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Numatytoji paskirtis

Skirta in vitro diagnostikai.

.PAXgene Blood RNA System” sudaro kraujo surinkimo mégintuvélis (,PAXgene Blood
RNA Tube”, BRT) ir nukleoragsties gryninimo rinkinys (,PAXgene Blood RNA Kit"). Jis
yra skirtas kraujui surinkti, laikyti ir gabenti bei Igsteliy RNR stabilizuoti uzdarytame
meégintuvélyje, be to, vélesniam Seimininko RNR atskyrimui ir gryninimui is viso kraujo
atlikti, kai vykdoma AT-PGR, kuri naudojama molekuliniams diagnostiniams
tyrimams.

.PAXgene Blood RNA System” efektyvumo charakteristikos buvo nustatytos
naudojant FOS ir IL1B geny transkriptus. Naudojant kitus objekto transkriptus, uz
tinkamo ,PAXgene Blood RNA System” efektyvumo charakteristiky uztikrinimag
atsako naudotojas.

Naudojimo indikacijos

,PAXgene Blood RNA Kit” skirtas lgsteliy RNR gryninti iS viso kraujo, paimto |
,PAXgene Blood RNA Tube” (BRT). Kai rinkinys naudojamas kartu su ,PAXgene Blood
RNA Tube” (BRT), sistema pateikia i$ viso kraujo iSgrynintg Igsteliy RNR, skirtg
AT-PGR, kuri naudojama molekulinés diagnostikos tyrimuose.

Numatytasis naudotojas

Sis gaminys skirtas naudoti profesionaliems naudotojams, pvz., technikams ir
gydytojams, paruostiems atlikti in vitro diagnostikos proceddras.

Rinkinys skirtas naudoti profesionaliai.
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Aprasymas ir veikimo principas

Jvadas

Viso kraujo paémimas yra daugelio molekuliniy tyrimuy, skirty tirti Ilasteliy RNR,
pirmasis zZingsnis. Tac¢iau pagrindiné tokiy eksperimenty problema - Igsteliy RNR
profilio in vitro nestabilumas. ,PreAnalytiX” atlikti tyrimai parodé, kad atskirty mRNR
rasiy kopijy skai¢ius visame kraujyje, laikant arba transportuojant kambario
temperataroje, gali pasikeisti daugiau nei 1000 karty (Rainen et al., 2002). Taip
atsitinka dél greito RNR skilimo ir tam tikry geny ekspresijos, atsiradusios po kraujo
paémimo. Tokie RNR ekspresijos profilio pasikeitimai neleidzia atlikti patikimy geny
ekspresijos tyrimy. Todeél metodas, kuriuo islaikomas RNR ekspresijos profilis
flebotomijos metu ir po jos, yra labai svarbus siekiant tiksliai iStirti geno ekspresijg
zmogaus visame kraujyje.

Principas ir procediira

JPreAnalytiX” sukaré sistema, leidzianc¢ig paimti, stabilizuoti, laikyti ir transportuoti
Zmogaus viso kraujo méginius, ir greitg bei efektyvy Iasteliy RNR iSskyrimo protokola.
Sistemoje naudojami ,PAXgene Blood RNA Tubes” (BRT), skirti kraujui paimti ir RNR
stabilizuoti, o po to rankiniu arba automatiniu budu iSskirti RNR, naudojant ,PAXgene
Blood RNA Kit". Tiek rankinio, tiek automatizuoto protokoly efektyvumas RNR
kokybeés ir iSeigos atzvilgiu i§ esmés yra lygiavertis. Siame vadove pateikti rankinio
protokolo (nuo 44 psl.) ir automatizuoto protokolo (nuo 52 psl.) efektyvumo
duomenys.

.PAXgene Blood RNA System” |eidzia standartizuoti prieSanalitinius darbo eigos etapus -
nuo kraujo méginio paémimo iki lasteliy RNR atskyrimo - pagal I1SO 20186-1:2019,
.Molekulinés in vitro diagnostikos tyrimai. Specifikacijos, skirtos pries tyrima
atliekamiems veninio viso kraujo apdorojimo procesams. 1dalis. Atskirta Iasteliy RNR".
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Méginio paémimas ir stabilizavimas

.PAXgene Blood RNA Tubes” (BRT) sudétyje yra patentuoto RNR stabilizavimo
reagento. Sis priedas apsaugo RNR molekules nuo RNazés skaidymo ir sumazina geny
ekspresijos pokyCius ex vivo. ,PAXgene Blood RNA System” efektyvumo
charakteristikos buvo nustatytos naudojant FOS ir IL1B geny transkriptus, kuriuos
galima perzidréti nuo 39 psl.

