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Przeznaczenie

Do diagnostyki in vitro.

System PAXgene Blood RNA System sktada sie z probdwki do pobierania krwi (PAXgene
Blood RNA Tube, BRT) oraz zestawu do oczyszczania kwaséw nukleinowych (PAXgene
Blood RNA Kit). Jego przewidzianym zastosowaniem jest pobieranie, przechowywanie
i transportowanie krwi oraz stabilizacja RNA wewnatrzkomorkowego w zamknietej
probdwce, anastepnie izolacja i oczyszczanie RNA pacjenta zkrwi petnej na potrzeby
molekularnych testow diagnostycznych RT-PCR.

Parametry skutecznosci dla systemu PAXgene Blood RNA System ustalono wytgcznie
za pomoca transkryptéw genéw FOS ilIL1B. Uzytkownik jest odpowiedzialny za
ustalenie odpowiednich parametrow skutecznosci systemu PAXgene Blood RNA
System dla innych transkryptow docelowych.

Wskazania dotyczace stosowania

Zestaw PAXgene Blood RNA Kit jest przeznaczony do oczyszczania RNA
wewnatrzkomorkowego z krwi petnej pobranej do probowki PAXgene Blood RNA
Tube (BRT). W przypadku uzywania tego zestawu w potaczeniu z probowka PAXgene
Blood RNA Tube (BRT) system umozliwia uzyskanie oczyszczonego RNA
wewnatrzkomorkowego zkrwi  petnej odpowiedniego do reakcji RT-PCR
wykonywanej w molekularnych testach diagnostycznych.

Docelowi uzytkownicy

Produkt jest przeznaczony do stosowania przez profesjonalnych uzytkownikéw,
takich jak technicy i lekarze przeszkoleni w zakresie procedur diagnostyki in vitro.

Ten zestaw jest przeznaczony do uzytku profesjonalnego.
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Opis i zasada procedury

Wstep

Pobranie krwi petnej to pierwszy etap wielu oznaczen molekularnych wykonywanych
w celu badania RNA komérkowego. Jednakze powaznym problemem wystepujgcym
w takich eksperymentach jest niestabilnosc¢ profilu RNA komorkowego w warunkach
in vitro. W badaniach przeprowadzonych w firmie PreAnalytiX wykazano, ze liczba
kopii poszczegodlnych rodzajéw mRNA wkrwi petnej moze zmieni¢ sie ponad
1000-krotnie podczas przechowywania lub transportowania probki w temperaturze
pokojowej(Rainen i wsp., 2002). Jest to spowodowane szybkim rozktadem RNA oraz
indukowana ekspresjg okreslonych genéw po pobraniu krwi. Takie zmiany profilu
ekspresji RNA uniemozliwiajg prowadzenie wiarygodnych badan ekspresji gendw.
Ztego wzgledu w celu doktadnej analizy ekspresji genéw w ludzkiej krwi petnej
kluczowe jest zastosowanie metody, ktéra umozliwia zachowanie profilu ekspresji
RNA podczas i po pobraniu krwi.

Zasada dziatania i procedura

Firma PreAnalytiX opracowata system, ktory umozliwia pobranie, stabilizacje,
przechowywanie i transport probek ludzkiej krwi petnej, wraz z szybkim i wydajnym
protokotem izolacji RNA wewnatrzkomorkowego. System wymaga uzycia probowek
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) do pobierania krwi i stabilizacji RNA, a nastepnie
recznej lub zautomatyzowanej izolacji RNA za pomocg zestawu PAXgene Blood RNA
Kit. Protokdt reczny i protokdt zautomatyzowany zapewniajg zasadniczo rownowazng
skutecznos¢ pod wzgledem jakosci iuzysku RNA. W niniejszej instrukcji obstugi
zawarto dane dotyczace skutecznosci dla protokotu recznego (rozpoczynajgce sie na
stronie 49)i protokotu zautomatyzowanego (rozpoczynajace sie na stronie 58).
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System PAXgene Blood RNA System umozliwia normalizacje krokéw procedury
przedanalitycznej — od pobrania prébki krwi do izolacji RNA komérkowego — zgodnie
znorma S0 20186-1:2019, Diagnostyczne badania molekularne in vitro — Specyfikacja
procesow przedlaboratoryjnych badania petnej krwi zylnej — Czes¢ 1: 1zolowane RNA
komodrkowe.

Pobieranie i stabilizacja prébek

Probowki PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) zawierajg zastrzezony odczynnik do
stabilizacji RNA. Dodatek ten chroni czasteczki RNA przed rozktadem przez RNazy
i minimalizuje zmiany w ekspresji genéw zachodzgce pozaustrojowo. Parametry
skutecznosci systemu PAXgene Blood RNA System ustalono za pomoca
transkryptow genéw FOS i IL1B. Opis parametrow rozpoczyna sie na stronie 44.

Izolacja RNA

Zestaw PAXgene Blood RNA Kit jest przeznaczony do izolacji catkowitego RNA
z2,5ml ludzkiej krwi petnej pobranej do probéwki PAXgene Blood RNA Tube (BRT).
Procedura ta jest prosta imoze by¢ wykonywana wsposob reczny Ilub
zautomatyzowany (patrz Ryc. 1 na stronie 10 lub Ryc. 3 na stronie 12). Wobu
protokotach izolacja rozpoczynana jest od etapu wirowania wykonywanego w celu
osadzenia kwasow nukleinowych w probowce PAXgene Blood RNA Tube (BRT). Osad
jest przeptukiwany i zawieszany ponownie, a nastepnie wykonywana jest reczna lub
zautomatyzowana izolacja RNA. Co do zasady, oba protokoty obejmuja te same etapy
protokotu, w ktorych stosowane sa te same sktadniki zestawu.
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Reczna izolacja RNA

W ujeciu szczegotowym, zawieszony osad jest inkubowany w zoptymalizowanych
buforach z proteinazg K(PK) w celu wytrawienia biatek. W celu zhomogenizowania
lizatu komdrkowego i usuniecia pozostatosci komdrek wykonywany jest dodatkowy
etap wirowania przez kolumne wirowkowg PAXgene Shredder (PSC), a supernatant
frakcji, ktora przeptynie przez kolumne, jest przenoszony do sSwiezej probowki
mikrowiréwkowej (MCT). W celu dostosowania warunkow wigzania dodawany jest
etanol, alizat jest nanoszony na kolumne wiréwkowa PAXgene RNA (PRC). Podczas
krotkiego wirowania RNA selektywnie wigze sa do membrany krzemionkowej
PAXgene, azanieczyszczenia  przeptywajg przez  kolumne.  Pozostate
zanieczyszczenia sg usuwane w kilku wydajnych etapach ptukania. Miedzy pierwszym
adrugim etapem ptukania membrana jest poddawana dziataniu DNazy |(RNFD)
w celu usuniecia sladowych ilosci zwigzanego DNA. Po etapach ptukania RNA jest
eluowany za pomoca buforu do elucji (BR5) ipoddawany denaturacji cieplnej.
Parametry skutecznosci recznej izolacji RNA wykonywanej przy uzyciu systemu
PAXgene Blood RNA System mozna znalez¢ na stronie 49.
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Ryc. 1: Reczna procedura PAXgene Blood RNA.
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Zautomatyzowana izolacja RNA

Izolacja RNA zkrwi odbywa sie wsposéb zautomatyzowany w aparacie QIAGEN
OlAcube Connect MDx. Innowacyjny aparat wykorzystuje zaawansowang technologie
do przetwarzania kolumn wiréwkowych QIAGEN, umozliwiajgc ptynng integracje
niskoprzepustowego, zautomatyzowanego przygotowywania prébek zpraca
laboratoryjng. Przygotowanie prébek za pomocag aparatu QlAcube Connect MDx
obejmuje te same etapy co procedura reczna (tzn. lize, wigzanie, ptukanie i elucje).
Do przygotowania prébek mozna uzy¢ tego samego zestawu PAXgene Blood RNA Kit.

Scan a kkbar code QlAcube Connect MDx

........

- — b

Ryc. 2: QlAcube Connect MDx.

/o™ Aparat QOIAGEN QlAcube Connect MDx nie jest dostepny we wszystkich
krajach. Aby uzyskac¢ wiecej informacji, nalezy skontaktowac sie z serwisem
technicznym firmy QIAGEN.
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Zautomatyzowany protokdt izolacji RNA sktada sie z2 czesci (lub protokotdw),
,PAXgene Blood RNA Part A" (PAXgene Blood RNA — czesé¢ A) (protokot obejmujacy
kroki od pobrania probki krwi do probowki PAXgene Blood RNA Tube do elucji)
i ,PAXgene Blood RNA Part B (PAXgene Blood RNA — cze$¢ B) (protokot obejmujacy
kroki po elucji do uzyskania RNA gotowego do uzycia), miedzy ktorymi wymagane jest

wykonanie krétkich czynnosci recznych (patrz Ryc. 3).

Krew

Wymieszanie

‘Przeptukanie
osadu

E\
Ponowne
zawieszenie

Przeniesienie do

probowki do

przetwarzania

(Processing Tube,

PT)izatadowanie

do wytrzasarki
aparatu QlAcube

Dodanie proteinazy
K(PK)ibuforu do
wigzania (BR2)
Inkubacja

Przeniesienie do
kolumny
wirdwkowej
PAXgene Shredder
Spin Column (PSC)

Przeniesienie frakcji,
ktora przeptyneta przez
kolumne, do probowki do
przetwarzania
(Processing Tube, PT) na
wytrzgsarce aparatu
QlAcube

Dodanie etanolu do
frakcji, ktora
przeptyneta przez
kolumne

Naniesienie na
kolumne
wiréwkowa
PAXgene RNA Spin
Column (PRC)
Wiazanie
catkowitego RNA

Ptukanie

Ryc. 3: Zautomatyzowana procedura PAXgene Blood RNA.
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Elucja
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i przeniesienie jej do wytrzasarki
aparatu QlAcube

Ogrzanie do 65°C

RNA gotowe do uzycia
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Odwirowany, przeptukany i ponownie zawieszony osad kwasu nukleinowego (patrz
Jzolacja RNA", strona 8)jest przenoszony z probowki PAXgene Blood RNA Tube (BRT)
do probowek do przetwarzania (PT), ktore sg umieszczane w module wytrzasarki
termicznej na stole roboczym aparatu QlAcube Connect MDx. Operator wybiera
i uruchamia protokét ,PAXgene Blood RNA Part A" (PAXgene Blood RNA —czesc A)
zmenu. Aparat QlAcube Connect MDx wykonuje etapy protokotu az do etapu elucji
RNA wbuforze do elucji (BR5). Operator przenosi probéwki MCT zawierajace
oczyszczony RNA do modutu wytrzasarki termicznej aparatu QlAcube Connect MDx.
Operator wybiera i uruchamia protokot ,PAXgene Blood RNA Part B" (PAXgene Blood
RNA — cze$¢ B)z menu, a aparat QlAcube Connect MDx wykonuje denaturacje cieplna.
Parametry skutecznosci zautomatyzowanej izolacji RNA wykonywanej przy uzyciu
systemu PAXgene Blood RNA System waparacie QlAcube Connect MDx mozna
znalez¢ na stronie 58.
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Dostarczone materiaty

Zawartosc¢ zestawu

PAXgene Blood RNA Kit

Nr katalogowy

Liczba wyrobow do pobierania probek

Nazwa sktadnika
BR1

BR2
BR3
BR4

BR5
RNFW

PK

PRC

PT

Hemogard™

MCT

RNFD

RDD

DRB

PSC

Instrukcja obstugi

Resuspension Buffer (Bufor do
przygotowywania zawiesiny)

Binding Buffer (Bufor do wigzania)*
Wash Buffer 1(Bufor ptuczacy 1)*

Wash Buffer 2 (concentrate)(Bufor
ptuczacy 2 (koncentrat))t

Elution Buffer (Bufor do elucji)

RNase-Free Water (bottle)(Woda wolna od
RNaz (butelka))

Proteinase K (green lid)(Proteinaza
K (zielone wieczko))

PAXgene RNA Spin Columns (red)(Kolumny
wirowkowe PAXgene RNA (czerwone))t

Processing Tubes (2 mL)(Probowki do
przetwarzania (2 ml)f

Secondary BD Hemogard Closures
(Dodatkowe zamkniecia BD Hemogard)

Microcentrifuge Tubes (1.5 mL)(Probowki
mikrowirowkowe (1,5 ml))}

DNase I, RNase-free (lyophilized)(DNaza ,
wolna od RNaz (liofilizowana))

DNA Digestion Buffer (white lid)(Bufor do
trawienia DNA (biate wieczko))

DNase Resuspension Buffer (tube, lilac lid)
(Bufor do przygotowywania zawiesiny
DNazy (probowka, liliowe wieczko))

PAXgene Shredder Spin Columns (lilac)
(Kolumny wiréwkowe PAXgene Shredder
(liliowe))t

PAXgene Blood RNA Kit — Instrukcja
obstugi(wersja 3)
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*

Produkt nie jest zgodny z odczynnikami dezynfekujacymi, ktére zawierajg wybielacz. Zawiera sol guanidyny. Patrz
strona 19 — Informacje dotyczace bezpieczenstwa.

Bufor ptuczacy 2 (BR4)jest dostarczany w postaci koncentratu. Przed pierwszym uzyciem dodac 4 objetosci etanolu
(96-100% o/0, stopien czystosci cz.d.a.), zgodnie z instrukcja na butelce, aby uzyskac¢ roztwor roboczy.

Kazda kolumna jest dostarczana w opakowaniu blistrowym przeznaczonym wytacznie do jednorazowego uzytku.
Instrukcje usuwania mozna znalez¢ w czesci poswieconej informacjom dotyczacym bezpieczenstwa.

Probowki sg dostarczane w torebkach z tworzywa sztucznego: kazda probowka jest przeznaczona wytacznie do
jednorazowego uzytku. Instrukcje usuwania mozna znalez¢ w czesci poswieconej informacjom dotyczacym
bezpieczenstwa.

Jednostki Kunitza to jednostki powszechnie stosowane do pomiaru DNazy |, definiowane jako ilos¢ DNazy |, ktéra
powoduje wzrost wartosci absorbancji Az 0 0,001 na minute na mililitr w temperaturze 25°C, pH 5,0, przy stosowaniu
wysoko spolimeryzowanego DNA jako substratu (Kunitz, M. (1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 i 363).

-

Sktadniki zestawu

Resuspension Buffer (Bufor do Brak
przygotowywania zawiesiny)

BR2 Binding Buffer (Bufor do wigzania) ~ Tiocyjanian guanidyny od 230 do <560% w/w
BR3 Wash Buffer 1(Bufor ptuczacy 1) Tiocyjanian guanidyny 0d 210 do <20% w/w
Etanol 0d >3 do <10% w/w
BR4 Wash Buffer 2 (concentrate) Brak =
(Bufor ptuczacy 2 (koncentrat))
BR5 Elution Buffer (Bufor do elucji) Brak -
RNFW RNase-Free Water (bottle)(Woda Brak -

wolna od RNaz (butelka))

PK Proteinase K (green lid) Proteinaza K 0d>1do <3% w/w
(Proteinaza K (zielone wieczko))

RNFD DNase |, RNase-free (lyophilized) DNaza 0d 290 do <100% w/w
(DNaza I, wolna od RNaz
(liofilizowana))

RDD DNA Digestion Buffer (white lid) Brak -
(Bufor do trawienia DNA
(biate wieczko))

DRB DNase Resuspension Buffer (tube,  Brak =
lilac lid)(Bufor do przygotowywania
zawiesiny DNazy (probowka, liliowe
wieczko))
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Materiaty wymagane, ale niedostarczane

Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywac¢ odpowiedniego
fartucha laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych i okularéw ochronnych. W celu
uzyskania dodatkowych informacji nalezy zapoznac¢ sie zodpowiednimi kartami
charakterystyki(Safety Data Sheet, SDS)dostepnymiu producentéw poszczegdlnych
produktow.

Dla wszystkich protokotéw

e Probowki PAXgene Blood RNA Tubes (BRT, PreAnalytiX; nr kat. 762165)
e Etanol(96-100% o/o, stopien czystosci cz.d.a.)

e Pipety*(10 yl -4 ml)

e Jatowe koncowki do pipet z barierg aerozolowa, wolne od RNaz!

e Cylinder miarowy*

e Wirowka* umozliwiajgca wirowanie przy 3000-5000 x g wyposazona w rotor
z wychylnym koszem na probowki PAXgene Blood RNA Tubes (BRT)

e \Wytrzgsarka*
e Kruszony léd

e Marker permanentny do opisywania sprzetu

*

Nalezy upewnic sie, ze wyroby i aparaty sg regularnie sprawdzane, konserwowane i kalibrowane zgodnie z wytycznymi
producenta.

t Nalezy upewni¢ sig, ze uzytkownik zaznajomit sie z wytycznymi dotyczacymi postepowania z RNA (Zatacznik A,

strona 75).

