ dodany s pristrojom. Tieto protokoly sa prenesu do
pristroja cez USB port.

USB port (ktory sa nachadza na bo¢nej strane obrazovky; pozri obrazok 15, strana 57),
umoznuje pripojenie zariadenia QlAcube Connect MDx k USB klt¢u dodavaného so
zariadenim. Datové subory, ako napriklad subory dennika alebo subory sprav je mozné
tiez prenasat cez USB port z pristrojov na USB kl'UC.
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® USB port je urceny len na pouzitie s USB klu€¢om dodanym spolocnostou
OIAGEN. K tomuto portu nepripajajte iné zariadenia.

@ USB kl'u¢ nevyberajte pocas stahovania protokolov alebo prenosu datovych
suborov alebo pocas chodu protokolu.

Dal$ie podrobnosti o procese nahravania protokolov do QlAcube Connect MDx
najdete v pouzivatel'skej prirucke pristroja.

Nacitanie QlAcube Connect MDx

Aby ste uSetrili Cas, m6ze nacitanie prebehnut pocas jedného alebo obidvoch krokov
centrifugéacie, ktoré trvaju 10 min (kroky 3 a5) v ,Protokol: Automatizovana izolacia
celkovej RNA z ludskej pInej krvi odobratej do skumaviek PAXgene Blood RNA Tubes
(BRTY)", strana 31.

Flasky na reagencie

Pred kazdym cyklom na pristroji QlAcube Connect MDx opatrne naplnite 4 flasky na
reagencie reagenciami uvedenymi v tabul'ke 3 (strana 60) po maximalnu znacku hladiny
alebo, ak to nie je mozné, po hladinu, ktord umozfuju objemy pufrom dodanych v suprave
PAXgene Blood RNA Kit. Flasticky a uzavery oznacte nazvom pufra a naplnené fl'asky na
reagencie vlozte na prislusné miesta v stojane na flasky na reagencie. VloZte stojan na
pracovny stol pristroja podl'a obrazka(obrazky 17 a 18, strany 60 a 61).

Dodany objem pufra Buffer BR2 nie je dostato¢ny na naplnenie flasky na
reagencie po znacku. Pufre Buffer BR3 a BR4 nemusia naplnit flasku po

znacku hladiny po spracovani niekol'kych vzoriek v predchadzajucich cykloch.

Davajte pozor, aby ste z flaSiek odobrali uzavery predtym, ako ich poloZite na
pracovny stél.
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@ Objemy pufrov v stprave PAXgene Blood RNA Kit (50) postacuju na maximalne
7 cyklov pripravy RNA na pristroji OlAcube Connect MDx s po¢tom vzoriek 2 az

12 na jeden cyklus. Vo vSeobecnosti by sa malo predist sériam s malym

poctom vzoriek vzhladom na jednu sériu, aby sa spracovalo celkovo 50
vzoriek vramci jednej supravy. Viac ako 7 cyklov pripravy RNA méze viest
k nedostato¢nému objemu pufrov na spracovanie poslednych vzoriek.

Tabul'ka 3: Polohy v stojane na fl'asky na reagencie

1
2
3
4
5
6

Vazbovy pufer (BR2)
Etanol (96 - 100 % v/v)
Premyvaci pufer 1(BR3)
Premyvaci pufer 2 (BR4)*
- (ponechajte prazdne)

- (ponechajte prazdne)

* Premyvaci pufer 2 (BR4) sa dodava ako koncentrat. Pred prvym pouzitim pridajte 4 objemy etanolu (96 - 100 % v/v,
stupen Cistoty p.a.), ako je uvedené na flasi, aby ste ziskali pracovny roztok.

®

Poloha1
Véazbovy
pufer(BR2)

Poloha 3
Premyvaci
pufer 1(BR3)

Poloha b

Préazdne

Poloha 2
96-100 %
v/v etanol

Poloha 4
Premyvaci
pufer2
(BR4)

Poloha 6

Prézdne

Obrazok 17: NaloZenie stojana na fl'asky na reagencie. [A]Schéma poloh a obsahu flias v stojane na flasky na
reagencie. [B] NalozZenie stojanu do pristroja OlAcube Connect MDx.
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Obrazok 18: Vnutorny pohl'ad na pristroj QlAcube Connect MDx.