RNR iSskyrimas

.PAXgene Blood RNA Kit" skirtas bendrajai RNR iSskirti i$ 2,5 ml Zmogaus viso kraujo,
paimto j ,PAXgene Blood RNA Tube”(BRT). Procedira yra paprasta ir jg galima atlikti
rankiniu arba automatiniu badu (Zr. 1 pav. arba 3 pav., atitinkamai 10 arba 12 psl.).
Abiejuose protokoluose iSskyrimas pradedamas nuo centrifugavimo Zingsnio,
siekiant granuliuoti ,PAXgene Blood RNA Tube” (BRT) esancias nukleorlgstis.
Nuosédos iSplaunamos ir resuspenduojamos, po to rankiniu arba automatiniu badu
iSskiriama RNR. IS esmeés, j abu protokolus jtraukti tie patys protokolo Zingsniai su
tais paciais rinkinio komponentais.
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Rankinis RNR iSskyrimas

KonkrecCiai resuspenduotos nuosédos inkubuojamos optimizuotuose buferiniuose
tirpaluose kartu su proteinaze K (PK), siekiant suskaidyti baltyma. Siekiant
homogenizuotilasteliy lizata ir pasalinti Igsteliy atliekas, papildomai centrifuguojama
,PAXgene Shredder” centrifuginéje kolonéléje (PSC), o pratekéjusios frakcijos
supernatantas perkeliamas | $vieZig mikrocentrifugavimo meégintuveélj (MCT).
Siekiant koreguoti suriSimo salygas, jpilama etanolio, o lizatas perkeliamas |
PAXgene RNA” centrifugine kolonéle (PRC). Po trumpo centrifugavimo RNR
selektyviai prisijungia prie ,PAXgene” silicio dioksido membranos, o priemaisos
prateka. Likusios priemaiSos efektyviai pasalinamos keliais plovimo veiksmais. Tarp
pirmojo ir antrojo plovimo veiksmuy, norint pasalinti sujungtos DNR pédsakus,
membrana apdorojama DNaze | (RNFD). Atlikus plovimo veiksmus, RNR i$plaunama
eliuavimo buferiniu tirpalu (BR5) ir denattruojama karsc¢iu. Rankinio RNR iSskyrimo
naudojant ,PAXgene Blood RNA System” efektyvumo charakteristikas galima
perzidréti 44 psl.
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Automatinis RNR iSskyrimas

Kraujo RNR iSskyrimas automatiskai atliekamas ,0lAGEN QlAcube Connect MDx". Sis
inovatyvus instrumentas naudoja pazangig OQIAGEN centrifuginiy kolonéliy
apdorojimo technologijg, leidziancCig | laboratorijos darbo eigg integruoti sklandy
automatinj nedidelio naSumo meginiy ruosimo procesg. Kai meéginiai ruoSiami
naudojant QlAcube Connect MDx, atliekami veiksmai yra tokie patys kaip ir procedirg
atliekant rankiniu bddu (t. y. lizavimas, suriS§imas, plovimas ir eliuavimas), be to
meéginius galima ruosti naudojant tg patj .,PAXgene Blood RNA Kit".

Scan kit bar code QlAcube Connect MDx

‘ _—
2 pav. ,QlAcube Connect MDx".

7 o™ OIAGEN QlAcube Connect MDx" parduodamas ne visose Salyse. Norédami
gauti daugiau informacijos, susisiekite su QIAGEN techninés pagalbos
skyriumi.
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Automatizuota RNR isskyrimo protokolg sudaro 2 dalys (arba protokolai): ,PAXgene
Blood RNA Part A" (nuo ,PAXgene Blood RNA Tube” esancio kraujo iki eliuavimo) ir
,PAXgene Blood RNA Part B"(nuo eliuavimo iki paruostos naudoti RNR), tarp $iy 2 daliy
reikalingas trumpas rankinis jsikiS§imas (zr. 3 pav.).