Potrzebny do dodania etanolu do koncentratu buforu BR4.
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Dla protokotu recznego

e Mikrowiréwka o zmiennej predkosci obrotowej* umozliwiajgca wirowanie
w zakresie co najmniej 1000-8000 x g, chociaz dopuszczalne sg mnigjsze
i wieksze wartosci sity od$rodkowej (g)(szczegoty zawierajg etapy protokotu),
wyposazona w rotor dla probowek MCT o pojemnosci 2 ml

e Wytrzgsarka-inkubator* umozliwiajgca inkubacje w temperaturze 55°C i 65°C
oraz wytrzasanie przy 2400 obr./min, bez przekraczania 1400 obr./min
(np. Eppendorf® Thermomixer Compact lub réwnowazne urzadzenie)

Dla protokotu zautomatyzowanego

e Nozyczki
e (QlAcube Connect MDx*(QIAGEN, nr kat. 3003070)

Materiaty eksploatacyjne do aparatu QlAcube Connect MDx:

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

Akcesoria do aparatu QlAcube Connect MDx:

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

* Nalezy upewni¢ sie, ze wyroby i aparat s regularnie sprawdzane, konserwowane i kalibrowane zgodnie z wytycznymi
producenta.
t Zawarte rowniez w pakiecie Starter Pack, QlAcube (QIAGEN, nr kat. 990395).
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Pakiety serwisowe do aparatu QlAcube Connect MDx:

e QlAcube Connect MDx System FUL-2 (QIAGEN, nr kat. 9003071)
e QlAcube Connect MDx System FUL-3(QIAGEN, nr kat. 9003072)
e QlAcube Connect MDx System PRV-1(QIAGEN, nr kat. 3003073)
e QlAcube Connect MDx Device PRV-1(QIAGEN, nr kat. 9003074)

e QlAcube Connect MDx System PRM-1(QIAGEN, nr kat. 3003075)
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Ostrzezeniai srodki ostroznosci

Klienci na terenie Unii Europejskiej muszg pamietac¢, ze wymagane jest zgtaszanie
wszelkich powaznych incydentow, ktére wystgpity wzwigzku zwyrobem,
producentowi oraz wtasciwemu organowi panstwa cztonkowskiego, ktorego
rezydentem jest uzytkownik i/lub pacjent.

Klienci na terenie Unii Europejskiej musza pamieta¢, ze moze by¢ wymagane
zapoznanie sie zlokalnymi przepisami dotyczacymi zgtaszania powaznych
incydentow, ktére wystgpity wzwigzku zwyrobem, producentowi i/lub jego
upowaznionemu przedstawicielowi oraz wtasciwemu organowi panstwa, ktérego
rezydentem jest uzytkownik i/lub pacjent.

Informacje dotyczace bezpieczenstwa

Podczas pracy ze srodkami chemicznymi i materiatami stwarzajacymi zagrozenie
biologiczne nalezy zawsze nosi¢ odpowiedni fartuch laboratoryjny, rekawiczki
jednorazowe iokulary ochronne. W celu uzyskania dodatkowych informacji nalezy
zapoznac sie z odpowiednimi kartami charakterystyki (Safety Data Sheet, SDS). Sg
one dostepne online wwygodnym ikompaktowym formacie PDF pod adresem
www.qiagen.com/safety. Na tej stronie mozna wyszukiwaé, wyswietla¢ i drukowac
karty charakterystyki dla wszystkich zestawow i sktadnikow zestawow firmy OIAGEN.

e Wszystkie srodki chemiczne i materiaty biologiczne sg potencjalnie
niebezpieczne. Krew i inne probki sg potencjalnie zakazne i nalezy je traktowac
jako materiaty stwarzajgce zagrozenie biologiczne.

e (Odpady stwarzajgce zagrozenie biologiczne i odpady powstate po uzyciu zestawu
nalezy usuwac zgodnie z lokalnymi przepisami dotyczgcymi bezpieczenstwa.
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Informacje dotyczace nagtych przypadkow

CHEMTREC
Poza Stanami Zjednoczonymi i Kanadg: +1703-527-3887

Srodki ostroznosci

Podczas pracy zkrwig nalezy przestrzega¢ uniwersalnych srodkéw ostroznosci
w celu unikniecia ryzyka potencjalnej ekspozycji na patogeny krwiopochodne (np.
wirus HIV, wirus zapalenia watroby typu B i inne wirusy krwiopochodne). W ramach
ochrony przed ekspozycjg na krew nalezy nosi¢ rekawiczki, fartuch laboratoryjny,
okulary ochronne i inne srodki ochrony osobistej, a takze wdrozy¢ techniczne srodki
kontroli. W celu uzyskania dodatkowych informacji nalezy zapoznac sie
z odpowiednimi kartami charakterystyki (Safety Data Sheet, SDS). Sg one dostepne
online w wygodnym, kompaktowym formacie PDF na stronie www.preanalytix.com,
na ktorej mozna wyszukiwac, wyswietla¢ i drukowac karty charakterystyki dla tego
zestawu.

PRZESTROGA
NIE dolewac wybielacza lub roztworéw kwasowych bezposrednio
do odpadéw powstatych po przygotowaniu probek.

Bufor do wigzania (BR2) i bufor ptuczacy 1(BR3) zawieraja chlorowodorek guanidyny,
ktory moze tworzy¢ wysoce reaktywne zwigzki w potaczeniu zwybielaczem.
W przypadku rozlania buforu do wigzania (BR2) lub buforu ptuczacego 1(BR3) nalezy
usung¢ go za pomocg odpowiedniego detergentu laboratoryjnego iwody.
W przypadku rozlania ptynu zawierajgcego czynniki potencjalnie zakazne nalezy
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wyczysci¢ zalany obszar najpierw detergentem laboratoryjnym i woda, a nastepnie
1-procentowym (o/0) podchlorynem sodu (wybielaczem).

Mieszanke roztworu do stabilizacji RNA i krwi z probowki PAXgene Blood RNA Tube
(BRT) mozna zdezynfekowac¢, uzywajac 1objetosci dostepnego w handlu roztworu
wybielacza (5-procentowy podchloryn sodu) na 9 objeto$ci mieszanki roztworu do
stabilizacji RNA i krwi.

Odpady powstate po przygotowaniu prébek, takie jak supernatanty zetapdéw
wirowania wykonywanych w procedurze izolacji RNA, nalezy uznawac za materiaty
potencjalnie zakazne. Do usuwania materiatow biologicznych nalezy uzywac
pojemnikow na odpady stwarzajgce zagrozenie biologiczne. Materiaty nalezy usuwac
zgodnie z lokalnymi przepisami i procedurami obowigzujagcymi w placowce.

Okreslone sktadniki zestawu PAXgene Blood RNA Kit sg przeznaczone wytgcznie do
jednorazowego uzytku. Informacje na temat poszczegolnych sktadnikow mozna
znalez¢ w czesci Zawartosc¢ zestawu na stronie 14.

Do sktadnikow zestawu PAXgene Blood RNA Kit majg zastosowanie nastepujace
zwroty wskazujgce na zagrozenia iokreslajgce $rodki ostroznosci. Informacje
dotyczgce bezpieczenstwa probowek PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) zawiera
dokument PAXgene Blood RNA Tube — Instrukcja obstugi.
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Buffer BR2

Buffer BR3

Zawiera: tiocyjanian guanidyny. Niebezpieczenstwo! Dziata
szkodliwie po potknieciu. Moze dziatac¢ szkodliwie w kontakcie
ze skorg lub wprzypadku wdychania. Powoduje powazne
uszkodzenie oczu. Dziata szkodliwie na organizmy wodne,
powodujac dtugotrwate skutki. W kontakcie z kwasami uwalnia
bardzo toksyczne gazy. Unika¢ uwalniania do srodowiska.
Stosowa¢ rekawice ochronne/odziez ochronng/ochrone
oczu/ochrone twarzy. W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO 0CZU:
Ostroznie ptuka¢ wodg przez kilka minut. Wyjg¢ soczewki
kontaktowe, jezeli sg zatozone i mozna je tatwo usunac¢. Nadal
ptukaé. W PRZYPADKU narazenia lub problemoéw: Natychmiast
skontaktowa¢ sie zOSRODKIEM ZATRUC Ilub lekarzem.
Zawartos¢/pojemnik nalezy utylizowa¢ w zatwierdzonym
zaktadzie przetwarzania odpadow.

Zawiera: etanol; tiocyjanian guanidyny. Niebezpieczenstwo!
katwopalna ciecz iopary. Powoduje powazne uszkodzenie
oczu. W kontakcie z kwasami uwalnia bardzo toksyczne gazy.
Trzyma¢  zdala od  zrédet  ciepta/iskier/otwartego
ognia/goracych powierzchni. Nie pali¢ papieroséw. Stosowac
rekawice ochronne/odziez ochronnag/ochrone oczu/ochrone
twarzy. W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZU: Ostroznie
ptuka¢ wodg przez kilka minut. Wyja¢ soczewki kontaktowe,
jezeli sg zatozone imozna je tatwo usung¢. Nadal ptukac.
Natychmiast skontaktowa¢ sie zOSRODKIEM ZATRUC Ilub
lekarzem.
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DNase |

Zawiera: DNaze. Niebezpieczenstwo! Moze powodowac
reakcje alergiczng skory. Moze powodowac objawy alergii lub
astmy lub trudnosci w oddychaniu w nastepstwie wdychania.
Unika¢ wdychania pytu. Stosowac rekawice ochronne/odziez
ochronng/ochrone oczu/ochrone twarzy. Stosowac
indywidualne  srodki  ochrony  drég  oddechowych.
W PRZYPADKU narazenia lub problemoéw: Skontaktowac sie
zOSRODKIEM ZATRUC lub zlekarzem. Wyprowadzi¢ lub
wynies¢ poszkodowanego na swieze powietrze i zapewni¢ mu
warunki do swobodnego oddychania. Wypra¢ zanieczyszczong
odziez przed ponownym uzyciem.
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Przechowywanie i sposéb postepowania
z odczynnikami

Kolumny wirowkowe PAXgene RNA (PRC), kolumny wirowkowe PAXgene Shredder
(PSC), proteinaze K(PK) i bufory (BR1, BR2, BR3, BR4 i BR5) nalezy przechowywac
w suchym miejscu w temperaturze okreslonej na etykiecie zestawu.

Zestaw RNase-Free DNase Set, ktory zawiera DNaze | (RNFD), bufor do trawienia DNA
(RDD) ibufor do przygotowania zawiesiny DNazy (DRB), jest transportowany
w temperaturze otoczenia. Niezwtocznie po otrzymaniu zestawu DNazy wolnej od
RNaz nalezy go umiesci¢ w temperaturze okreslonej na etykiecie. Zestaw zachowuje
stabilnos¢ do daty waznosci okreslonej na opakowaniu zestawu, jesli jest
przechowywany w odpowiednich warunkach.

Nalezy zwroéci¢c uwage na daty waznosci oraz informacje o warunkach
przechowywania wydrukowane na opakowaniu i etykietach wszystkich sktadnikow.
Nie nalezy uzywac¢ sktadnikow z przekroczonym terminem waznosci ani niewtasciwie
przechowywanych.

Stabilno$¢ w trakcie uzytkowania

Po pierwszym uzyciu zestawu odczynniki zachowuja stabilnos¢ do daty waznosci
podanej na etykiecie dostepnej na opakowaniu zestawu, o ile sg przechowywane we
wskazanych temperaturach i w oryginalnych butelkach.

Odczynniki, ktorymi napetniono butelki na odczynniki aparatu QlAcube Connect MDx,

zachowujg stabilnos¢ przez 3 miesigce wprzypadku przechowywania ich
w temperaturze pokojowej (15-25°C).
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Zrekonstytuowana DNaza |(RNFD) zachowuje stabilnos¢ przez 6tygodni pod
warunkiem przechowywania jej w temperaturze 2-8°C w oryginalnej szklanej fiolce
(roztwor podstawowy).

Przeznaczone do jednorazowego uzytku porcje roztworu podstawowego
w probowkach MCT o pojemnosci 1,56 ml (dostarczanych zzestawem) zachowuja
stabilnos¢ przez 9 miesiecy, oile sg przechowywane wtemperaturze -20°C. Po
rozmrozeniu porcje przeznaczone do jednorazowego uzytku zachowujag stabilnos¢
przez 6 tygodni, o ile sg przechowywane w temperaturze 2-8°C.

Pobieranie, przechowywanie i sposéb
postepowania z probkami

Zestaw PAXgene Blood RNA Kit jest przeznaczony do uzytku zprobkami krwi
pobranymi do probéwek PAXgene Blood RNA Tubes. Krew nalezy pobra¢ do probéwek
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) zgodnie z instrukcjami zawartymi w dokumencie
PAXgene Blood RNA Tube — Instrukcja obstugi. W razie potrzeby mozna zapoznac sie
z zaleceniami dotyczgcymi postepowania z probéwkami PAXgene Blood RNA Tubes
(BRT)przedstawionymiw Zatgczniku C(strona 85). Wszystkie probki nalezy traktowac
jako materiat potencjalnie zakazny. Parametry skutecznosci systemu PAXgene Blood
RNA System ustalono wytgcznie za pomoca transkryptow genow FOS ilL1B.
Parametry opisano na stronach 45-48.
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Protokot: recznaizolacja catkowitego RNA
z ludzkiej krwi petnej pobranej do probdéwek
PAXgene Blood RNA Tubes

Wazne informacje przed rozpoczeciem procedury

yA

Upewnic¢ sie, ze opakowanie zestawu jest nienaruszone i nieuszkodzone, a zaden
zbuforow nie wyciekt. Nie uzywac zestawu, ktory jest uszkodzony.

Podczas uzywania pipety nalezy upewnic sie, ze nastawiono jg na odpowiednia
objetosc, a aspiracja i dozowanie ptynu sg wykonywane ostroznie — cata
objetosc¢ ptynu jest pobierana do pipety i wypuszczana z niej.

Aby unikng¢ przenoszenia prébek do nieprawidtowych probowek lub kolumn
wirowkowych, nalezy upewnic sie, ze wszystkie probowki i kolumny wirowkowe
zostaty prawidtowo opisane markerem permanentnym. Opisa¢ wieczko i boczng
czes¢ kazdej probowki (PT, MCT). W przypadku kolumny wirowkowej opisac
boczng czes$¢ powigzanej z nig probdwki PT. Po przeniesieniu ptynu do probowki
lub kolumny wirdwkowej nalezy ja zamknac.

Rozlanie probek i buforéw podczas procedury moze spowodowac obnizenie
uzysku i jakosci RNA.

Wszystkie etapy tego protokotu, w tym etapy wirowania, nalezy wykonywac

w temperaturze pokojowej(15-25°C), o ile nie okreslono inaczej.

powodu czutosci technologii amplifikacji kwasu nukleinowego podczas

postepowania zprobkami konieczne jest podjecie nastepujacych Srodkdéw

ostroznosci w celu unikniecia zanieczyszczenia krzyzowego:

Ostroznie nanosi¢ probke na kolumne wirowkowa (PSC, PRC) za pomocg pipety,
bez zamaczania brzegu kolumny.

Nalezy zawsze zmienia¢ koncéwki do pipet pomiedzy przenoszeniami ptynow.
Uzywac¢ koncowek do pipet z barierg aerozolowa.
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e Unikac¢ dotykania membrany kolumny wirowkowej (PSC, PRC) korncéwka do
pipety.

e Po wytrzgsaniu lub ogrzewaniu probowki MCT krotko odwirowac kolumne, aby
usungc krople z wnetrza wieczka.