Veko odstredivky
Odstredivka
Trepacka

Stojan na flasky na reagencie

OEOOGO

Snimac $picky a zamok krytu

MCT sloty
3 sloty na stojany na Spicky

Sloty na likvidaciu $piciek a kolon

Robotické rameno (zahfia 1kanalovy pipetovag,
unasac, ultrazvukovy a opticky senzor a UV LED svetlo)
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Spinové kolony (PSC, PRC), MCT a plastovy riad QlAcube
Connect MDx

Umiestnite 2 stojany na sSpicky naplnené filtracnymi Spic¢kami 1000 pl na QlAcube
Connect MDx (pozri obrazok 18, strana 61). Stojany v pripade potreby znova napliite
Spickami.

Pouzivajte len filtracné Spicky sobjemom 1000 pl navrhnuté na pouzitie
s pristrojmi QlAcube Connect MDx.

OznacCte adaptéry rotoraa MCT pre kazdu vzorku permanentnym perom. Otvorte PSC,
ktory chcete pouzit, a noznicami Uplne odstrihnite veko (pozri obrazok 19).

@ Pre spravnu prevadzku robotického chapadla QlAcube Connect MDx uplne
odstrante (odrezte) viecka avSetky plastové Casti spajajuce viecko s PSC
(pozri obrazok 19). Vopacnom pripade robotické chapadlo nembéze PSC
spravne uchopit.

Nespravne
odobraty uzaver

Uzaver kolény J
kolény. Cast

sa spravne
odstranil uzaveru je stéle
zPSC pripojena k PSC.

Obrazok 19: Nacitanie PSC. PSC sa vloZi do strednej polohy rotorového adaptéra. Pred vlozenim kolény odrezte uzaver PSC.
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Vlozte PSC (bez uzavera, pozri obrazok 19, strana 62), PRC aoznacené MCT do
prislusnych pozicii vkazdom oznatenom rotorovom adaptéri, ako je znazornené
v tabul'ke 4 a na obrazku 20.

Uistite sa, Ze uzavery spinovej koldny (PRC) a skimavky do mikrocentrifugy
@ (MCT) sa zatlacia Uplne nadol na dno slotov na okraji adaptéra rotora,
v opacnom pripade d6jde k prasknutiu uzaveru pocas centrifugacie.

Tabul'ka 4: Plastovy spotrebny material v adaptéri rotora

. Poloha
Poloha Reagencia .
uzaveru
1 Centrifugacna kolona PAXgene RNA (¢ervena, PRC)
2 Centrifuga¢na kolona PAXgene Shredder (fialova, PSC)(uzaver odrezany pred -

umiestnenim do adaptéra rotora)

3 MCT* L3
*Pouzite MCT (1,5 ml), ktoré st sucastou stipravy PAXgene Blood RNA Kit.

L2
L1
L3

Obrazok 20: Polohy v adaptéri rotora. Adaptér rotora ma tri polohy skimaviek (1- 3)a polohy uzaverov (L1-L3).
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NaloZenie odstredivky

Zostavené rotorove adapteéry vlozte do centrifugovych vedier QlAcube Connect MDx
podla obrazku 21 nizsie.

@ Ak spracuvate menej ako 12 vzoriek, uistite sa, ze rotor odstredivky nalozite
tak, aby bol radidlne vyvazeny (pozri obrazok 22, strana 65). VSetky rotory
centrifugy sa musia namontovat pred spustenim cyklu protokolu, dokonca aj
ked sa spracuje menej ako 12 vzoriek. Nie je mozné spracovat jedint (jednu)
vzorku alebo 11 vzoriek.

Obrazok 21: Naéitanie centrifugy na QlAcube Connect MDx. Kompletné adaptéry rotora vloZte do rotorov odstredivky.
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Obrazok 22: NaloZenie odstredivky a trepaéky. Su zobrazené polohy v centrifige a trepacke na spracovanie od dvoch(2)
do desiatich (10) vzoriek. Nie je mozné spracovat jednu (1) vzorku alebo 11 vzoriek. Na spracovanie 12 vzoriek musia byt
véetky pozicie v centrifige a trepacke nalozené (obrazok nie je zobrazeny).
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Skumavky na spracovanie

Odstrante vSetky PT, ktoré zostali v slotoch MCT z predchéadzajucich cyklov (pozri
obrazok 18, strana 61). Naplrite 3 skimavky na spracovanie PT mnozstvom reagencii,
ktoré je uvedeneé v tabul'ke 5 podla poc¢tu vzoriek v cykle.