Kraujas |pilti proteinazés K (PK) ir
riS$amojo buferinio tirpalo

(BR2)

Inkubuoti

Perkelti j ,PAXgene
Shredder Spin
Column”(PSC)

Sumaisyti

Skaidyti DNR

Perkelti pratekéjusia
frakcija j apdorojimo
mégintuvélj (PT)
.QlAcube” kratytuve

Plauti l O Plauti

nuosédas

|pilti etanolio j
pratekéjusig
frakcija

Perkelti j ,PAXgene RNA
Spin Column”(PRC)

|déti j.,PAXgene
RNA" sukimo
cilindra (PRC)
Sujungti bendraja
RNR

Resuspenduoti

Eliuuoti

Uzdaryti mikrocentrifugavimo
mégintuvélio(MCT)dangteljir
perkelti j,OlAcube” kratytuvag

Perkelti
apdorojimo
mégintuvelj (PT)-
ir jdeti j
.QlAcube”
kratytuva

Pakaitinti iki 65 °C

Plauti

Parengta naudoti RNR

3 pav. Automatiné ,PAXgene Blood RNA” procedira.
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Centrifuguotos, iSplautos ir resuspenduotos nukleortgsties nuosédos (zr. ,RNR
iSskyrimas” 8 psl.) perkeliamos i$ ,PAXgene Blood RNA Tube” (BRT) j apdorojimo
meégintuvélius (PT), kurie jdedami j termostatinj kratytuva ant ,QlAcube Connect MDx"
darbastalio. Operatorius meniu pasirenka ir paleidzia ,PAXgene Blood RNA Part A”
protokola. ,QlAcube Connect MDx" instrumentas atlieka protokolo veiksmus iki RNR
eliuavimo naudodamas eliuavimo buferinj tirpalg (BR5). Operatorius perkelia MCT su
iSgryninta RNR j ,QlAcube Connect MDx" termostatinj kratytuva. Operatorius meniu
pasirenkair paleidzia ,PAXgene Blood RNA Part B protokolgir ,QlAcube Connect MDx"
atliekamas denatlravimas karsciu. Automatizuoto RNR iSskyrimo naudojant
.PAXgene Blood RNA System” ,0lAcube Connect MDx" instrumente efektyvumo
charakteristikas galima perzitreéti 52 psl.
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Pateikiamos medziagos
Rinkinio turinys

.PAXgene Blood RNA Kit"
Katalogo nr.
Surinkimo jtaisy skaicius

Komponento |Aprasas

pavadinimas

BR1 Resuspension Buffer” (resuspensijos buferinis tirpalas) 20ml

BR2 ,Binding Buffer™(risamasis buferinis tirpalas) 18ml

BR3 Wash Buffer 1*(1 plovimo buferinis tirpalas) 45ml

BR4 Wash Buffer 2"(2 plovimo buferinis tirpalas (koncentratas)t Mml

BR5 LElution Buffer”(eliuavimo buferinis tirpalas) 6ml

RNFW ,RNase-Free Water”(vanduo be RNazés (buteliukas) 2x125 ml

PK Proteinase K’(proteinazé K (zalias dangtelis) 2x1,4ml

PRC ,PAXgene RNA Spin Columns”(,PAXgene RNA" centrifuginés 5x10
kolonélés (raudonos}t

PT Processing Tubes’(Apdorojimo mégintuvéliai)(2 mi) 6x50

Hemogard™" ,Secondary BD Hemogard Closures”(antriniai ,BD Hemogard” 50
dangteliai)

MCT Microcentrifuge Tubes"(Mikrocentrifugos mégintuvéliai)(1,5 mI¥ [MIC [TUBE 3x50,1x10

RNFD .DNase |, RNase-free”(DNazé |, be RNazés (liofilizuota) 1500 Kl;niﬂtz

vienety

RDD LDNA Digestion Buffer’(DNR skaidymo buferinis tirpalas (baltas 2x2ml
dangtelis)

DRB .DNase Resuspension Buffer’(DNazés resuspensijos buferinis m@ 2ml
tirpalas (mégintuvélis, alyvy spalvos dangtelis)

PSC PAXgene Shredder Spin Columns’(,PAXgene Shredder” [PAXgene [SHRED[COL]  5x10
centrifuginés kolonélés (alyvinés spalvos)

Vadovas PAXgene Blood RNA Kit" vadovas (3 versija) [:II] 1

*

Nesuderinama su dezinfekavimo medziagomis, kuriy sudétyje yra baliklio. Sudétyje yra guanidino druskos. Zr. 18 psl.,
,Saugos informacija”.

2 plovimo buferinis tirpalas (BR4) teikiamas kaip koncentratas. Prie$ naudodami pirma karta, jpilkite 4 dalis etanolio
(96-100 % v/v, p.a. grynumo klasé), kaip nurodyta ant buteliuko, kad gautuméte darbinj tirpala.

Kiekviena kolonélé supakuota j lizdg, kuris yra skirtas naudoti tik viena karta. Informacijos apie Salinima ieskokite
saugos informacijos dalyje.