® Przezcaty czas przeprowadzania procedury nosi¢ rekawiczki. W przypadku
stycznosci rekawiczek z prébkg natychmiast zmieni¢ rekawiczki.

e Przed umieszczeniem kolumny wiréwkowej (PSC, PRC)w mikrowirowce nalezy ja
zamkna¢. Odwirowac w sposob opisany w procedurze.

e Otwierac tylko jedng kolumne wirowkowa (PSC, PRC) naraz i zachowac
ostroznos¢, aby unikng¢ wytwarzania aerozoli.

e W celuwydajnego rownolegtego przetwarzania wielu probek nalezy napetni¢
statyw probdéwkami PT, do ktorych bedzie mozna przenies¢ kolumny wiréwkowe
(PSC, PRC) po wirowaniu. Wyrzuci¢ zuzyte probéwki PT zawierajgce ptyn, ktory
przeptynat przez kolumne, a nastepnie umiesci¢ kolumny wiréwkowe (PRC, PSC)
w nowych probéwkach PT przed przeniesieniem ich z powrotem do
mikrowiréwki.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem procedury

e Krew nalezy pobrac¢ do probowek PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) zgodnie
zinstrukcjami zawartymi w dokumencie PAXgene Blood RNA Tube — Instrukcja
obstugi. W razie potrzeby mozna zapoznac sie z zaleceniami dotyczacymi
postepowania z probowkami PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) przedstawionymi
w Zataczniku C(strona 85).
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e Abyzapewnic¢ catkowity lize krwinek i precypitacje RNA, nalezy upewnic sie, ze
po pobraniu krwi probéwki PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) sg inkubowane
przez co najmniej 2 godziny w temperaturze pokojowej. Inkubacja probowki
PAXgene Blood RNA Tube (BRT) przez noc moze spowodowac zwiekszenie
uzysku. Jesli przed przeniesieniem probowki do miejsca przechowywania
w temperaturze 2-8°C, -20°C lub -70°C krew nie byta poddana inkubacji wstepne;j
przez 2 godziny w temperaturze pokojowej, przed rozpoczeciem procedury
nalezy doprowadzi¢ probéwke PAXgene Blood RNA Tube (BRT) do temperatury
pokojowej, a nastepnie inkubowac jg w tej temperaturze przez 2 godziny.

e Przeczyta¢ informacje dotyczace bezpieczenstwa na stronie 19.

e Przeczytac¢ wytyczne dotyczace postepowania z RNA (Zatacznik A, strona 81).

e Upewnic sie, ze wyroby i aparaty, takie jak pipety i wytrzgsarka-inkubator, byty
regularnie sprawdzane i kalibrowane zgodnie z wytycznymi producenta.

e \Wytrzagsarki-inkubatora uzywa sie na etapach 5i20. Nastawi¢ temperature
wytrzagsarki-inkubatora na 55°C.
e Podczas przechowywania buforu do wigzania (BR2) moze wytraci¢ sie precypitat.

W razie potrzeby ogrzac bufor do temperatury 37°C, aby rozpusci¢ osad.

e Bufor ptuczacy 2 (BR4)jest dostarczany w postaci koncentratu. Przed pierwszym
uzyciem dodac 4 objetosci etanolu (96-100% o/o, stopien czystosci cz.d.a.),
zgodnie z instrukcja na butelce, aby uzyskac roztwor roboczy.
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e W przypadku uzywania zestawu RNase-Free DNase Set po raz pierwszy nalezy
przygotowac roztwor podstawowy DNazy I. Rozpusci¢ DNaze | w postaci statej
(RNFD; 1500 jednostek Kunitza)* w 550 pl buforu do przygotowywania zawiesiny
DNazy (DRB) dostarczonego z zestawem. Uwazac, aby nie rozsypa¢ DNazy
I(RNFD) podczas otwierania fiolki. Nie wytrzgsac zrekonstytuowanej DNazy
I(RNFD). DNaza | jest szczegdlnie wrazliwa na denaturacje fizyczng. Mieszanie
nalezy wykonywac jedynie poprzez delikatne odwracanie fiolki.

e Zrekonstytuowang DNaze | (RNFD) mozna przechowywac w temperaturze 2-8°C
w oryginalnej szklanej fiolce (roztwor podstawowy) lub w temperaturze -20°C po
podzieleniu roztworu podstawowego ze szklanej fiolki na porcje przeznaczone do
jednorazowego uzytku (w tym celu nalezy uzy¢ dostarczanych z zestawem
probowek MCT o pojemnosci 1,5 ml; dostarczana liczba probéwek umozliwia
wykonanie 5 porcji). Rozmrozone porcje mozna przechowywac w temperaturze
2-8°C. Rozmrozonych porcji nie nalezy zamrazac¢ ponownie.

e Nalezy upewnic sie, ze podczas rekonstytucji i rozdzielania na porcje roztworu
DNazy | (RNFD) przestrzegane sg wytyczne dotyczace postepowania z RNA
(Zatacznik A, strona 81).

Procedura

1. Wirowac probéwke PAXgene Blood RNA Tube (BRT) przez 10 min przy 3000-5000
x g, uzywajgc rotora z wychylnym koszem.
@ Aby zapewni¢ catkowita lize krwinek i precypitacje RNA, nalezy
upewnic sie, ze prébka krwi byta inkubowana w proboéwce PAXgene
Blood RNA Tube (BRT) przez co najmniej 2 godziny w temperaturze
pokojowej (15-25°C).

* Jednostki Kunitza to jednostki powszechnie stosowane do pomiaru DNazy |, definiowane jako ilos¢ DNazy |, ktora
powoduje wzrost wartosci absorbancji Az 0 0,001 na minute na mililitr w temperaturze 25°C, pH 5,0, przy stosowaniu
wysoko spolimeryzowanego DNA jako substratu (Kunitz, M. (1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 363).
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@ W rotorze muszg znajdowac sie adaptery do probowek o okrggtym dnie.
W przypadku uzycia innych typow adapterow do probowek moze dojsc
do pekniecia probéwek podczas wirowania.

. Usungc¢ supernatant poprzez dekantacje lub za pomoca pipety. Doda¢ 4 ml wody

wolnej od RNaz (RNFW) do osadu, a nastepnie zamkng¢ probdwke, uzywajgc

nowego dodatkowego zamknigcia BD Hemogard (dostarczone z zestawem).

W przypadku dekantacji supernatantu nalezy uwazac, aby nie naruszy¢ osadu,

i nalezy osuszy¢ brzeg probdwki czystym recznikiem papierowym.

. Wytrzasa¢ do momentu, gdy widoczne bedzie rozpuszczenie osadu, a nastepnie
wirowac przez 10 min przy 3000-5000 x g, uzywajac rotora z wychylnym koszem.
Usungc i wyrzucic caty supernatant.

Niewielka ilo$¢ nierozpuszczonego osadu w supernatancie obecna po
worteksowaniu, ale przed wirowaniem, nie zaktdci procedury.

Niecatkowite usuniecie supernatantu doprowadzi do inhibicji lizy
i rozcienczenia lizatu, co spowoduje zakt6cenie warunkow wigzania
RNA do membrany PAXgene.

. Dodac 350 pl buforu do przygotowywania zawiesiny (BR1) i wytrzgsac¢ do
momentu, gdy widoczne bedzie rozpuszczenie osadu.

. Zapomoca pipety przeniesc¢ prébke do probdwki MCT o pojemnosci 1,5 ml. Doda¢

300 pl buforu do wigzania (BR2)i 40 pl proteinazy K (PK). Wymiesza¢, wytrzasajac

przez 5 s, a nastepnie inkubowac przez 10 min w temperaturze 55°C przy

400-1400 obr./min, uzywajac wytrzasarki-inkubatora. Po inkubacji nastawic

temperature wytrzasarki-inkubatora na 65°C (do etapu 20).

@ Nie miesza¢ buforu do wigzania (BR2)i proteinazy K (PK) przed
dodaniemich do proébki.

. Zapomocag pipety naniesc¢ lizat bezposrednio na kolumne PSC (kolor liliowy)

umieszczong w probowce PT o pojemnosci 2 ml, a nastepnie wirowac przez 3 min

przy maksymalnej predkosci(ale nie przekraczajac sity odsrodkowej 20 000  g).
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@ Ostroznie naniesc¢ lizat na kolumne wirowkowa (PSC) za pomoca pipety,
a nastepie wzrokowo sprawdzi¢, czy caty lizat zostat przeniesiony na
kolumne wiréwkowa (PSC).

Aby unikna¢ uszkodzenia kolumn (PSC)i probowek (PT), nie nalezy przekraczac
sity odsrodkowej 20 000 x g.

@ Niektore prébki moga przeptynac¢ przez kolumne PSC bez wirowania.
Jest to spowodowane niska lepkosciag probek i nie nalezy tego uznawac
za oznake nieprawidtowego dziatania produktu.

7. Ostroznie przeniesc caty supernatant frakcji, ktora przeptyneta przez kolumne,
do nowej probdwki MCT o pojemnosci 1,5 ml, nie naruszajac osadu
w probowce PT.

8. Dodac 350 pl etanolu (96-100% o/o, stopien czystosci cz.d.a.). Wymieszac,
wytrzasajgc, a nastepnie krotko odwirowac (1-2 s przy 500-1000 x g), aby usungc
krople z wnetrza wieczka.

@ Wirowanie nie moze trwa¢ dtuzej niz1-2 s, gdyz wirowanie przez
dtuzszy czas mogtoby doprowadzi¢ do osadzenia kwasow nukleinowych
i zmniejszenia uzysku catkowitego RNA.

9. Zapomoca pipety nanies¢ 700 pl probki na kolumne PRC (kolor czerwony)
umieszczong w probowce PT o pojemnosci 2 ml, a nastepnie wirowac przez 1min
przy 8000-20 000 x g. Umiesci¢ kolumne wirowkowa (PRC) w nowej probowce PT
0 pojemnosci 2 mli wyrzucic¢ starg probowke PT zawierajgca frakcje, ktora
przeptyneta przez kolumne.

10. Za pomocag pipety nanies¢ pozostatg objetosc¢ probki na kolumne PRC,
anastepnie wirowac przez 1 min przy 8000-20 000 x g. Umiesci¢ kolumne
wirowkowa (PRC) w nowej probowce PT o pojemnosci 2 mli wyrzucic starg
probowke PT zawierajgca frakcje, ktora przeptyneta przez kolumne.

@ Ostroznie nanie$c¢ probke na kolumne wirowkowa (PRC)za pomoca
pipety, a nastepie wzrokowo sprawdzi¢, czy cata probka zostata
przeniesiona na kolumne wiréwkowa (PRC).
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11. Za pomoca pipety naniesc¢ 350 ul buforu ptuczacego 1(BR3) na kolumne PRC.
Wirowaé przez 1 min przy 8000-20 000 = g. Umiesci¢ kolumne wiréwkowa (PRC)
w nowej probéwce PT o pojemnosci 2 mliwyrzuci¢ starg probowke PT
zawierajaca frakcje, ktdéra przeptyneta przez kolumne.

12. Dodac¢ 10 pl roztworu podstawowego DNazy | (RNFD) do 70 pl buforu do trawienia
DNA (RDD) w probowce MCT o pojemnosci 1,5 ml. Wymieszac¢, delikatnie
ostukujac probowke, a nastepnie krotko odwirowac, aby zebra¢ pozostatosci
ptynu ze scianek probéwki.

W przypadku przetwarzania na przyktad 10 prébek dodac 100 pl roztworu
podstawowego DNazy | (RNFD) do 700 pl buforu do trawienia DNA (RDD). Uzywac
probéwek MCT o pojemnosci 1,5 ml dostarczonych z tym zestawem.

@ DNaza | jest szczegdlnie wrazliwa na denaturacje fizyczng. Mieszanie
nalezy wykonywac jedynie poprzez delikatne ostukiwanie probowki. Nie
wytrzasac.

13. Za pomocg pipety nanies$¢ mieszanine inkubacyjng DNazy | (RNFD)(80 pl)
bezposrednio na membrane kolumny PRC i pozostawi¢ na stole roboczym

(20-30°C) na 15 min.

@ Upewni¢ sig, ze mieszanina inkubacyjna DNazy | (RNFD) zostata
naniesiona bezposrednio na membrane. Trawienie DNaz bedzie
niecatkowite, jesli czes¢ mieszaniny zostanie naniesiona na scianki lub
pierscien O-ring kolumny wiréwkowej (PRC)i pozostanie na nim.

14.Za pomoca pipety naniesc¢ 350 pl buforu ptuczacego 1(BR3) na kolumne PRC,
anastepnie wirowac przez 1 min przy 8000-20 000 x g. Umiesci¢ kolumne
wirowkowg (PRC) w nowej probowce PT o pojemnosci 2 mliwyrzuci¢ starg
probowke PT zawierajaca frakcje, ktora przeptyneta przez kolumne.

15. Za pomoca pipety nanies¢ 500 pl buforu ptuczacego 2 (BR4) na kolumne PRC,
anastepnie wirowac przez 1 min przy 8000-20 000 x g. Umiesci¢ kolumne
wirowkowa (PRC)w nowej probowce PT o pojemnosci 2 mli wyrzucic starg
probdwke PT zawierajgcy frakcje, ktora przeptyneta przez kolumne.
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@ Bufor ptuczacy 2 (BR4)jest dostarczany w postaci koncentratu. Przed
uzyciem upewnic sie, ze do buforu ptuczacego 2 (BR4) dodano etanol
(patrz ,Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem procedury”,
strona 27).

16. Naniesc¢ kolejne 500 pl buforu ptuczacego 2 (BR4) na kolumne PRC. Wirowac
przez 3 min przy 8000-20 000 x g.

17. Wyrzuci¢ probowke PT zawierajgca frakcje, ktora przeptyneta przez kolumne,

i umiescic¢ kolumne PRC w nowej probéwce PT o pojemnosci 2 ml. Wirowac przez
1min przy 8000-20 000 x g.

18. Wyrzuci¢ probowke PT zawierajgca frakcje, ktora przeptyneta przez kolumne.
Umiescic¢ kolumne PRC w probowce MCT o pojemnosci 1,5 ml, a nastepnie za
pomocg pipety nanies¢ 40 pl buforu do elucji (BR5) bezposrednio na membrane
kolumny PRC. Wirowac przez 1 min przy 8000-20 000 = g w celu elucji RNA.

W celu osiggniecia maksymalnej wydajnosci elucji istotne jest, aby zwilzy¢ cata
membrane buforem do elucji (BR5).

19. Powtorzy¢ etap elucji(etap 18) w opisany sposéb, uzywajac 40 pl buforu do elucji
(BR5)i tej samej probowki MCT.

20. Inkubowact eluat przez 5 min w temperaturze 65°C w wytrzgsarce-inkubatorze
(z etapu 5) bez wytrzgsania. Po inkubacji niezwtocznie schtodzi¢ na lodzie.
@ Ta inkubacja probek w temperaturze 65°C powoduje denaturacje RNA

do dalszych zastosowan. Etapu tego nie nalezy pomija¢ nawet jesli

w dalszych zastosowaniach uwzgledniony jest etap denaturacji
cieplnej. Dostateczny stopien denaturacji RNA na tym etapie ma
kluczowe znaczenie dla uzyskania maksymalnej wydajnosci w dalszych

zastosowaniach.

Nie przekracza¢ czasu lub temperatury inkubacji.
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21. Jesli prébki RNA nie bedg od razu wykorzystywane, nalezy przechowywac je
w temperaturze -20°C lub -70°C.

Ze wzgledu na to, ze po cyklach zamrazania i rozmrazania RNA pozostaje

w postaci zdenaturowanej, nie jest konieczne powtarzanie inkubacji

w temperaturze 65°C. W przypadku uzywania probek RNA w oznaczeniu
diagnostycznym nalezy postepowac zgodnie z instrukcjami dostarczonymi przez
producenta.

W celu doktadnego oznaczenia ilosciowego RNA poprzez pomiar absorbancji
przy dtugosci fali 260 nm zalecamy rozcienczenie probek buforem Tris-HCI

o stezeniu 10 mM, pH 7,5.* Rozcienczenie probki w wodzie wolnej od RNaz moze
spowodowac otrzymanie nieprawidtowo niskich wartosci.

Wyzerowac spektrofotometr za pomoca proby slepej zawierajacej bufor do elucji
(BR5)i bufor Tris-HCI w takim samym stosunku jak w mierzonych prébkach.
Bufor do elucji (BR5) charakteryzuje sie wysokg absorbancja przy dtugosci fali
220 nm, co, w przypadku nieprawidtowego wyzerowania spektrofotometru,
moze spowodowac otrzymanie wysokiego poziomu absorbancji tta.

@ W celu oznaczeniailosciowego w buforze Tris-HCI nalezy skorzystac
z zaleznosci Ao = 1= 44 pg/ml. Patrz Zatacznik B, strona 83.

22.Zamkna¢ wszystkie butelki zawierajgce bufory i wode wolng od RNaz, fiolki
i probdwki zawierajgce enzymy i bufory dla enzymdw oraz torebki zawierajgce
materiaty z tworzywa sztucznego z zestawu uzywanego do wykonania protokotu.
Przechowywac pozostate sktadniki zestawu zgodnie z informacjami podanymi
w czesciach ,Przechowywanie i sposob postepowania z odczynnikami”
(strona 24)i,Stabilnos¢ w trakcie uzytkowania”(strona 24) do momentu, gdy
beda potrzebne.

*Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywac odpowiedniego fartucha laboratoryjnego, rekawiczek
jednorazowych i okularéw ochronnych. W celu uzyskania dodatkowych informacji nalezy zapoznac sie z odpowiednimi
kartami charakterystyki (Safety Data Sheet, SDS) dostepnymi u producentéw poszczegolnych produktow.
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Protokot: zautomatyzowana izolacja
catkowitego RNA z ludzkiej krwi petnej pobranej
do probowek PAXgene Blood RNA Tubes (BRT)

Wazne informacje przed rozpoczeciem procedury

Z

Upewnic¢ sie, ze opakowanie zestawu jest nienaruszone i nieuszkodzone, a zaden
zbuforow nie wyciekt. Nie uzywac zestawu, ktory jest uszkodzony.

Podczas uzywania pipety nalezy upewnic sie, ze nastawiono jg na odpowiednia
objetosc, a aspiracja i dozowanie ptynu sg wykonywane ostroznie — cata
objetosc¢ ptynu jest pobierana do pipety i wypuszczana z niej.

Aby unikng¢ przenoszenia prébek do nieprawidtowych probéwek i sprzetu
wykonanego z tworzywa sztucznego, nalezy upewnic sie, ze wszystkie probowki
PT, probowki MCT i adaptery rotora zostaty prawidtowo opisane markerem
permanentnym. Opisac¢ wieczko i boczng czes¢ kazdej probdwki MCT, bocznag
czesc¢ kazdej probowki PT i zewnetrzng scianke kazdego adaptera rotora.

Rozlanie probek i buforéw podczas procedury moze spowodowac obnizenie
uzysku i jakosci RNA.

Wszystkie etapy tego protokotu, w tym etapy wirowania, nalezy wykonywac
w temperaturze pokojowej(15-25°C), o ile nie okreslono inacze;j.

powodu czutosci technologii amplifikacji kwasu nukleinowego podczas

postepowania zprobkami konieczne jest podjecie nastepujacych srodkéw

ostroznosci w celu unikniecia zanieczyszczenia krzyzowego:

Za pomoca pipety ostroznie przenies¢ probke na dno probowki PT, bez
zamaczania brzegu probowki.

Nalezy zawsze zmienia¢ koncowki do pipet pomiedzy przenoszeniami ptynow.
Uzywac koncowek do pipet z barierg aerozolowa.
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Unika¢ dotykania membrany kolumny wirowkowej (PSC, PRC) korncéwka do
pipety.
Po wytrzasaniu lub ogrzewaniu probéwki MCT krotko odwirowac kolumne, aby

usungc¢ krople z wnetrza wieczka.

Przez caty czas przeprowadzania procedury nosi¢ rekawiczki. W przypadku
stycznosci rekawiczek z prébkg natychmiast zmieni¢ rekawiczki.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem procedury

Krew nalezy pobrac¢ do probéwek PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) zgodnie
zinstrukcjami zawartymi w dokumencie PAXgene Blood RNA Tube — Instrukcja
obstugi. W razie potrzeby mozna zapoznac sie z zaleceniami dotyczacymi
postepowania z probowkami PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) przedstawionymi
w Zatgczniku C(strona 85).

Aby zapewni¢ catkowita lize krwinek i precypitacje RNA, nalezy upewni¢ sie, ze
po pobraniu krwi probéwki PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) sg inkubowane
przez co najmniej 2 godziny w temperaturze pokojowe;j. Inkubacja probowki
PAXgene Blood RNA Tube (BRT) przez noc moze spowodowac zwiekszenie
uzysku. Jesli po pobraniu krwi probowka PAXgene Blood RNA Tube (BRT) byta
przechowywana w temperaturze 2-8°C, -20°C lub -70°C, przed rozpoczeciem
procedury nalezy doprowadzi¢ jg do temperatury pokojowej, a nastepnie
przechowywac ja w temperaturze pokojowej przez 2 godziny.

Przeczytac informacje dotyczace bezpieczenstwa na stronie 19.
Nalezy zapoznac¢ sie z zawartoscig czesci ,Wazne uwagi” na stronie 62.
Przeczytac¢ wytyczne dotyczace postepowania z RNA(Zatacznik A, strona 81).

Przeczytac podrecznik uzytkownika aparatu QlAcube Connect MDx i wszelkie
dodatkowe informacje dostarczone z aparatem, zwracajac szczegdlng uwage na
informacje dotyczgce bezpieczenstwa.
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Nalezy dopilnowac, aby wyroby i aparaty, takie jak pipety oraz aparat OlAcube
Connect MDx, byty reqularnie sprawdzane i kalibrowane zgodnie z wytycznymi
producenta.

Podczas przechowywania buforu do wigzania (BR2) moze wytracic¢ sie precypitat.
W razie potrzeby ogrzac bufor do temperatury 37°C, aby rozpusci¢ osad.

Bufor ptuczacy 2 (BR4) jest dostarczany w postaci koncentratu. Przed pierwszym
uzyciem dodac¢ odpowiednig objetosc¢ etanolu (96-100% o/o, stopien czystosci
cz.d.a.), zgodnie z instrukcjg na butelce, aby uzyskac roztwér roboczy.

W przypadku uzywania zestawu RNase-Free DNase Set po raz pierwszy nalezy
przygotowac roztwor podstawowy DNazy I. Rozpusci¢ DNaze | w postaci statej
(RNFD; 1500 jednostek Kunitza)* w 550 pl buforu do przygotowywania zawiesiny
DNazy (DRB) dostarczonego z zestawem. Uwazac, aby nie rozsypac¢ DNazy
I(RNFD) podczas otwierania fiolki. Nie wytrzasac zrekonstytuowanej DNazy
I(RNFD). DNaza | jest szczegolnie wrazliwa na denaturacje fizyczna. Mieszanie
nalezy wykonywac jedynie poprzez delikatne odwracanie fiolki.

e Zrekonstytuowang DNaze | (RNFD) mozna przechowywac w temperaturze 2-8°C
w oryginalnej szklanej fiolce (roztwor podstawowy) lub w temperaturze -20°C po
podzieleniu roztworu podstawowego ze szklanej fiolki na porcje przeznaczone do
jednorazowego uzytku (w tym celu nalezy uzy¢ dostarczanych z zestawem
probowek MCT o pojemnosci 1,5 ml; dostarczana liczba probéwek umozliwia
wykonanie 5 porcji). Rozmrozone porcje mozna przechowywac¢ w temperaturze
2-8°C. Rozmrozonych porcji nie nalezy zamraza¢ ponownie.

e Nalezy upewnic sie, ze podczas rekonstytucji i rozdzielania na porcje roztworu
DNazy | (RNFD) przestrzegane sg wytyczne dotyczace postepowania z RNA
(Zatacznik A, strona 81).

* Jednostki Kunitza to jednostki powszechnie stosowane do pomiaru DNazy |, definiowane jako ilos¢ DNazy |, ktora
powoduje wzrost wartosci absorbancji Az 0 0,001 na minute na mililitr w temperaturze 25°C, pH 5,0, przy stosowaniu
wysoko spolimeryzowanego DNA jako substratu (Kunitz, M. (1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 363).
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e Zamontowac odpowiedni adapter wytrzgsarki(dostarczany z aparatem QlAcube
Connect MDx; uzywac adaptera dla probdwek z zabezpieczeniem typu safe-lock
o0 pojemnoséci 2 ml; oznaczony cyfra ,2"), a nastepnie umiescic¢ statyw wytrzasarki
na adapterze.

e Sprawdzi¢ szuflade Waste (Odpady)i w razie potrzeby oproznic ja.

e Zainstalowac¢ wszelkie powigzane protokoty, jesli nie wykonano tego wczesniej
przy okazji poprzednich cykli roboczych. Aparat QlAcube Connect MDx wymaga

pobrania wszystkich protokotéw zapisanych w powigzanym pliku zip. Patrz
JInstalowanie protokotow w aparacie QlAcube Connect MDx", strona 64.

Procedura

1. Zamkng¢ pokrywe aparatu QlAcube Connect MDx, a nastepnie wtgczy¢ aparat,
uzywajac przetacznika zasilania(patrz Ryc. 15, strona 63).

Zostanie wyemitowany sygnat dzwiekowy i pojawi sie ekran poczatkowy. Aparat
automatycznie wykonuje testy w ramach inicjalizacji.

2. Otworzy¢ pokrywe aparatu QlAcube Connect MDx, a nastepnie zatadowac
wymagane odczynniki i sprzet wykonany z tworzywa sztucznego do aparatu.
Patrz ,k£adowanie aparatu QlAcube Connect MDx", strona 65.

W celu zaoszczedzenia czasu tadowanie mozna wykonywac podczas jednego lub
obu 10-minutowych etapéw wirowania (etapy 3 i 5) opisanych ponize;j.

3. Wirowac probowke PAXgene Blood RNA Tube (BRT) przez 10 min przy
3000-5000 x g, uzywajgc rotora z wychylnym koszem.

@ Aby zapewni¢ catkowita lize krwinek i precypitacje RNA, nalezy
upewnic sie, ze prébka krwi byta inkubowana w proboéwce PAXgene
Blood RNA Tube (BRT) przez co najmniej 2 godziny w temperaturze
pokojowej (15-25°C).

@ W rotorze muszag znajdowac sie adaptery do probowek o okraggtym dnie.
W przypadku uzycia innych typoéw adapterow do probowek moze dojs¢
do pekniecia probowek podczas wirowania.
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4. Usuna¢ supernatant poprzez dekantacje lub za pomoca pipety. W przypadku
dekantacji supernatantu nalezy uwazac, aby nie naruszy¢ osadu, i nalezy osuszyc¢
brzeg probowki czystym recznikiem papierowym. Doda¢ 4 ml wody wolnej od
RNaz (RNFW)do osadu, a nastepnie zamkna¢ probdwke, uzywajac nowego
dodatkowego zamkniecia BD Hemogard (dostarczone z zestawem).

5. Wytrzasa¢ do momentu, gdy widoczne bedzie rozpuszczenie osadu, a nastepnie
wirowac przez 10 min przy 3000-5000 x g, uzywajac rotora z wychylnym koszem.
Usungc¢ i wyrzucic¢ caty supernatant.

Niewielka ilo$¢ nierozpuszczonego osadu w supernatancie obecna po
worteksowaniu, ale przed wirowaniem, nie zaktéci procedury.

@ Niecatkowite usuniecie supernatantu doprowadzi do inhibicji lizy
i rozcienczenia lizatu, co spowoduje zakt6cenie warunkow wigzania
RNA do membrany PAXgene.

6. Dodac 350 pl buforu do przygotowywania zawiesiny (BR1)i wytrzasac do
momentu, gdy widoczne bedzie rozpuszczenie osadu.

7. Zapomoca pipety przeniesc probke do probowki PT o pojemnosci 2 ml.
@ Uzywac probowek PT o pojemnosci 2 ml dotgczonych do zestawu
PAXgene Blood RNA Kit.

8. Zatadowac otwarte probdwki PT zawierajgce prébki do wytrzasarki aparatu
OlAcube Connect MDx(patrz Ryc. 18, strona 67). W celu utatwienia tadowania
ponumerowano pozycje probek. Wtozy¢ ztgcza statywu wytrzgsarki(dostarczane
z aparatem QlAcube Connect MDx) do gniazd znajdujgcych sie przy krawedzi
wytrzasarki, obok kazdej probowki PT. Umozliwia to detekcje prébek podczas
kontroli zatadowanych materiatow.

@ Nalezy upewnic sie, ze zamontowano odpowiedni adapter wytrzasarki
(adapter wytrzasarki, dla probowek z zabezpieczeniem typu safe-lock
0 pojemnosci 2 ml, oznaczony cyfrg 2", dostarczany z aparatem
QlAcube Connect MDx).

PAXgene Blood RNA Kit — Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi) 02/2023 39



@ W przypadku przetwarzania mniej niz 12 probek nalezy upewnic sie, ze
statyw wytrzgsarki zatadowano w sposob przedstawiony na Ryc. 22,
strona 71. Nie mozna przetwarzac jednej (1) probki ani 11 probek. Numery
pozycji w statywie wytrzasarki odpowiadajg numerom pozycji
w wiréwce.

9. Zamkng¢ pokrywe aparatu QlAcube Connect MDx (patrz Ryc. 15, strona 63).

10. Wybrac¢ protokot ,PAXgene Blood RNA Part A”(PAXgene Blood RNA — czesc A)
i uruchomi¢ go.

Postepowac zgodnie z instrukcjami wyswietlanymi na ekranie dotykowym
aparatu QlAcube Connect MDx.

@ Upewnic sig, ze w aparacie QlAcube Connect MDx zainstalowano obie
czesci programu (czes$c¢ Ai czesé B)(patrz Instalowanie protokotéw
w aparacie QlAcube Connect MDx", strona 64).

@ Aparat wykona kontrole zatadowanych materiatow dla probek,
koncowek do pipety, adapterow rotora i butelek na odczynniki.

11. Po ukonczeniu protokotu ,PAXgene Blood RNA Part A”(PAXgene Blood RNA
— cze$c A) nalezy otworzy¢ pokrywe aparatu QlAcube Connect MDx (patrz Ryc. 15,
strona 63). Wyciggnac¢ kolumny PRC z adapterow rotora i puste probdwki PT
z wytrzasarki i wyrzucic je.

Podczas wykonywania programu aparat przenosi kolumny wirowkowe
z pozycji 1adaptera rotora(pozycja L1 wieczka) na pozycje 3 adaptera
rotora(pozycja L2 wieczka)(patrz Ryc. 20, strona 69).

12. Zamkna¢ wieczka wszystkich probéwek MCT o pojemnosci 1,5 ml zawierajgcych
oczyszczony RNA w adapterach rotora(pozycja 3, pozycja L3 wieczka, patrz Ryc.
20, strona 69). Przenies¢ probdwki MCT o pojemnosci 1,5 ml do adaptera
wytrzgsarki aparatu QlAcube Connect MDx (patrz Ryc. 18, strona 67).

13. Zamkna¢ pokrywe aparatu QlAcube Connect MDx (patrz Ryc. 15, strona 63).
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14. Wybrac protokot ,PAXgene Blood RNA Part B”(PAXgene Blood RNA — cze$¢ B)
i uruchomic go.

Postepowac zgodnie z instrukcjami wyswietlanymi na ekranie dotykowym
aparatu QlAcube Connect MDx.

@ W trakcie tego programu wykonywana jest inkubacja probek
w temperaturze 65°C, ktora powoduje denaturacje RNA do dalszych
zastosowan. Etapu tego nie nalezy pomija¢ nawet jesli w dalszych
zastosowaniach uwzgledniony jest etap denaturacji cieplne;j.
Dostateczny stopien denaturacji RNA na tym etapie ma kluczowe
znaczenie dla uzyskania maksymalnej wydajnosci w dalszych
zastosowaniach.

15. Po ukonczeniu programu ,PAXgene Blood RNA Part B"(PAXgene Blood
RNA — cze$c¢ B) nalezy otworzy¢ pokrywe aparatu QlAcube Connect MDx
(patrz Ryc. 15, strona 63). Niezwtocznie umiescic¢ zawierajgce oczyszczony RNA
probowki MCT na lodzie.

OSTRZEZENIE: Gorgca powierzchnia. Wytrzgsarka moze osiggnac
temperature do 70°C. Unika¢ kontaktu z gorgcg powierzchnia.

@ Nie pozostawia¢ oczyszczonego RNA w aparacie QlAcube Connect MDx.
Oczyszczony RNA moze ulec rozktadowi, gdyz prébki nie sg schtodzone.
Z tego wzgledu nie jest zalecane przeprowadzanie cykli przygotowan
probek przez noc, bez nadzoru.

16. Jesli prébki RNA nie bedg od razu wykorzystywane, nalezy przechowywac je
w temperaturze —20°C lub =70°C.
Ze wzgledu na to, ze po cyklach zamrazania i rozmrazania RNA pozostaje
w postaci zdenaturowanej, nie jest konieczne powtarzanie protokotu inkubacji
cieplnej(,PAXgene Blood RNA Part B")(PAXgene Blood RNA — czes$¢ B).
W przypadku uzywania probek RNA w oznaczeniu diagnostycznym nalezy
postepowac zgodnie z instrukcjami dostarczonymi przez producenta.
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W celu doktadnego oznaczenia ilosciowego RNA poprzez pomiar absorbancji
przy dtugosci fali 260 nm zalecamy rozcienczenie probek buforem Tris-HCI

o stezeniu 10 mM, pH 7,5.* Rozcienczenie probki w wodzie wolnej od RNaz moze
spowodowac otrzymanie nieprawidtowo niskich wartosci.