Na pripravu inkubacnej zmesi DNazy | napipetujte uvedeny objem digestivneho pufra
(RDD) DNA do skumavky na spracovanie PT a pridajte uvedeny objem zasobného
roztoku DNazy | (RNFD). Jemne zmies$ajte pipetovanim celej zmesi nahor a nadol 3-
krat pomocou Spicky pipety s objemom 1000 pl.

Pouzite 2 mI PT, ktoré su sucastou supravy PAXgene Blood RNA Kit. Skimavky

viditelne oznacte nazvom reagencie aumiestnite ich do prislusnej polohy

v MCT slotoch, podla tabul'ky 6 (strana 67).

DNaza | (RNFD) je mimoriadne citlivd na fyzicku denaturaciu. Zmiesajte len
@ pipetovanim, pouzite Spi¢ky pipety so Sirokym otvorom, aby ste znizili

deformaciu bo¢nym tlakom. NemieSajte vo vortexe.

Napipetujte len potrebny objem podla tabulky 5 nizsie.
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Tabul'ka 5: Objem reagencii potrebny v PT pre MCT sloty

Podet Objem reagencie pre uvedeny pocet vzoriek (pl)

B Proteinaza K(PK) | Inkubaéna zmes DNazy | Elu&ny pufer (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

Tabul'ka 6: MCT sloty

Poloha
N N
Obsah Proteinaza K Inkubacna zmes DNazy | Elu¢ny pufer (BR5)
Nadoba Skumavka na Skumavka na spracovanie* Skumavka na
spracovanie* spracovanie*

*Pouzite 2 ml PT, ktoré su su¢astou stpravy PAXgene Blood RNA Kit.
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Likvidacia

Informacie o bezpecnej likvidacii po odbere vzorky a manualnej izolacii RNA najdete
v bezpeénostnych informaciach a preventivnych opatreniach na stranach 18 a 19.
Okrem toho, pokial ide o automatizovanu izolaciu RNA pomocou QlAcube Connect

MDx, pozrite si obrazky 21 a 22, strany 64 a 65, oznacenie vyhradenych otvorov na
pouzité Spicky a kolony na likvidaciu.
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Sprievodca rieSenim problémov

Tento sprievodca rieSenim problémov moéze byt uzitoCny pri rieSeni akychkolvek
problémov, ktoré mézu nastat. Viac informacii najdete na stranke ¢asto kladenych
otazok v nasom stredisku technickej podpory: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx.
Vedci v technickych sluzbach QIAGEN vam vzdy radi zodpovedaju vSetky otazky
tykajuce sainformacii a protokolov v tejto priru¢ke alebo technologii vzoriek a testov
(kontaktné informéacie najdete na poslednej strane alebo na stranke

www.giagen.com).
Komentare a navrhy
Degradovana RNA

a) Kontaminacia RNazy Davajte pozor, aby ste do reagencii po¢as procesu alebo neskorsej
manipulacie nezaviedli RNazu (pozri prilohu A, strana 75).

Nizky vytazok RNA

b) Menejako 2,5 mlkrvi odobranej Zaistite, aby sa do skumavky PAXgene Blood RNA Tube odobralo
v skumavke PAXgene Blood RNA 2,5 ml krvi(BRT; pozri priru¢ku ku skimavke PAXgene Blood RNA

=

utrite z okraja skumavky PAXgene Blood RNA Tube (BRT) kvapky
poklepanim papierovou utierkou po okraji skimavky. Prijmite
potrebné preventivne opatrenia, aby ste zabranili krizovej kontaminacii.

odstraneniu supernatantu

Tube (BRT) @ Tube).

c) Koncentracia RNA nameranavo RNA sa musi zriedit v pufri 10 mM Tris-HCI, pH 7,5% aby sa dosiahla
vode presna kvantifikacia (pozri prilohu B, strana 76).