Wyzerowac spektrofotometr za pomoca proby slepej zawierajgcej bufor do elucji
(BR5)i bufor Tris-HCI w takim samym stosunku jak w mierzonych prébkach.
Bufor do elucji (BR5) charakteryzuje sie wysokg absorbancja przy dtugosci fali
220 nm, co, w przypadku nieprawidtowego wyzerowania spektrofotometru,
moze spowodowac otrzymanie wysokiego poziomu absorbancji tta.

@ W celu oznaczeniailosciowego w buforze Tris-HCI nalezy skorzystac
z nastepujacej zaleznosci
Aggo=1= 44 pg/ml. Patrz Zatacznik B, strona 83.

17. Wyciggnac¢ statyw na butelki na odczynniki ze stotu roboczego aparatu QlAcube
Connect MDx (patrz Ryc. 18, strona 67), a nastepnie zamknac¢ wszystkie butelki na
odczynniki odpowiednio oznaczonymi wieczkami. Zamkng¢ wszystkie butelki
zawierajace bufory i wode wolng od RNaz, fiolki i probowki zawierajace enzymy
i bufory dla enzymow oraz torebki zawierajgce materiaty z tworzywa sztucznego
z zestawu uzywanego do wykonania protokotu. Przechowywac pozostate
sktadniki zestawu i butelki na odczynniki zgodnie z informacjami podanymi
w czesciach ,Przechowywanie i sposob postepowania z odczynnikami”

(strona 24)i,Stabilno$¢ w trakcie uzytkowania”(strona 24) do momentu, gdy
bedg potrzebne.

Usunat i wyrzucic¢ pozostate odczynniki znajdujgce sie w proboéwkach PT

w gniazdach na probowki MCT aparatu QlAcube Connect MDx. Wyciagnac¢
adaptery rotora z wirowki i wyrzuci¢ je. Oprozni¢ szuflade na odpady aparatu
OlAcube Connect MDx (patrz Ryc. 15, strona 63). Zamkna¢ pokrywe aparatu,
a nastepnie wytaczy¢ aparat, uzywajac przetacznika zasilania.

* Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywa¢ odpowiedniego fartucha laboratoryjnego, rekawiczek
jednorazowych i okularéw ochronnych. W celu uzyskania dodatkowych informacji nalezy zapoznac¢ sie z odpowiednimi
kartami charakterystyki (Safety Data Sheet, SDS) dostepnymi u producentéw poszczegolnych produktow.
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Ograniczenia w zakresie stosowania produktu

Zestaw PAXgene Blood RNA Kit jest przeznaczony do izolacji RNA
wewnatrzkomorkowego z ludzkiej krwi petnej (4,8 x 108 - 1,1 x 107 leukocytow/ml) do
zastosowan diagnostyki in vitro. Nie jest on przeznaczony do izolacji DNA
genomowego lub wirusowych kwasow nukleinowych zludzkiej krwi petnej. Ze
wzgledu na ograniczong liczbe transkryptow zwalidowanych pod katem specyfikacji
stabilizacji(transkrypty genéw FOS i IL1B) nie okreslono parametréw skutecznoscidla
wszystkich transkryptéw. W celu okreslenia, czy konieczne jest przeprowadzenie
walidacji dla innych transkryptow, uzytkownik powinien dokonac¢ przegladu danych
producentaoraz wtasnych danych. Sktadniki tego zestawu sa przeznaczone do uzycia
wytgcznie w ramach protokotu recznego i protokotu zautomatyzowanego opisanych
w tej instrukcji uzycia.

Informacje na temat uzycia probéwek PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) zawiera

dokument PAXgene Blood RNA Tube — Instrukcja obstugi (PAXgene Blood RNA Tube
Handbook).

Kontrola jakosci

Zgodnie z poswiadczonym certyfikatem ISO systemem zarzadzania jakoscig firmy
OIAGEN kazda seria zestawu PAXgene Blood RNA Kit jest testowana pod katem
wstepnie ustalonych specyfikacji w celu zapewnienia spojnej jakosci produktu.

PAXgene Blood RNA Kit — Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi) 02/2023 43



Parametry skutecznosci

Pobieranie i stabilizacja probek

Probowki PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) zawierajg zastrzezony odczynnik do
stabilizacji RNA. Dodatek ten chroni czasteczki RNA przed rozktadem przez RNazy
iminimalizuje zmiany w ekspresji genow zachodzace pozaustrojowo. Probdwki
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) sg przeznaczone do pobierania ludzkiej krwi petnej
i stabilizacji RNA komdrkowego przez maksymalnie 3 dni w temperaturze 18-25°C
(Ryc. 4 iRyc. 5, strony 45 i46) lub przez maksymalnie 5 dni w temperaturze 2-8°C
(Ryc. 6 iRyc. 7, strony 47 i48). Stabilizowang krew mozna réwniez przechowywac
w postaci zamrozonej. Aktualnie dostepne dane wskazuja, ze mozliwa jest
stabilizacja komérkowego RNA przez co najmniej 11 lat w temperaturze -20°C lub -
70°C*. Aby uzyskac wiecej danych z trwajgcych badan dotyczacych oceny stabilnosci
probek  wdtuzszej perspektywie czasowej, nalezy odwiedzi¢  strone
www.preanalytix.com lub skontaktowac sie z dziatem serwisu technicznego firmy
OIAGEN.

Rzeczywisty okres stabilizacji RNA moze rézni¢ sie w zaleznosci od rodzaju RNA
komorkowego ijego dalszego zastosowania. Ze wzgledu na ograniczong liczbe
transkryptow zwalidowanych pod katem specyfikacji stabilizacji (transkrypty genow
FOS iIL1B) nie okreslono parametrow skutecznosci dla wszystkich transkryptow.
W celu okres$lenia, czy konieczne jest przeprowadzenie walidacji dla innych
transkryptow, uzytkownik powinien dokona¢ przegladu danych producenta oraz
wtasnych danych.

* Obecnie trwa dtugoterminowe badanie przechowywania krwi w probowkach PAXgene Blood RNA Tubes.
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Przechowywanie (dni)
Ryc. 4: Stabilnos¢ RNA w probkach krwi w temperaturze 18-25°C: FOS. Pobrano krew od 10 dawcéw bez objawow
chorobowych i otrzymane probki przechowywano (w dwoch powtérzeniach) w temperaturze 18-25°C przez wskazang
liczbe dni, po ktorej wykonywano izolacje catkowitego RNA. [A]Krew pobrano i przechowywano w probowkach PAXgene
Blood RNA Tubes (BRT), a nastepnie oczyszczono catkowity RNA za pomoca zestawu PAXgene Blood RNA Kit. [B] Krew
pobrano i przechowywano w standardowych probéwkach do pobierania krwi z EDTA jako antykoagulantem, a nastepnie
oczyszczono catkowity RNA, stosujac standardowa metode izolacji zwigzkdéw organicznych z oczyszczeniem RNA na
membranie krzemionkowej. Wzgledne poziomy transkryptéw FOS okreslono, przeprowadzajac reakcje dupleks real-time
RT-PCR przy uzyciu 18S rRNA jako wzorca wewnetrznego. Wartosci dla wszystkich probek naniesiono na wykres wraz ze
$rednimi i odchyleniami standardowymi wszystkich prébek. Linie przerywane wskazuja +3x catkowita precyzje
oznaczenia (2,34 Cr).
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Ryc. 5: Stabilno$é RNA w prébkach krwi w temperaturze 18-25°C: IL1B. Pobrano krew i oczyszczono catkowity RNA po
przechowywaniu probek w temperaturze 18-25°C, zgodnie z opisem na Ryc. 4. Wzgledne poziomy transkryptow IL1B
okreslono, przeprowadzajac reakcje dupleks real-time RT-PCR przy uzyciu 18S rRNA jako wzorca wewnetrznego.
Wartosci dla wszystkich prébek naniesiono na wykres wraz ze srednimi i odchyleniami standardowymi wszystkich
prébek. Linie przerywane wskazujg +3x catkowita precyzje oznaczenia (1,93 Cr).
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Przechowywanie (dni)
Ryc. 6: Stabilno$é RNA w prébkach krwi w temperaturze 2-8°C: FOS. Pobrano krew od 10 dawcow i otrzymane probki
przechowywano (w dwdch powtorzeniach) w temperaturze 2-8°C przez wskazana liczbe dni, po ktorej wykonywano
izolacje catkowitego RNA.[A]Krew pobrano i przechowywano w probéwkach PAXgene Blood RNA Tubes (BRT),
anastepnie oczyszczono catkowity RNA za pomoca zestawu PAXgene Blood RNA Kit. [B]Krew pobrano
i przechowywano w standardowych probéwkach do pobierania krwi z EDTA jako antykoagulantem, a nastepnie
oczyszczono catkowity RNA, stosujac standardowa metode izolacji zwigzkéw organicznych z oczyszczeniem RNA na
membranie krzemionkowej. Wzgledne poziomy transkryptéw FOS okreslono, przeprowadzajac reakcje dupleks real-time
RT-PCR przy uzyciu 18S rRNA jako wzorca wewnetrznego. Wartosci dla wszystkich probek naniesiono na wykres wraz ze
$rednimi i odchyleniami standardowymi wszystkich prébek. Linie przerywane wskazujg +3x catkowita precyzje
oznaczenia (2,34 Cr).
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Ryc. 7: Stabilno$é RNA w probkach krwi w temperaturze 2-8°C: IL1B. Pobrano krew i oczyszczono catkowity RNA po
przechowywaniu probek w temperaturze 2-8°C, zgodnie z opisem na Ryc. 6. Wzgledne poziomy transkryptow IL1B
okreslono, przeprowadzajac reakcje dupleks real-time RT-PCR przy uzyciu 18S rRNA jako wzorca wewnetrznego.
Wartosci dla wszystkich prébek naniesiono na wykres wraz ze srednimi i odchyleniami standardowymi wszystkich
probek. Linie przerywane wskazujg +3x catkowita precyzje oznaczenia (1,93 Cr).
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Recznaizolacja RNA

Catkowity RNA wyizolowany za pomoca systemu PAXgene Blood RNA System jest
czysty. W przypadku stosowania protokotu recznego wartosci Azso/ Agso mieszczg sie
w zakresie od 1,8 do 2,2, a DNA genomowy jest obecny w stezeniu <1% (stezenie
procentowe wagowe) w >95% sposrdd wszystkich probek, co zmierzono, wykonujac
ilosciowa reakcje real-time PCR dla sekwencji genu beta-aktyny. W co najmniej 95%
sposrod probek nie zaobserwowano inhibicji reakcji RT-PCR, gdy eluat stanowit do
30% objetosci reakcji RT-PCR.

W przypadku stosowania protokotu recznego sredni czas przygotowania probki
(na podstawie danych uzyskanych z12 cykli przygotowan prébek) wynosi okoto 90
min*, przy czym czas pracy recznej wynosijedynie 40 min. Uzyski RNA z 2,5 ml ludzkiej
krwi petnej pobranej od osoby zdrowej sg >3 ug dla >95% sposrod przetworzonych
probek. Ze wzgledu na to, ze uzyski zaleza wznacznym stopniu od dawcy,
poszczegolne uzyski moga sie rozni¢ miedzy sobg. System PAXgene Blood RNA
System zapewnia wysoka odtwarzalno$¢ i powtarzalnos¢ uzyskow (Ryc. 8 i Ryc. 9,
strony 50 i 51) oraz odtwarzalnos¢ i powtarzalnos$¢ reakcji RT-PCR (Ryc. 10 i Ryc. 11,
strony 56 i57) dla poszczegdlnych dawcow, co sprawia, Ze jest wysoce skuteczny
w przypadku klinicznych testow diagnostycznych.

Ryc. 8 (strona 50) wskazuje 0golng powtarzalnosc¢ i odtwarzalnos¢ systemu PAXgene
Blood RNA System. Wykonano dodatkowe badania w celu wykazania wptywu réznych
serii zestawu PAXgene Blood RNA Kit oraz r6znych operatoréw na odtwarzalnos¢
uzysku RNA i wydajnosc reakcji real-time RT-PCR. Ze wzgledu na to, ze do badan tych
uzywano zbiorczych probek krwi, a nie pojedynczych probowek PAXgene Blood RNA
Tubes (BRT), wyniki nie odzwierciedlajg powtarzalnosci systemu, w tym zmiennosci
miedzy poszczegdlnymi pobraniami krwi, ale jedynie powtarzalno$¢ przygotowania
probek (patrz Ryc. 9, strona 51).

* Catkowity czas trwania protokotu, w tym poczatkowe etapy postepowania z probdwkami PAXgene Blood RNA Tubes
(wirowania, przeptukiwanie osadu i ponowne zawieszanie osadu).
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Uzysk RNA (pg/2,5 ml krwi)
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Ryc. 8: Odtwarzalna i powtarzalna izolacja RNA. Kazdy z 3 technikow (A, B, C) przetworzyt recznie po cztery probki krwi
od kazdego z 14 dawcow. Uzywano trzech zestawow wyposazenia, a wszystkie probki przygotowane przez danego
technika byty przetwarzane za pomoca tego samego wyposazenia. [ A] Przedstawiono srednie i odchylenia standardowe
uzysku RNA dla powtérzen probek pobranych od tych samych dawcéw, przetwarzanych przez roznych technikow. [B]

3 réznych technikéw przetworzyto po dwanascie powtorzen probek krwi od kazdego z 14 dawcéw. Przedstawiono
srednie i odchylenia standardowe uzysku RNA dla prébek pobranych od tych samych dawcéw, przetwarzanych przez
wszystkich technikéw. Dla wszystkich probek RNA wartosci stosunku Azse/ Azso miescity sie w zakresie od 1,8 do 2,2.
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Ryc. 9: Powtarzalnos¢ i odtwarzalnos$¢ uzysku RNA dla réznych operatorow i serii zestawu PAXgene Blood RNA Kit
przy uzyciu zbiorczych probek krwi. Probki krwi pobrane od 30 roznych dawcéw zebrano do probowek PAXgene Blood
RNA Tubes (BRT; 12 probowek na dawce, tacznie 360 probowek). Zawarto$¢ probowek zawierajacych probki od
3 dawcow potaczono w jedng prébke, a nastepnie ponownie rozdzielono na 36 probek. 3 réznych operatorow
przetworzyto recznie te 36 probek otrzymanych z puli 3 dawcow. Kazdy operator uzywat 3 réznych serii zestawu
PAXgene Blood RNA Kit do izolacji RNA i przetwarzania czterech powtérzen probek z kazdej z 10 pul dawcow. [A]Uzysk
RNA i odchylenie standardowe dla kazdej kombinacji operator-seria. 3 roznych operatoréw (A, B, C) przetworzyto po
cztery powtdrzenia probek krwi z 10 pul dawcow, uzywajac kazdej z 3 serii zestawu (1, 2, 3). Przedstawiono srednie uzyski
(kolumny)i odchylenia standardowe (stupki btedéw) otrzymane na podstawie czterech powtorzen probki z tej samej puli
dawcoéw dla réznych operatoréw i réznych serii zestawu. [B]Warto$¢ CV uzysku RNA na pule dawcow dla wszystkich
kombinacji operator-seria(A, B, C; 1, 2, 3) obliczona na podstawie wartosci sredniego uzysku i odchylenia standardowego
uzysku przedstawionych na Ryc. 9A.
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Tabela 1A: Odtwarzalno$¢ w obrebie kazdej serii i dla kazdego uzytkownika dla wybranych pul dawcow
(1,6,9,10)

Pula dawcow 1
(5,1 10° komérek/ml)

Pula dawcéw 6 (6,5 x 10° komérek/ml)

Kombinacja danych

CV(%) | Sredniuzysk CV (%)
(ng)
Seria 1, uzytkownik A 8,03 0,42 5 9,55 0,99 10
Seria 1, uzytkownik B 7,98 117 15 9,38 1,94 21
Seria 1, uzytkownik C 7,87 0,45 6 10,71 0,65 6
Seria 2, uzytkownik A 7,32 0,98 13 9,78 1,89 19
Seria 2, uzytkownik B 6,09 1,04 17 9,82 2,83 29
Seria 2, uzytkownik C 6,87 0,31 4 10,37 0,74 7
Seria 3, uzytkownik A 7,04 0,90 13 8,96 0,68 8
Seria 3, uzytkownik B 6,98 1,22 17 7.73 0,97 13
Seria 3, uzytkownik C 8,78 0,89 10 10,59 1,94 18

Pula dawcoéw 9
(8,4 x 10° komérek/ml)

Pula dawcéw 10(10,2 x 10® komérek/ml)

Sredni Sredni uzysk
uzysk (ng)
(ng)