d) Bunkové zvysky prenesené do Pri pipetovani supernatantu v kroku 7 manuéalneho protokolu
PRC v krokoch 9a 10 zabrante prenosu vel'kych ¢astic (prenos malého mnozstva zvy$kov
manualneho protokolu buniek a ich organel protokol neovplyvni).

e) Vkroku 3 nedoslo k Gplnému @ Zaistite, aby sa odstranil cely supernatant. Ak sa supernatant vyleje,

Po odbere inkubujte krv v skumavke PAXgene Blood RNA Tube (BRT)
na minimalne 2 hodiny.

f) Po odbere do skimavky
PAXgene Blood RNA Tube (BRT)
sa krv inkubuje na krat$ie ako 2
hodiny

=

* Pocas prace s chemikaliami noste vzdy vhodny laboratorny plast, jednorazové rukavice a ochranné okuliare. Viac
informacii najdete na prislugnych kartach bezpe&nostnych tdajov (KBU), ktoré st k dispozicii u dodavatel'a produktov.
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Komentare a navrhy

Nizka hodnota Azso/ Az2s0
g) Voda pouzita nariedenie RNA na @ Na riedenie RNA pred meranim ¢istoty pouzite pufer 10 mM Tris-HCl,

meranie Azso/ Azso pH 7.5* (pozri prilohu B, strana 76).

vynulovany sklada z rovnakého pomeru elu¢ného pufra(BR5) a pufra 10 mM Tris-
HCI, pH 7,5 ako vo vzorkach, ktoré sa maju merat. Elu¢ny pufer (BR5)
ma vysoku absorbanciu na hodnote 220 nm, ktora méze viest k vysokym
zakladnym urovniam absorbancie, ak sa spektrofotometer poriadne
nevynuluje.

h) Spektrofotomer nie je riadne @ Spektrofotometer vynulujte pomocou prazdnej vzorky, ktora sa

Porucha pristroja
i) OQlAcube Connect MDx nepracuje  Precitajte si pouzivatel'sku prirucku pristroja QlAcube Connect MDx

spravne amimoriadnu pozornost venujte ¢asti RieSenie problémov. Zabezpecte riadnu
udrzbu pristroja podla pokynov v pouzivatel'skej prirucke tohto pristroja.

* 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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Symboly

Nasledujuce symboly sa m6zu objavit v navode na pouzitie alebo na balenia Stitkoch.
Dalie symboly st vysvetlené v Obsah stpravy (strana 6).

Symbol Definicia symbolu

V<NT> Verzia <N1> produktu

Obsahuje dostatoéné mnozstvo reagencii pre testy <N2>

<

<N2>
Precitajte si ndvod na pouZitie
Pouzite do

Zdravotnicke diagnostické zariadenie na pouzitie
v podmienkach in vitro

Katalégove Cislo

EE T E

o
-

L Cislo 8arze

MAT Cislo materialu
Komponenty
Cislo

Jednotky Kunitz
Pridavanie

CONT Obsahuje

B

Pripravené pomocou vody
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Deoxyribonukleaza |

Etanol

GITC Guanidin izotiokyanat
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Suprava DNazy bez RNazy

GTIN Identifikator GTIN (Global Trade Item Number)

Teplotné obmedzenia

Horny limit teploty

Vyrobca

Eurépsky splnomocneny zastupca podla nariadenia (EV)
2017/746

Délezita poznamka

Pridanie etanolu

CE,znaéka. Tento vyrobok spifia poziadavky nariadenia
(EU)2017/746 o diagnostickych zdravotnickych
pomoéckach in vitro.

Jedinec¢ny identifikator zariadenia

Upozornenie

VAROVANIE: Horuci povrch

P> e~ EL"?“?I
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Kontaktné informacie

V spolo¢nosti QIAGEN sme hrdi na kvalitu a dostupnost nasej technickej podpory. Na
nasich oddeleniach technického servisu pracuju skuseni vedci s rozsiahlymi
praktickymi a teoretickymi poznatkami v oblasti molekularnej biol6gie a pouzivania
vyrobkov od spolo¢nosti PreAnalytiX. V pripade akychkolvek otazok tykajucich sa
supravy PAXgene Blood RNA Kit nas nevahajte kontaktovat.

Technickt pomoc a dalSie informacie ziskate v centre technickej podpory na adrese
www.giagen.com/Support alebo na telefénnom c¢isle 00800-22-44-6000, alebo
kontaktujte niektoré zoddeleni technickej podpory spolo¢nosti QIAGEN (pozrite
zadnu stranu alebo navstivte lokalitu www.giagen.com).
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Priloha A: VSeobecné poznamky k manipulacii s
RNA

Manipulacia s RNA

@ Ribonukledzy (RNAzy) st vel'mi stabilné a aktivne enzymy, ktoré spravidia
nevyzaduju fungovanie kofaktorov. Kedze RNazy sa tazko inaktivuju a na
degradaciu RNA staCia aj nepatrné mnozstva, nepouzivajte Ziadny
plastovy alebo skleneny riad bez toho, aby ste najprv odstranili moznu
kontaminaciu RNazami. Je potrebné venovat velku pozornost tomu, aby
sa pocas postupu izolacie alebo po fiom do vzorky RNA neumyselne
nevniesli RNazy. Na vytvorenie a udrzanie prostredia bez RNaz je
potrebné prijat preventivhe opatrenia pocas predbeznej uUpravy
a pouzivania nejednorazovych ajednorazovych nadob aroztokov pri
praci s RNA.

V§eobecna manipulacia

@ Pocas prace s RNA by ste mali vzdy pouzivat spravnu mikrobiologicku
asepticku techniku. Na rukach a v prachovych ¢asticiach sa nachadzaju
baktérie aplesne asu najcastejsimi zdrojmi kontaminacie RNazy. Pri
manipulacii s reagenciami a vzorkami RNA vzdy noste latexové alebo
vinylové rukavice, aby ste predisli kontaminacii RNazy povrchom
pokozky alebo prasnym laboratérnym vybavenim. Rukavice si Casto
mente a skimavky drzte zatvorené vzdy, ked’je to mozné. Ked pipetujete
alikvoty do naslednych aplikacii, majte purifikovant RNA na l'ade.

Protokoly na odstranenie kontaminacie RNazy zo skleného vybavenia aroztokov
najdete vo vSeobecnych molekularnych biologickych odporucaniach, ako napriklad
Sambrook, J. a Russell, D. W. (2001) Molecular Cloning: A Laboratory Manual 3rd ed.
Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor Laboratory Press.
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Priloha B: Kvantifikacia a urCenie kvality celkovej
RNA

Kvantifikacia RNA

Koncentracia RNA by sa mala ur¢it meranim absorbancie pri 260 nm (Az)
v spektrofotometri. Na zaistenie vyznamnosti by mali byt udaje v linearnom rozsahu
spektrofotometra. Absorbancia 1 jednotky pri 260 nm zodpoveda 44 pg RNA na ml
(Ageo =1= 44 pg/ml). Tento vztah platilen pre merania v pufri 10 mM Tris-HCI, pH 7,5.*
Ak je preto potrebné vzorku RNA zriedit, mala by sa zriedit v pufri 10 mM Tris-HCI. Ako
je uvedené nizsie (pozri ,Cistota RNA", strana 77), udava pomer medzi hodnotami
absorbancie na 260 a 280 nm odhadovanu ¢istotu RNA. Pri merani vzoriek RNA sa
uistite, ze su kyvety bez RNazy. Spektrofotometer vynulujte pomocou prazdnej
vzorky, ktora sa sklada z rovnakého pomeru elu¢ného pufra(BR5)a pufra Tris-HCl ako
vo vzorkach, ktoré sa maju merat. Elu¢ny pufer (BR5) ma vysoku absorbanciu na
hodnote 220 nm, ktord moze viest k vysokym zakladnym urovniam absorbancie, ak sa
spektrofotometer poriadne nevynuluje. Priklad vypoctu pouzitého pri kvantifikacii
RNA je zobrazeny nizsie.