Seria 1, uzytkownik A 7,52 0,41 6 7,96 0,49 6
Seria 1, uzytkownik B 8,82 172 19 8,90 0,76 <)
Seria 1, uzytkownik C 10,14 1,46 14 10,22 1.29 13
Seria 2, uzytkownik A 6,92 0,27 4 7,63 1,23 16
Seria 2, uzytkownik B 7.20 0.7 10 7.00 0,56 8
Seria 2, uzytkownik C 9,14 1,52 17 11,56 1,21 10
Seria 3, uzytkownik A 8,18 0,76 9 7,85 0,82 10
Seria 3, uzytkownik B 6,41 0,88 14 8,88 2,17 24
Seria 3, uzytkownik C 10,78 0,56 5 10,88 0,37 3
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Tabela 1B: Odtwarzalnos¢ dla kazdego uzytkownika i miedzy wszystkimi seriami dla wybranych pul
dawcow (1, 6, 9,10)

Pula dawcéw 1(5,1x 108 komérek/ml) Pula dawcéw 6 (6,5 x 108 komérek/ml)

Kombinacja
danych Sredni CV (%) Sredni SD(ug) CV (%)
uzysk (ug) uzysk (ug)
7,48 0,85 11 9,43 1,22 13

Uzytkownik A,
wszystkie serie

Uzytkownik B, 7,02 1,31 19 8,98 2,09 23
wszystkie serie

Uzytkownik C, 7,84 0,98 13 10,56 115 n
wszystkie serie

Pula dawcéw 9 (8,4 x 10 komérek/ml) Pula dawcéw 10(10,2 x 10° komérek/ml)
Sredni CV (%) Sredni CV (%)
uzysk (pg) uzysk (pg)
Uzytkownik A, 7,54 0,72 10 7,81 0,82 n
wszystkie serie
Uzytkownik B, 7,48 1,50 20 8,26 1,54 19
wszystkie serie
Uzytkownik C, 10,02 1,34 13 10,89 1.10 10

wszystkie serie
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Tabela 1C: Odtwarzalno$¢ w obrebie kazdej serii i miedzy wszystkimi uzytkownikami dla wybranych pul
dawcow (1, 6, 9,10)

Kombinacja
EN

Seria 1, wszyscy
uzytkownicy

Seria 2,
wszyscy
uzytkownicy

Seria 3,
wszyscy
uzytkownicy

Seria 1, wszyscy
uzytkownicy

Seria 2,
wszyscy
uzytkownicy

Seria 3,
wszyscy
uzytkownicy

PAXgene Blood RNA Kit — Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi) 02/2023

Sredni
uzysk (pg)

Pula dawcéw 1(5,1x 108 komérek/ml)

7,96 0,69
6,76 0,93 14
7.60 1,27 17

Pula dawcow 9 (8,4 x 10¢ komérek/ml)

Sredni CV (%)
uzysk (pg)
8,83 1,63 19

7,75 1,36 18

1,99 24

CV (%)
9

Sredni
uzysk (pg)

Pula dawcéw 6 (6,5 x 108 komérek/ml)

Sredni S
uzysk (pg)

g) CV (%)
1,34 14

9,88
9,99 1,84 18
9,09 17 19

Pula dawcéw 10(10,2 x 10° komérek/ml)

CV (%)
14

9,02 1.27
8,73 2,31 26
9,20 1,80 20

54



Tabela 1D: Odtwarzalno$¢ miedzy wszystkimi seriami i wszystkimi uzytkownikami dla wybranych pul
dawcow (1, 6, 9,10)

Pula dawcéw 1(5,1x 108 komérek/ml) Pula dawcéw 6 (6,5 x 108 komérek/ml)

Kombinacja
danych Sredni CV (%) Sredni SD(ug) CV (%)
uzysk (ug) uzysk (ug)
7,44 1,09 15 1,65 17

Seria 1, wszyscy 9,66
uzytkownicy

Pula dawcéw 9 (8,4 x 106 komérek/ml) Pula dawcéw 10 (10,2 x 10° komérek/ml)

Sredni CV (%) Sredni SD(ug) CV (%)
uzysk (pg) uzysk (pg)
8,35 1,70 20 8,99 1,80 20

Seria 1, wszyscy
uzytkownicy

Szczegétowa analiza 4reprezentatywnych pul dawcéw. Pule te wybrano na
podstawie liczby biatych krwinek w taki sposob, aby odzwierciedlaty gorng, srednig
idolng warto$¢ zakresu prawidtowego liczby biatych krwinek (4,8 x10% - 1,1 x 107
leukocytow/ml). Liczba biatych krwinek reprezentuje $rednig wartos$¢ obliczong na
podstawie 3wynikow liczby biatych krwinek otrzymanych dla prébek 3roéznych
dawcow na pule dawcow.
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Ryc. 10: Odtwarzalnos¢ reakcji RT-PCR — miedzy uzytkownikami. Do reakcji real-time RT-PCR wykorzystano RNA
oczyszczony w eksperymencie opisanym na Ryc. 9. Wzgledne poziomy transkryptow [A]FOS i[B]IL1B okreslono,
przeprowadzajac reakcje dupleks real-time RT-PCR przy uzyciu 18S rRNA jako wzorca wewnetrznego. Wartosci dla
wszystkich prébek naniesiono na wykres w odniesieniu do wartosci dla uzytkownika A (10 pul dawcow x 3 serie zestawu
x 4 powtdrzenia = 120 zestawow danych dla kazdego genu), ze srednimi(czerwone linie) i odchyleniami standardowymi
(czarne stupki) dla wszystkich przedstawionych probek. Linie przerywane wskazuja +3x catkowita precyzje oznaczen
(FOS: 2,34 Cr; IL1B: 1,93 Cr).

PAXgene Blood RNA Kit — Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi) 02/2023 56



AANG

o
1
e
1
1

AAC,

Seria

Ryc. 11: Odtwarzalnos$¢ reakcji RT-PCR — miedzy seriami zestawu. Do reakcji real-time RT-PCR wykorzystano RNA
oczyszczony w eksperymencie opisanym na Ryc. 9. Wzgledne poziomy transkryptow [A]JFOS i[B]IL1B okreslono,
przeprowadzajac reakcje dupleks real-time RT-PCR przy uzyciu 18S rRNA jako wzorca wewnetrznego. Wartosci dla
wszystkich probek naniesiono na wykres w odniesieniu do wartosci dla serii 1zestawu (10 pul dawcow x 3 uzytkownikow
x4 powtdrzenia = 120 zestawow danych dla kazdego genu), ze srednimi(czerwone linie) i odchyleniami standardowymi
(czarne stupki) dla wszystkich przedstawionych probek. Linie przerywane wskazujg +3x catkowita precyzje oznaczen
(FOS: 2,34 Cr; IL1B: 1,93 Cr).
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Tabela 2: Podsumowanie danych dla reakcji RT-PCR z Ryc. 10i Ryc. 11

Oznaczenie FOS/18S rRNA Oznaczenie IL1B/18S rRNA

, . Srednia Srednia
Poréwnanie danych (AACT) +SD(AACy) (AACT) +SD(AACY)

Odtwarzalnos¢ dla kazdego uzytkownika i migdzy wszystkimi seriami

Wszyscy uzytkownicy, seria 1-seria 1 0,00 0,00 0,00 0,00
Wszyscy uzytkownicy, seria 1-seria 2 -0,03 0,48 -0,07 0,66
Wszyscy uzytkownicy, seria 1-seria 3 -0,21 0,52 0n 07

Odtwarzalnos¢ dla kazdego uzytkownika i migdzy wszystkimi seriami

Wszystkie serie, uzytkownik A-uzytkownik A 0,00 0,00 0,00 0,00
Wszystkie serie, uzytkownik A-uzytkownik B -0,46 0,44 -0,06 0,69
Wszystkie serie, uzytkownik A-uzytkownik C -0,31 0,60 -0,15 0,71

Uzytkownik: technik, osoba przeprowadzajgca badanie.

Seria: numer serii zestawu uzywanego podczas badania.

SD: odchylenie standardowe.

Przedstawiono srednie wartos$ci AACt (N =120) i odchylenia standardowe dla danych przedstawionych na Ryc. 10 i Ryc. 11.

Zautomatyzowana izolacja RNA

Uzyski RNA z 2,5 ml ludzkiej krwi petnej pobranej od osoby zdrowej sg >3 ug dla 295%
sposréd przetworzonych probek. Ryc. 12 (strona 59) wskazuje uzyski RNA z tacznie
216 prébek przygotowanych za pomocg protokotu zautomatyzowanego przy uzyciu
3 serii zestawu przez 3 operatorow. Ze wzgledu na to, ze do tych badan uzywano
zbiorczych prébek krwi, anie pojedynczych probéwek PAXgene Blood RNA Tubes
(BRT), wyniki nie odzwierciedlajg uzysku RNA oczekiwanego dla pojedynczych probek
pobranych podczas pojedynczego pobrania krwi. Ze wzgledu na to, ze uzyski zalezg
w znacznym stopniu od dawcy, poszczegolne uzyski mogg sie rozni¢ miedzy sobg
(Ryc. 12, strona 59).

W co najmniej 95% sposrod prébek nie zaobserwowano inhibicji reakcji RT-PCR, gdy

eluat stanowit do 30% objetosci reakcji RT-PCR. W przypadku stosowania protokotu
zautomatyzowanego zanieczyszczenie  krzyzowe miedzy probkami  jest
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niewykrywalne, co zmierzono, wykonujac ilosciowg reakcje real-time RT-PCR dla
sekwencji transkryptow ABL1 i FOS w prébkach negatywnych pod wzgledem RNA
(woda) sparowanych z prébkami pozytywnymi wzgledem RNA (ludzka krew petna)
podczas tego samego cyklu pracy.

RNA wyizolowane za pomocg systemu PAXgene Blood RNA System
i zautomatyzowanego protokotu jest czyste, na co wskazuje brak inhibicji reakcji RT-
PCR oraz wartosci Azs/ Az mieszczace sie w zakresie od 1,8 do 2,2. DNA genomowy
jest obecny wstezeniu <1% (stezenie procentowe wagowe) w>=95% sposrod
wszystkich probek, co zmierzono, wykonujac ilosciowg reakcje real-time PCR dla
sekwencji genu beta-aktyny. Na Ryc. 13 i Ryc. 14 (strona 60) przedstawiono wartosci
Azso/ Agso i wzgledny DNA genomowy dla tgcznie 216 prébek przygotowanych za
pomoca protokotu zautomatyzowanego przy uzyciu 3serii zestawu przez
3 operatorow.

Uzysk RNA (ug/2,5 ml krwi): QlAcube Connect MDx
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Ryc. 12: Uzysk RNA — przetwarzanie zautomatyzowane przy uzyciu aparatu QlAcube Connect MDx. Prébki od
poszczegolnych dawcow pobrano do probowek PAXgene Blood RNA Tubes (BRT). Zawarto$¢ probowek potaczono w 6
pul dawcow, a nastepnie ponownie rozdzielono na porcje. 3 roznych operatorow (A, B, C) przetworzyto tagcznie 216
probowek (po 36 na pule). Kazdy operator uzywat 3 roznych serii (1, 2, 3) zestawu PAXgene Blood RNA Kit do
zautomatyzowanej izolacji przy uzyciu aparatu QlAcube Connect MDx i przetworzyt po cztery powtdrzenia probek

z kazdej z 6 pul dawcow. Przedstawiono uzyski RNA dla wszystkich poszczegolnych prébek dla kazdej kombinacji
operator-seria.
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Czysto$¢ RNA (Azeo/ A2s0): QlAcube Connect MDx

2.317
2.2 L -
21 o= ®ccccamm sam e
204 . omm ® | esee ® ones we e o o o .
1.9 ° se . . .
1.8
1.7
o2 T 3 1 1 2 1 g ' B
A B G

Ryc. 13: Czystos¢ RNA (wartosci Azeo/ Aze0) — przetwarzanie zautomatyzowane przy uzyciu aparatu QlAcube Connect
MDx. 3 roznych operatoréw (A, B, C) przeprowadzito oczyszczanie RNA za pomoca 3 roznych serii (1, 2, 3) zestawu
PAXgene Blood RNA Kit, uzywajac aparatu QlAcube Connect MDx w eksperymencie opisanym na Ryc. 12. Przedstawiono
wartos$ci Azso/ Az dla wszystkich poszczegdinych probek dla kazdej kombinacji operator-seria.

DNA genomowy (stezenie procentowe wagowe)(%): QlAcube Connect MDx
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Ryc. 14: Czystos¢ RNA (% zanieczyszczenia DNA genomowym) — przetwarzanie zautomatyzowane przy uzyciu aparatu
QlAcube Connect MDx. 3 réznych operatorow (A, B, C) przeprowadzito oczyszczanie RNA za pomoca 3 réznych serii

(1,2, 3) zestawu PAXgene Blood RNA Kit, uzywajac aparatu QlAcube Connect MDx w eksperymencie opisanym na Ryc. 12.
Przedstawiono ilosci DNA genomowego (stezenie procentowe wagowe) dla wszystkich poszczegolnych probek dla
kazdej kombinacji operator-seria.

Protokot zautomatyzowanej izolacji RNA za pomocg systemu PAXgene Blood RNA
System zapewnia wysoka odtwarzalnosc¢ i powtarzalnos¢ wynikéw reakcji RT-PCR, co
sprawia, ze jest wysoce skuteczny w przypadku klinicznych testow diagnostycznych.
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Stabilnos¢ wyizolowanego RNA

Probki RNA wyizolowanego przy uzyciu zestawu PAXgene Blood RNA Kit z krwi petnej
pobranej do proboéwek PAXgene Blood RNA Tubes zachowujg stabilnos¢ przez 5 lat
w przypadku przechowywania wtemperaturze -20°C iprzez 7lat w przypadku
przechowywania w temperaturze -70°C (punkt koncowy badan).
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Wazne uwagi

Obstuga aparatu QlAcube Connect MDx

Nalezy upewnic¢ sie, ze uzytkownik potrafi obstugiwac¢ aparat QlAcube Connect MDx.
Przed uruchomieniem zautomatyzowanego protokotu PAXgene Blood RNA nalezy
przeczyta¢ podrecznik uzytkownika aparatu iwszelkie dodatkowe informacje
dostarczone z aparatem, przyktadajac szczego6lng uwage do informacji dotyczacych
bezpieczenstwa.

Uruchamianie aparatu QlAcube Connect MDx

Zamkna¢ pokrywe aparatu QlAcube Connect MDx, anastepnie witgczy¢ aparat,
uzywajac przetacznika zasilania(patrz Ryc. 15, strona 63).

Zostanie wyemitowany sygnat dzwiekowy ipojawi sie ekran poczatkowy. Aparat
automatycznie wykonuje testy w ramach inicjalizacji.
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Widok aparatu QlAcube Connect MDx z przodu Wyciagniety ekran dotykowy

T

@

Widok aparatu QlAcube Connect MDx z tytu Widok aparatu QlAcube Connect MDx z tytu
(lewa strona) (prawa strona)

Ryc. 15: Elementy zewnetrzne aparatu QlAcube Connect MDx.

@ Ekran dotykowy
@ Pokrywa

@ Szuflada Waste (Odpady)

@ Przetgcznik zasilania

2 porty USB po lewej stronie ekranu
dotykowego; 2 porty USB za ekranem
dotykowym (do 1portu USB jest podtgczony
modut Wi-Fi)

Port RJ-45 sieci Ethernet

Gniazdo dla przewodu zasilania

Wylot powietrza chtodzacego

GO ©
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Ekran dotykowy

Aparat QlAcube Connect MDx jest sterowany za pomoca ekranu dotykowego. Ekran
dotykowy umozliwia uzytkownikowi obstuge aparatu i prowadzi uzytkownika przez
konfiguracje stotu roboczego. Podczas przetwarzania probek na ekranie dotykowym
wyswietlany jest status protokotu i czas pozostaty do konhca.

—— |

Ryc. 16: Wyciagniety ekran dotykow;ly aparatu QlAcube Connect MDx.

Instalowanie protokotéw w aparacie QlAcube Connect MDx

Zanim mozliwe bedzie wykonanie pierwszego cyklu przygotowan RNA w aparacie
OlAcube Connect MDx moze by¢ konieczna wstepna instalacja protokotow.
Zainstalowa¢ oba protokoty ,PAXgene Blood RNA Part A” (PAXgene Blood RNA
—czes$c A)i, PAXgene Blood RNA Part B”"(PAXgene Blood RNA — czes¢ B).

Protokoty dla aparatu QlAcube Connect MDx sa dostepne na stronie
www.qgiagen.com i nalezy je pobra¢ na nosnik pamieci USB dostarczony z aparatem.
Te protokoty zostang przestane do aparatu przez port USB.