Objem vzorky RNA = 80 pl
Riedenie(1/15) = 10 pl vzorky RNA + 140 pl 10 mM Tris-HCI, pH 7,5
Zmerajte absorbanciu riedenej vzorky v kyvete (bez RNazy).
Aggo = 0,3
Koncentracia vzorky = 44 x Aggg x faktor riedenia
= 44x0,3x15
= 198 pg/ml
Celkovy vytazok = koncentracia x objem vzorky v mililitroch
= 198 pg/ml = 0,08 ml
= 15,8 pg RNA

* Pocas prace s chemikaliami noste vzdy vhodny laboratorny plast, jednorazové rukavice a ochranné okuliare. Viac
informacii najdete na prislugnych kartach bezpe&nostnych tdajov (KBU), ktoré st k dispozicii u dodavatel'a produktov.
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Cistota RNA

Pomer udajov pri 260 a 280 nm (Azs0/ A2g0) poskytuje odhad Cistoty RNA s ohladom na
kontaminanty, ktoré absorbuju UV, ako napriklad protein. Pomer Ajso/Azo je ale
vyrazne ovplyvneny hodnotou pH. NizSie pH ma za nasledok nizsi pomer Asso/Aggo @
znizenu senzitivitu na kontaminaciu proteinu.* Na dosiahnutie presnych hodnét
odporti¢ame zmerat absorbanciu v pufri 10 mM Tris-HCI, pH 7,5. Cista RNA ma pomer
Azeo/ Aggo na trovni 1,8 - 2,2 v pufri 10 mM Tris-HCI, pH 7,5. Spektrofotometer vynulujte
pomocou prazdnej vzorky, ktora sa sklada z rovnakého pomeru elu¢ného pufra (BR5)
a pufra Tris-HCl ako vo vzorkéach, ktoré sa maju merat. Elu¢ny pufer (BR5) ma vysoku
absorbanciu na hodnote 220 nm, ktord méze viest k vysokym zakladnym dUrovniam
absorbancie, ak sa spektrofotometer poriadne nevynuluje.

* 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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Priloha C: Manipulacia so skimavkami PAXgene
Blood RNA Tubes(BRT)

® Tieto odporucania od spolo¢nosti BD mézu byt uzito¢né pri manipulacii
so skumavkami PAXgene Blood RNA Tubes (BRT). Pozri prirucku pre
skumavku PAXgene Blood RNA Tube s dalSimi informaciami
o skimavkach PAXgene Blood RNA Tubes (BRT).

Pokyny na odobratie uzaveru BD Hemogard Closure

1. Zoberte skimavku PAXgene Blood RNA Tube (BRT) do jednej ruky, pri¢om palec
poloZite pod uzaver BD Hemogard. (Ruku polozte na pevny podklad, aby ste
dosiahli lep$iu stabilitu) Druhou rukou otocte uzaver BD Hemogard a si¢asne
zatlacte palcom druhej ruky nahor len kym sa zatka hadi¢ky neuvolni.

2. Predzdvihnutim uzaveru dajte palec pre¢. NepouZivajte palec na vytlacte uzaveru
skumavky PAXgene Blood RNA Tube (BRT). Upozornenie: Ak je v skimavke
PAXgene Blood RNA Tube (BRT) krv, vznika riziko expozicie. Aby ste pomohli
predchadzat zraneniam poc¢as odoberania uzaveru, je dblezité, aby sa palec,
ktorym sa uzaver vytlacil nahor, nedostal do kontaktu so skumavkou PAXgene
Blood RNA Tube (BRT) po uvolneni uzaveru BD Hemogard.

3. Zdvihnite uzaver skimavky PAXgene Blood RNA Tube (BRT).
V nepravdepodobnom pripade, Ze sa plastovy $tit oddeli od gumovej zatky sa
nesnazte uzaver znova zmontovat. Opatrne odoberte plastovu zatku zo skiumavky
PAXgene Blood RNA Tube (BRT).
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Pokyny na zasunutie sekundarneho uzaveru Secondary BD Hemogard
Closure
1. Vymente uzaver skumavky PAXgene Blood RNA Tube (BRT).

2. Otocte ho asilno zatlacte nadol, kym nie je zarazka znova na svojom mieste.
Uplné zasunutie zatky je nevyhnutné pre to, aby bol uzaver bezpe&ne umiestneny
na skumavke PAXgene Blood RNA Tube (BRT).
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Informacie o objednavani

e e

PAXgene Blood RNA Kit 50 centrifugacnych kolén PAXgene Spin 762174
(50) Column, 50 centrifugaénych kolon Shredder

Spin Column, DNaza | bez RNazy, reagencie a

pufre bez RNazy. Na pouzitie spolu so

skiumavkami PAXgene Blood RNA Tube

PAXgene Blood RNA Tubes 100 skumaviek na odber krvi 762165
(100)