Port USB (umieszczony zboku ekranu dotykowego; patrz Ryc. 15, strona 63),
umozliwia podtgczenie nosnika pamieci USB dostarczonego z aparatem do aparatu
QlAcube Connect MDx. Za posrednictwem portu USB mozna réwniez przestac pliki
danych, takie jak pliki dziennika lub pliki raportéw, z aparatu do nosnika pamieci USB.
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@ Port USB jest przeznaczony do uzytku wytacznie z nosnikiem pamieci USB
dostarczonym przez firme QIAGEN. Nie nalezy podtaczac innych urzadzen do
tego portu.

@ Nie nalezy wycigga¢ nosnika pamieci USB podczas pobierania protokotow,
przesytania plikow danych lub w trakcie wykonywania protokotu.

Wiecej informacji o procesie przekazywania protokotow do aparatu QlAcube Connect
MDx mozna znalez¢ w podreczniku uzytkownika aparatu.

tadowanie aparatu QlAcube Connect MDx

W celu zaoszczedzenia czasu tadowanie mozna wykonywac podczas jednego lub obu
10 min  minutowych etapéw wirowania (etapy 3i 5) wczesci ,Protokdt:
zautomatyzowana izolacja catkowitego RNA zludzkiej krwi petnej pobranej do
probowek PAXgene Blood RNA Tubes (BRTY', strona 35.

Butelki na odczynniki

Przed kazdym cyklem pracy waparacie QlAcube Connect MDx nalezy ostroznie
napetni¢ 4 butelki na odczynniki odczynnikami wymienionymi w Tabeli 3 (strona 66)
do wskaznika poziomu maksymalnego lub, jesli nie jest to mozliwe, do poziomu, na
ktory pozwalajg objetosci buforow dostarczonych w zestawie PAXgene Blood RNA
Kit. Wyraznie oznaczy¢ butelki iwieczka nazwami buforéow iwtozy¢ napetnione
butelki z odczynnikami na odpowiednie miejsca w statywie na butelki na odczynniki.
Zatadowac statyw na stot roboczy aparatu w przedstawiony sposéb (Ryc. 171 Ryc. 18,
strony 66 67).

Dostarczona objeto$¢ buforu BR2 nie wypetni butelki na odczynnik do

poziomu wskaznika. Bufory BR3 i BR4 mogg nie wypetni¢ butelki do poziomu
wskaznika po przetworzeniu wielu prébek w poprzednich cyklach pracy.
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@

Przed umieszczeniem butelek na stole roboczym nalezy upewnic sie, ze zdjeto

z nich wieczka.

Objetosci buforow dostarczone wzestawie PAXgene Blood RNA Kit (50)
wystarczajg na maksymalnie 7cykli przygotowan RNA waparacie QlAcube
Connect MDx przy liczbie probek od 2 do 12 na cykl pracy. Ogdlnie rzecz biorac,
nalezy unika¢ wykonywania cykli zmatg liczbg probek na cykl, aby przetworzyc¢
tacznie 50 probek na zestaw. W przypadku wykonania wiecej niz 7 cykli
przygotowan RNA moze zabrakna¢ buforéw do przetworzenia ostatnich probek.

Tabela 3: Pozycje w statywie na butelki na odczynniki

1

o o &~ NN

Bufor do wigzania (BR2)
Etanol (36-100% o/0)
Bufor ptuczacy 1(BR3)
Bufor ptuczacy 2 (BR4)*
—(pozostawi¢ pusta)

—(pozostawi¢ pustg)

* Bufor ptuczacy 2 (BR4)jest dostarczany w postaci koncentratu. Przed pierwszym uzyciem dodac 4 objetosci etanolu
(96-100% o/o, stopien czystosci cz.d.a.), zgodnie z instrukcja na butelce, aby uzyskaé roztwor roboczy.

®

Pozycjanr1
Bufor do
wigzania

(BR2)

Pozycjanr3
Bufor
ptuczacy 1
(BR3)

Pozycjanrb

Pusta

Pozycjanr2
Etanol,
96-100%
o/o

Pozycjanr4
Bufor
ptuczacy 2
(BR4)

Pozycjanr6

Pusta

Ryc. 17: Ladowanie statywu na butelki na odczynniki. [A]Schemat pozycji i zawartosci butelek w statywie na butelki na
odczynniki. [B]kadowanie statywu do aparatu QlAcube Connect MDx.

PAXgene Blood RNA Kit — Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi) 02/2023 66



Ryc. 18: Widok wnetrza aparatu QlAcube Connect MDx.

Pokrywa wiréwki Gniazda na probéwki MCT

Wiréwka 3 gniazda na statywy na koncowki

Wytrzgsarka Gniazda do utylizacji koncowek i kolumn

Ramie robota (wyposazone w pipetor 1-kanatowy,
chwytak, czujnik ultradzwiekowy i optyczny oraz diode
LED emitujaca promieniowanie ultrafioletowe)

Statyw na butelki na odczynniki

© OO

Czujnik koncowek i zamek pokrywy

PAXgene Blood RNA Kit — Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi) 02/2023 67



Kolumny wiréwkowe (PSC, PRC), probowki MCT i sprzety
z tworzywa sztucznego do aparatu QlAcube Connect MDx

Umiesci¢ 2 statywy na koncowki wypetnione koncowkami zfiltrem, 1000 ul,
w aparacie QlAcube Connect MDx (patrz Ryc. 18, strona 67). Wrazie potrzeby
uzupetni¢ statywy koncéwkami.

@ Uzywac¢ wytgcznie koncdéwek zfiltrem, 1000 pl, przeznaczonych do uzytku
z aparatem QlAcube Connect MDx.

Oznaczy¢ adaptery rotora iprobowki MCT dla kazdej probki, uzywajgc markera
permanentnego. Otworzy¢ kolumny PSC, ktére bedg uzywane, a nastepnie catkowicie
odcig¢ wieczka, uzywajac nozyczek (patrz Ryc. 19).

@ Dla prawidtowej pracy zmechanizowanego chwytaka aparatu QlAcube

Connect MDx nalezy zupetnie usunac (odcigc¢) wieczka i wszystkie elementy

ztworzywa sztucznego tgczace wieczko z kolumnami PSC (patrz Ryc. 19).

W przeciwnym razie zmechanizowany chwytak nie bedzie mogt prawidtowo
chwyci¢ kolumn PSC.

Nieprawidtowo

Prawidtowo usyniete
usuniete wieczko
wieczko kolumny. Czes¢
kolumny PSC. wieczka wciaz

przytaczona do
kolumny PSC.

Ryc. 19: tadowanie kolumny PSC. Kolumna PSC jest tadowana na srodkowa pozycje adaptera rotora. Przed
zatadowaniem kolumny PSC nalezy odciac jej wieczko.
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Zatadowac¢ kolumne PSC (bez wieczka, patrz Ryc. 19, strona 68), kolumne PRC
i opisang probowke MCT na odpowiednie pozycje w kazdym oznaczonym adapterze
rotora w sposéb przedstawiony w Tabeli 4 i na Ryc. 20.

Upewni¢ sie, ze wieczka kolumny wiréwkowej (PRC) i probowki MCT sg
@ dopchniete az do dna gniazd przy krawedzi adaptera rotora. W przeciwnym
razie wieczka zostang odtamane podczas wirowania.

Tabela 4: Sprzet wykonany z tworzywa sztucznego umieszczony w adapterze rotora

. . Pozycja
Poz zynnik X
CEIE ) LREE wieczka
1 Kolumna wiréwkowa PAXgene RNA (czerwona, PRC)
2 Kolumna wirowkowa PAXgene Shredder (liliowa, PSC)(przed umieszczeniem =

w adapterze rotora odcig¢ wieczko)

3 MCT* L3
*Uzywac probowek MCT (1,5 ml) dotaczonych do zestawu PAXgene Blood RNA Kit.

L2
L1
L3

Ryc. 20: Pozycje w adapterze rotora. W adapterze rotora znajduja sie 3 pozycje probowek (1-3) i trzy pozycje wieczek
(L1-L3).
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Yadowanie wirdwki

Zatadowac¢ zmontowane adaptery rotora do koszy wirowki aparatu QlAcube Connect
MDx w sposob przedstawiony na Ryc. 21 ponizej.

@ W przypadku przetwarzania mniej niz 12 prébek nalezy upewnic¢ sie, ze rotor
wiréwki zatadowano w taki sposob, aby byt wywazony promieniowo (patrz
Ryc. 22, strona 71). Wszystkie kosze wiréwki musza by¢ zamontowane przed
rozpoczeciem protokotu, nawet jesli przetwarzanych jest mniej niz
12 préobek. Nie mozna przetwarzac pojedynczej(jednej) probki lub 11 probek.

....... o7

Ryc. 21: Ladowanie wiréwki w aparacie QlAcube Connect MDx. Zatadowa¢ zmontowane adaptery rotora do koszy
wirdwki.
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Ryc. 22: kadowanie wirdwki i wytrzasarki. Przedstawiono pozycje wirowki i wytrzasarki uzywane w celu przetwarzania
od dwoch (2) do dziesieciu (10) prébek. Nie mozna przetwarza¢ jednej (1) probki ani 11 prébek. W przypadku przetwarzania
12 probek zajete sg wszystkie pozycje wirowki i wytrzasarki (brak ilustracji).
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Probéwki do przetwarzania

Wyciggna¢ wszystkie probowki PT, ktore pozostaty w gniazdach na probowki MCT po
poprzednich cyklach pracy (patrz Ryc. 18, strona 67). Napetni¢ 3 probowki PT iloscia
odczynnikow podang w Tabeli 5 odpowiednio do liczby probek przetwarzanych
w cyklu pracy.

W celu przygotowania mieszaniny inkubacyjnej DNazy | nalezy za pomoca pipety
przenies¢ wskazang objeto$¢ buforu do trawienia DNA (RDD) do probdéwki PT,
anastepnie doda¢ wskazang objetos¢ roztworu podstawowego DNazy |(RNFD).
Wymiesza¢, delikatnie pipetujgc cata objetos¢ mieszaniny wgére iw dét 3razy,
uzywajac koncowki do pipety 1000 pl.

Uzywac probowek PT o pojemnosci 2 ml dotgczonych do zestawu PAXgene
@ Blood RNA Kit. Wyraznie opisa¢ probowki nazwami odczynnikdéw i umiescic¢ je

na odpowiednich pozycjach wgniazdach na probowki MCT, wsposob
przedstawiony w Tabeli 6 (strona 73).

DNaza | (RNFD) jest szczegolnie wrazliwa na denaturacje fizyczna. Mieszac
@ wytgcznie poprzez pipetowanie, uzywajac koncowek do pipety oduzym

otworze wylotowym, aby zminimalizowac tarcie. Nie wytrzasac.

Nalezy upewnic¢ sie, ze za pomoca pipety dodawane sg wymagane objetosci okreslone
w Tabeli 5 ponizej.
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Tabela 5: Wymagane objetosci odczynnikéw, ktére nalezy dodac¢ do probowek PT umieszczonych
w gniazdach na probowki MCT

Liczba Objetos¢ odczynnika dla wskazanej liczby probek (pl)

I ProteinazaK(PK) | Mieszanina inkubacyjna DNazy | Bufor do elucji (BR5)

2 126 187(23 DNazy | + 164 buforu Buffer RDD) 313

3 170 261(33 DNazy | + 228 buforu Buffer RDD) 399
4 213 334 (42 DNazy | + 292 buforu Buffer RDD) 486
5} 256 407(51DNazy | + 356 buforu Buffer RDD) 572
6 299 481(60 DNazy | + 421 buforu Buffer RDD) 658
7 342 554 (69 DNazy | + 485 buforu Buffer RDD) 745
8 386 627(78 DNazy | + 549 buforu Buffer RDD) 831

9 429 701(88 DNazy | + 613 buforu Buffer RDD) 918

10 472 775(97 DNazy | + 678 buforu Buffer RDD) 1004
12 558 921(115 DNazy | + 806 buforu Buffer RDD) 177

Tabela 6: Gniazda na probowki MCT

Pozycja
Zawartosc¢ Proteinaza K Mieszanina inkubacyjna DNazy | Bufor do elucji (BR5)
Naczynie Probéwka do Probdéwka do przetwarzania* Probéwka do
przetwarzania* przetwarzania*

*Uzywac probowek PT o pojemnosci 2 ml dotgczonych do zestawu PAXgene Blood RNA Kit.
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Usuwanie

Informacje na temat bezpiecznego usuwania materiatow po pobraniu probek
i recznej izolacji RNA mozna znalez¢ w czesci poswieconej informacjom dotyczgcym
bezpieczenstwa na stronie 19 iczesci poswieconej srodkom ostroznosci na
stronie 20.

W przypadku zautomatyzowanej izolacji RNA wykonywanej przy uzyciu aparatu
OlAcube Connect MDx nalezy zapozna¢ sie zRyc. 21 na stronie 70 iRyc. 22 na
stronie 71; na rycinach tych wskazano gniazda przeznaczone na zuzyte koncowki
i kolumny.
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Rozwigzywanie probleméw

Ta czesc¢ instrukcji moze by¢ przydatna w przypadku wystgpienia ewentualnych
problemow. Aby uzyska¢ wiecej informacji, nalezy réwniez zapoznac sie ze strong
poswiecong czesto zadawanym pytaniom (Frequently Asked Questions, FAQ)
w witrynie naszego centrum pomocy  technicznej pod adresem:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Naukowcy zdziatu serwisu technicznego
firmy OQIAGEN chetnie odpowiedzg na wszelkie pytania dotyczace informacji
i protokotow opisanych w niniejszej instrukcji obstugi, atakze technologii probek
i oznaczen (informacje kontaktowe znajdujg sie na ostatniej stronie lub pod adresem
www.giagen.com).

Komentarze i wskazowki

RNA ulegt rozktadowi

a) Zanieczyszczenie RNazami Nalezy zachowa¢ ostroznosc, aby podczas procedury lub dalszego
postepowania nie wprowadzi¢ RNaz do odczynnikow (patrz Zatgcznik A,
strona 81).

Niski uzysk RNA

Nalezy upewni¢ sig, ze do probowki PAXgene Blood RNA Tube (BRT; patrz
PAXgene Blood RNA Tube — Instrukcja obstugi) pobrano 2,5 ml krwi.

b) Do probowki PAXgene Blood
RNA Tube (BRT) pobrano
mniej niz 2,5 ml krwi

W celu doktadnego oznaczenia ilosciowego RNA nalezy rozcienczyc¢
w buforze Tris-HCl o stezeniu 10 mM, pH 7.5* (patrz Zatacznik B,

0
@
(D

&,

Stezenie RNA zmierzono
w wodzie

Nalezy unika¢ przenoszenia duzych czastek podczas przenoszenia
supernatantu za pomoca pipety na etapie 7 protokotu recznego
(przeniesienie niewielkiej ilo$ci osadu nie zaktoci procedury).

d

Na etapie 9i 10 protokotu
recznego przeniesiono
pozostatosci komorek do
kolumny PRC

Nalezy upewnic sig, Zze usunieto caty supernatant. W przypadku dekantacji
supernatantu nalezy usunac¢ krople z brzegu probéwki PAXgene Blood RNA

e) Supernatant nie zostat

catkowicie usuniety na

etapie 3 Tube (BRT), osuszajac jg recznikiem papierowym. Nalezy podjgé odpowiednie
$rodki ostroznosci, aby unikna¢ zanieczyszczenia krzyzowego.
f) Po pobraniu krwi do probowki Po pobraniu krwi nalezy jg inkubowac¢ w probéwce PAXgene Blood RNA
PAXgene Blood RNA Tube Tube (BRT) przez co najmniej 2 godziny.

(BRT) krew byta inkubowana
przez mniej niz 2 godziny

* Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywac odpowiedniego fartucha laboratoryjnego, rekawiczek
jednorazowych i okularéw ochronnych. W celu uzyskania dodatkowych informacji nalezy zapoznac sie z odpowiednimi
kartami charakterystyki (Safety Data Sheet, SDS) dostepnymi u producentéw poszczegolnych produktow.
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Komentarze i wskazowki

Niska wartos$¢ Azso/ Az2so

pomiaru stosunku Azso/ Azso Tris-HCl o stezeniu 10 mM, pH 7,5* (patrz Zatacznik B, strona 83).
uzyto wody

h) Nieprawidtowe wyzerowanie @ Wyzerowac spektrofotometr za pomoca proby slepej zawierajacej bufor

g) Do rozcienczenia RNA w celu ® W celu rozcienczenia RNA przed pomiarem czystosci nalezy uzy¢ buforu

spektrofotometru do elucji (BR5) i bufor Tris-HCl o stezeniu 10 mM, pH 7,5, w takim samym
stosunku jak w mierzonych prébkach. Bufor do elucji (BR5) charakteryzuje
sie wysoka absorbancja przy dtugosci fali 220 nm, co, w przypadku nieprawidtowego
wyzerowania spektrofotometru, moze spowodowac otrzymanie wysokiego poziomu
absorbancji tta.