Suvisiace produkty, ktoré si mozete objednat od spolo¢nosti QIAGEN na automatizovanu izolaciu

RNA na QlAcube

Starter Pack, OlAcube Balik obsahuje: stojany na flasky na 990395
reagencie (3), oznacovanie pasiky stojana(8),
filtracné $picky s objemom 200 pl (1024),
filtracné $picky s objemom 1000 pl (1024),
filtracne Spicky so Sirokym otvorom
s objemom 1000 pl(1024), flasky na
reagencie s objemom 30 ml (18), adaptéri
rotora(240), drziak adaptéra rotora

Filter-Tips, 1000 pL (1024)  Sterilné jednorazové filtracné $picky, 990352
v stojane
Reagent Bottles, 30 mL (6) Flasky nareagencie (30 ml) s uzavermi, 990393

balenie po 6, na pouzitie so stojanom na
flasky na reagencie OlAcube Reagent Bottle
Rack

Rotor Adapters (10 x 24) Na 240 preparatov: 240 jednorazovych 990394
adaptérov rotora, na pouzitie s QlAcube

Reagent Bottle Rack Stojan na ulozenie 6 x 30 ml flaSiek na 9026197
reagencie na pracovnom stole QlAcube

Rotor Adapter Holder Drziak na 12 jednorazovych adaptérov rotora, 990392
na pouZitie s QlAcube
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Suvisiace produkty, ktoré si mézete objednat od spolo¢nosti BD na odber krvi so skimavkami

PAXgene Blood RNA Tubes (BR

BD Vacutainer® Safety
Lok™ Blood Collection Set

BD Vacutainer® Push
Button Blood Collection
Set

BD Vacutainer One-Use
Holder

BD Vacutainer Plus Serum
Tubes

BD Vacutainer EST Tube

BD Vacutainer No Additive
(Z)Tube

Ty

216, ihla 0,8 x 19 mm, hadi¢ka s dizkou 305 367286/367281
mm s adaptérom luer; 50 v boxe, 200 v obale

216G, ihla 0,8 x 19 mm, hadi¢ka s dizkou 367344
305 mm s adaptérom luer. 50/box, 200/sada

Obal len na priemer 13 mm a 16 mm; 364815
1000/obal

13 x 756 mm 4,0 ml s Cervenym uzaverom BD 368975/367812
Hemogard a papierovym Stitkom; 100/box,
1000/sada

13 x 75 mm 3,0 ml s priehl'adnym uzdverom 362725
BD Hemogard a priehladnym Stitkom;
100/box, 1000/sada

13 x75 mm 3,0 ml s priehladnym uzaverom 366703
BD Hemogard a papierovym stitkom;
100/box, 1000/sada

* Toto prisluenstvo na odber krvi predstavuje bezné vyrobky, ktoré samézu pouzit so skimavkami PAXgene Blood RNA Tubes
(BRT). Viac informacii o tomto prislusenstve, vratane sposobu objednavky, ndjdete na adrese www.preanalytix.com.
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Historia revizie dokumentu

T

[R1], april 2022 Pociato¢né vydanie VDR

[R2], februar 2023 Ulica spolo¢nosti PreAnalytiX GmbH zmenena z ulica ,Feldbachstrasse” na
,Garstligweg 8": Boli pridané vyrobky BD do Informacii o objednavani. Boli
aktualizované Bezpecnostné informacie.
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Poznamky
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Aktualne licen¢né informacie a pravne informacie tykajuce sa produktu najdete
v sprievodcovi alebo pouzivatel'skej prirucke k suprave PreAnalytiX alebo QIAGEN.
Priru¢ky k supravam a pouzivatel'ské priruc¢ky k supravam PreAnalytiX a QIAGEN

najdete na lokalitach www.preanalytix.com a www.giagen.com alebo o ne mézete
poziadat oddelenie technickych sluzieb spolo¢nosti QIAGEN alebo svojho miestneho
distributora.

Better samples ¢ PreAnalytiX

More toeZplore prepen

Viac informacii najdete na: www.preanalytix.com
HB-3009-002 02/2023

Objednavky www.giagen.com/shop | Technicka podpora www.support.giagen.com | Webova lokalita www.giagen.com alebo
www.preanalytix.com


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