Awaria aparatu

i) Aparat QlAcube Connect Przeczyta¢ dokument QlAcube Connect MDx — Podrecznik uzytkownika, przyktadajac
MDx nie dziata prawidtowo szczegolng uwage do sekcji ,Rozwigzywanie problemow”. Upewni¢ sie, ze aparat jest
prawidtowo konserwowany, zgodnie z opisem w podreczniku uzytkownika.

* 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

Ponizsze symbole mogg znajdowa¢ sie winstrukcji uzycia lub na opakowaniu
i etykietach. Dodatkowe symbole objasniono wczesci Zawartos¢ zestawu

(strona B6).
Symbol Definicja symbolu
Wer. <N1>

Wersja <N1> produktu

Zawiera odczynniki wystarczajagce do przeprowadzenia
<N2> <N2> teStéW

N

Zapoznac sie z instrukcjg uzycia

Data waznosci

Wyrob medyczny do diagnostyki in vitro

Numer katalogowy

" E

o
-

L

Numer serii

MAT Numer materiatu

Sktadniki

Numer

Jednostki Kunitza

Dodawanie

Bk

CONT

Zawiera
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GITC

RNase-Free DNase Set|
GTIN

5= FL"?"?I
E

g
=4

N
m

B

Zrekonstytuowany
Deoksyrybonukleaza |
Etanol

|zotiocyjanian guanidyny
RNase-Free DNase Set

Globalny numer jednostki handlowej

Zakres temperatury

Goérny limit temperatury

Producent

Upowazniony przedstawiciel na terytorium Europy
zgodnie z Rozporzadzeniem (UE) 2017/746

Wazna uwaga
Dodatek etanolu

Znak CE. Ten produkt spetnia wymogi Rozporzadzenia
(UE)2017/746 w sprawie wyrobdéw medycznych do
diagnostyki in vitro.

Niepowtarzalny kod identyfikacyjny wyrobu

Przestroga

OSTRZEZENIE: Goraca powierzchnia
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Informacje kontaktowe

W firmie QIAGEN szczycimy sie jakoscig i dostepnoscig naszej pomocy techniczne;j.
W naszych dziatach serwisu technicznego pracujg doswiadczeni naukowcy majacy
rozlegtg wiedze praktyczng iteoretyczng w dziedzinie biologii molekularnej oraz
stosowania produktow firmy PreAnalytiX. W razie jakichkolwiek pytan dotyczacych
zestawu PAXgene Blood RNA Kit prosimy o kontakt.

W celu uzyskania pomocy technicznej lub szczegdtowych informacji nalezy odwiedzic¢
witryne naszego centrum pomocy technicznej dostepng pod adresem
www.qiagen.com/Support, zadzwoni¢ pod numer 00800-22-44-6000 Iub
skontaktowac¢ sie zjednym zdziatéw serwisu technicznego firmy QIAGEN Ilub
lokalnym dystrybutorem (patrz tylna oktadka lub strona www.giagen.com).
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Zatacznik A: Ogdélne uwagi dotyczace
postepowaniaz RNA

Postepowanie z RNA

@

Rybonukleazy (RNazy) sg bardzo stabilnymii aktywnymi enzymami, ktore
na 0got nie wymagajag kofaktorow do dziatania. Poniewaz RNazy trudno
inaktywowac i nawet bardzo mate ich ilosci wystarczajg do rozktadu
RNA, nie wolno uzywac jakichkolwiek sprzetow wykonanych ze szkta lub
z tworzywa sztucznego bez wczesniejszego wyeliminowania mozliwego
zanieczyszczenia RNazami. Nalezy zachowac¢ szczegolng ostroznosc,
aby unikng¢ przypadkowego wprowadzenia RNaz do probki zRNA
w trakcie trwania lub po zakonczeniu procedury izolacji. Aby wytworzy¢
izachowa¢ srodowisko niezawierajgce RNaz, nalezy wdrozy¢ srodki
ostroznosci na etapach obrobki wstepnej oraz stosowania
jednorazowych iwielorazowych naczyn iroztworéw podczas pracy
zRNA.

Ogolne postepowanie

@
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Podczas pracy zRNA nalezy zawsze stosowa¢ prawidtowa
mikrobiologiczng technike aseptyczng. Dtonie iczasteczki kurzu
przenosza bakterie i plesnie i sg najczestszymi zrédtami zanieczyszczen
RNazami. Podczas postepowania z odczynnikami i probkami RNA nalezy
zawsze nosi¢ lateksowe lub winylowe rekawiczki, aby uniknac
zanieczyszczenia RNazami zpowierzchni skory lub zakurzonych
urzgdzen laboratoryjnych. Rekawiczki nalezy czesto zmieniac,
aprobowki trzymac¢ zamkniete, gdy tylko to mozliwe. Podczas
rozdzielania porcji do dalszych zastosowan za pomocg pipety nalezy
trzymac oczyszczony RNA na lodzie.

81



Protokoty usuwania zanieczyszczen RNazami ze sprzetow wykonanych ze szkta oraz
roztworow mozna znalez¢ wogoélnych wytycznych dotyczacych metod biologii
molekularnej, takich jak publikacja Sambrooka, J. i Russella, D. W. (2001) Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 3rd ed. Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor
Laboratory Press.
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Zatacznik B: Oznaczenie ilosciowe i okreslenie
jakosci catkowitego RNA

Oznaczenie ilosciowe RNA

Stezenie RNA nalezy okresli¢ poprzez pomiar absorbancji przy dtugosci fali 260 nm
(Agg0) W spektrofotometrze. Aby zagwarantowac istotno$¢ wyniku, odczyty powinny
miescic¢ sie w zakresie liniowym spektrofotometru. Absorbancja rowna 1jednostce
przy dtugosci fali 260 nm odpowiada 44 pg RNA na ml (Axo =1 = 44 pg/ml).
Ta zaleznos¢ jest wazna tylko w przypadku pomiaréw w buforze Tris-HCI o stezeniu
10 mM pH 7,5*. Z tego wzgledu jesli konieczne jest rozcienczenie prébki RNA, nalezy
jg rozcienczy¢ wbuforze Tris-HCI ostezeniu 10 mM. Zgodnie zponizszym
omowieniem (patrz ,Czysto$¢ RNA”, strona 84), proporcja wartosci absorbancji przy
260 i 280 nm zapewnia szacunkowg ocene czystosci RNA. Podczas pomiaru probek
RNA nalezy by¢ pewnym, ze kuwety sg wolne od RNaz. Wyzerowac spektrofotometr
za pomocg proby slepej zawierajacej bufor do elucji (BR5) i bufor Tris-HCI w takim
samym stosunku jak w mierzonych prébkach. Bufor do elucji (BR5) charakteryzuje sie
wysokg absorbancjg przy dtugosci fali 220 nm, co, w przypadku nieprawidtowego
wyzerowania spektrofotometru, moze spowodowac otrzymanie wysokiego poziomu
absorbancji tta. Ponizej przedstawiono przyktad obliczenia wykonywanego podczas
oznaczenia ilosciowego RNA.

* Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywac odpowiedniego fartucha laboratoryjnego, rekawiczek
jednorazowych i okularéw ochronnych. W celu uzyskania dodatkowych informacji nalezy zapoznac sie z odpowiednimi
kartami charakterystyki (Safety Data Sheet, SDS) dostepnymi u producentéw poszczegolnych produktow.
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Objetosc probki RNA = 80 pl
Rozcienczenie (1/15) = 10 pl prébki RNA +140 pl buforu Tris-HCI o stezeniu
10mM, pH7,5

Zmierzy¢ absorbancje rozcienczonej probki w kuwecie (wolnej od RNaz).
AZBO = 0:3
Stezenie probki

44 x Aggg x WspOtczynnik rozcienczenia
= 44x0,3x15
= 198 pg/ml

Catkowity uzysk = stezenie x objetos¢ probki w mililitrach
= 198 ug/ml = 0,08 ml
= 15,8 pg RNA

Czystosc¢ RNA

Stosunek odczytow przy dtugosci fali 260 nm 1280 nm (Azse/Azo) udostepnia
szacunkowg wartos¢ czystosci RNA wodniesieniu do zanieczyszczen, ktore
charakteryzujg sie absorbancjg $wiatta ultrafioletowego (UV), takich jak biatka.
Jednakze, pH ma znaczacy wptyw na stosunek Ajso/Azso. Nizsze pH prowadzi do
uzyskania nizszego stosunku Azs/ Az i zmniejszonej czutosci na zanieczyszczenia
biatkowe.* W celu uzyskania doktadnych wartosci zalecamy wykonywanie pomiaru
absorbancji w buforze Tris-HCl o stezeniu 10 mM, pH 7,5. Stosunek Azs/ Asgo Czystego
RNA w buforze Tris-HCI o stezeniu 10 mM, pH 7,5, miesci sie w zakresie 1,8-2,2.
Wyzerowac¢ spektrofotometr za pomoca proby $lepej zawierajgcej bufor do elucji
(BR5) i bufor Tris-HCI w takim samym stosunku jak w mierzonych probkach. Bufor do
elucji (BR5) charakteryzuje sie wysoka absorbancja przy dtugosci fali 220 nm, co,
w przypadku nieprawidtowego wyzerowania spektrofotometru, moze spowodowac
otrzymanie wysokiego poziomu absorbancji tta.

* 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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Zatacznik C: Postepowanie z probowkami
PAXgene Blood RNA Tubes(BRT)

@ Ponizsze zalecenia firmy BD mogg utatwi¢ postepowanie z probowkami

PAXgene Blood RNA Tubes (BRT). Wigcej informacji na temat probowek
PAXgene Blood RNA Tubes(BRT)zawiera dokument PAXgene Blood RNA
Tube — Instrukcja obstugi.

Instrukcja zdejmowania zamkniecia BD Hemogard

1.

Chwyci¢ probowke PAXgene Blood RNA Tube (BRT)jedng reka, ktadac kciuk pod
zamknieciem BD Hemogard. (W celu zwiekszenia stabilno$ci potozy¢ ramie na
twardej powierzchni). Przekreci¢ zamkniecie BD Hemogard drugg reka,
jednoczesnie naciskajac kciukiem drugiej reki w gére do momentu poluzowania
korka probowki.

Przed uniesieniem zamkniecia nalezy odsung¢ kciuk. Nie nalezy uzywac kciuka
do zepchniecia zamkniecia z probowki PAXgene Blood RNA Tube (BRT).
Przestroga: Jesli probowka PAXgene Blood RNA Tube (BRT) zawiera krew,
istnieje ryzyko narazenia na czynniki zakazne. Aby unikng¢ obrazen podczas
zdejmowania zamkniecia, istotne jest, aby odsunac kciuk, ktory jest uzywany do
naciskania zamkniecia w gore, od probéwki PAXgene Blood RNA Tube (BRT) od
razu po poluzowaniu zamkniecia BD Hemogard.

Zdjg¢ zamkniecie z probdéwki PAXgene Blood RNA Tube (BRT). W mato
prawdopodobnym przypadku oddzielenia ostony wykonanej z tworzywa
sztucznego od gumowego korka nie nalezy ponownie montowac¢ zamkniecia.
Ostroznie zdjg¢ gumowy korek z probdwki PAXgene Blood RNA Tube (BRT).
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Instrukcje dotyczace wktadania dodatkowego zamkniecia BD Hemogard

1. Wymieni¢ zamkniecie probowki PAXgene Blood RNA Tube (BRT).

2. Przekreci¢imocno wciska¢ do momentu catkowitego osadzenia korka.
Catkowite ponowne wprowadzenie korka jest kluczowe, aby zamkniecie
pozostawato na swoim miejscu podczas postepowania z probéwka PAXgene
Blood RNA Tube (BRT).
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Informacje dotyczgce zamawiania

PAXgene Blood RNA Kit 50 kolumn wiréwkowych PAXgene Spin 762174
(50) Column, 50 kolumn wiréwkowych Shredder

Spin Column, probéwki do przetwarzania,

DNaza | wolna od RNaz, odczynniki i bufory

wolne od RNaz. Do uzytku w potgczeniu

z probowkami PAXgene Blood RNA Tubes

PAXgene Blood RNA Tubes 100 probowek do pobierania krwi 762165
(100)

Powigzane produkty, ktore mozna zamoéwi¢ w firmie QIAGEN na potrzeby zautomatyzowanej izolacji

RNA w aparacie QlAcube

Starter Pack, OlAcube Pakiet zawiera: statywy na butelki na 990395
odczynniki (3); paski do oznaczania statywow
(8); koncowki z filtrem, 200 pl (1024);
koncowki z filtrem, 1000 pl (1024); koncowki
z filtrem, 1000 pl, duzy otwor wylotowy
(1024); butelki na odczynniki o pojemnosci
30 ml(18); adaptery rotora(240); uchwyt do
adaptera rotora

Filter-Tips, 1000 pL (1024)  Jatowe, jednorazowe koncéwki z filtrem, na 990352
statywie
Reagent Bottles, 30 mL(6) Butelki na odczynniki(30 ml)z wieczkami; 990393

pakiet po 6; do uzytku ze statywem na butelki
na odczynniki QlAcube

Rotor Adapters (10 x 24) Na 240 preparacji: 240 jednorazowych 990394
adapterdw rotora; do uzytku z aparatem
QOlAcube

Reagent Bottle Rack Statyw mieszczacy 6 butelek na odczynniki 9026197

o pojemnosci 30 ml na stole roboczym
aparatu QlAcube

Rotor Adapter Holder Uchwyt na 12 jednorazowych adapterow 990392
rotora; do uzytku z aparatem QlAcube
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Powiagzane produkty, ktére mozna zamoéwic¢ w firmie BD na potrzeby pobierania krwi z uzyciem

probéwek PAXgene Blood RNA Tubes (BRT)*

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

Igta 21G, 0,75 cala(0,8 x 19 mm), 12-calowy

(305 mm) wezyk z adapterem typu luer; 50 na

pudetko, 200 na opakowanie zbiorcze

Igta 21G, 3/4 cala (0,8 x 19 mm), 12-calowy
(305 mm) wezyk z adapterem typu luer;
50/pudetko, 200/opakowanie zbiorcze

Opakowanie zbiorcze tylko dla srednicy
13 mm i 16 mm; 1000/opakowanie zbiorcze

Probowka do pobierania probek 13 x 756 mm,
pojemnos¢ 4,0 ml, z czerwonym
zamknieciem BD Hemogard i papierowa
etykieta; 100/pudetko, 1000/opakowanie
zbiorcze

Probowka do pobierania probek 13 x 756 mm,
pojemnosc 3,0 ml, z przezroczystym
zamknieciem BD Hemogard i przezroczysta
etykieta; 100/pudetko, 1000/opakowanie
zbiorcze

Probowka do pobierania prébek 13 x 75 mm,
pojemnosc¢ 3,0 ml, z przezroczystym
zamknieciem BD Hemogard i papierowa
etykieta; 100/pudetko, 1000/opakowanie
zbiorcze

367286/
367281

367344

364815

368975/
367812

362725

366703

* Te akcesoria do pobierania krwi reprezentuja typowe produkty, ktérych mozna uzywac z probéwkami PAXgene Blood
RNA Tubes (BRT). Wiecej informacji na temat tych akcesoriow, w tym sposobu ich zamawiania, przedstawiono na

stronie www.preanalytix.com.
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Historia zmian dokumentu

N

[R1]kwiecien 2022 . Pierwsze wydanie zgodne z rozporzadzeniem IVDR

[R2]luty 2023 r. Zmieniono nazwe ulicy w adresie firmy PreAnalytiX GmbH z ,Feldbachstrasse” na
JGarstligweg 8". W czesci ,Informacje dotyczace zamawiania” dodano produkty firmy
BD. Zaktualizowano informacje dotyczace bezpieczenstwa.
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Uwagi
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Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczace wytaczenia odpowiedzialnosci dla
poszczegdlnych produktow znajdujg sie w odpowiedniej instrukcji obstugi lub
podreczniku uzytkownika zestawu firmy PreAnalytiX lub QIAGEN. Instrukcje obstugi

i podreczniki uzytkownika zestawow PreAnalytiX i QIAGEN sg dostepne w witrynach
www.preanalytix.com i www.giagen.com. MoZna je takze zamodwi¢ w serwisie
technicznym lub u lokalnego dystrybutora firmy QIAGEN.

Better samples ¢ PreAnalytiX

More toeZplore prepen

Wiecej informacji: www.preanalytix.com
HB-3009-002 02/2023

Sktadanie zaméwien www.giagen.com/shop | Pomoc techniczna www.support.giagen.com |
Strona WWW www.giagen.com lub www.preanalytix.com


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