Mégintuveéliai tiekiami plastikiniuose maiseliuose ir yra skirti naudoti viena karta. Informacijos apie Salinima iesSkokite
saugos informacijos dalyje.

Kunitz vienetai - dazniausiai naudojami vienetai matuojant | DNaze, apibréziami kaip DNazeés | kiekis, dél kurio Azso
padidéja 0,001 per minute mililitre, esant 25 °C, pH 5,0, kaip substrata naudojant stipriai polimerizuota DNR (Kunitz, M.
(1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 ir 363).

-
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Rinkinyje esantys komponentai

Komponento Aprasas Aktyvioji medziaga Koncentracija

pavadinimas

BR1 ,Resuspension Buffer” Néra =
(resuspensijos buferinis tirpalas)

BR2 ,Binding Buffer” (risamasis Guanidino tiocianatas Nuo 230 iki <50 % w/w
buferinis tirpalas)

BR3 .Wash Buffer (1 plovimo buferinis ~ Guanidino tiocianatas Nuo 210 iki <20 % w/w
tirpalas) Etanolis Nuo >3 iki <10 % w/w
BR4 ,Wash Buffer 2" (2 plovimo Néra =

buferinis tirpalas (koncentratas)

BR5 ,Elution Buffer” (eliuavimo Néra =
buferinis tirpalas)

RNFW .RNase-Free Water”(vanduo be Neéra -
Rnazés (buteliukas)

PK Proteinase K" (proteinazé K) zalias  ,Proteinase K" Nuo =1iki <3% w/w
dangtelis)

RNFD ,DNase |, RNase-free”(DNazé |, be .DNase” Nuo 290 iki <100 % w/w
Rnazés (liofilizuota)

RDD ,DNA Digestion Buffer”(DNR Néra -
skaidymo buferinis tirpalas (baltas
dangtelis)

DRB .DNase Resuspension Buffer” Néra -

(DNazés resuspensijos buferinis
tirpalas (mégintuvélis, alyvy
spalvos dangtelis)
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Reikalingos, taCiau j rinkinj nejeinancios

Dirbdami su cheminémis medziagomis visada dévekite tinkama laboratorinj chalata,
mavékite vienkartines pirstines ir naudokite apsauginius akinius. Daugiau

informacijos yra atitinkamuose saugos duomeny lapuose (SDL), kuriuos gali pateik
produkto tiekéjas.

Visi protokolai

e ,PAXgene Blood RNA Tubes"(BRT, ,PreAnalytiX”; kat. Nr. 762165)
e FEtanolis(96-100 % v/v, p.a. grynumo klasé)

e Pipeté®(10 pl -4 ml)

e SterilGs pipetés antgaliai, su aerozolio barjeru, be RNazést

e Graduotas cilindras?

e Centrifuga®, galinti pasiekti 3000-5000 x g, su kintamo kampo indeliy rotoriumi,
skirtu laikyti ,PAXgene Blood RNA Tubes”(BRT)

e Sukuriné maisyklé*
e Skaldytas ledas

e 7ymeétiskirtas ilgalaikis rasiklis

Rankinis protokolas

e Kintamo grei¢io mikrocentrifuga®, galinti veikti bent 1000-8000 x g intervale,
nors naudojama mazesneé ir didesné g jéga(iSsamia informacija zr. protokolo
veiksmuose), su rotoriumi, skirtu 2 mIMCT

*

Pasirtpinkite, kad visi prietaisai ir instrumentai baty reguliariai tikrinami, priziarimi ir kalibruojami pagal gamintojo
rekomendacijas.

Batinai susipazinkite su RNR tvarkymo rekomendacijomis (A priedas, 75 psl.).

Etanoliui j BR4 buferinio tirpalo koncentrata jpilti.
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e Inkubuojamas kratytuvas,* galintis inkubuoti 55 °C bei 65 °C temperataroje ir

kratantis >400 aps./min., taciau nevir$ijantis 1400 aps./min. (pvz., .Eppendorf®

Thermomixer Compact” arba lygiavertis)

Automatizuotas protokolas

e Zirkles
e ,0lAcube Connect MDx"*(QIAGEN, kat. nr. 9003070)

.QlAcube Connect MDx" eksploataciniai reikmenys:
e Filter-Tips, 1000 pl(1024) (QIAGEN, kat. nr. 990352)t

e ,Reagent Bottles, 30 mI(8)'(QIAGEN, kat. nr. 990393)!
e ,Rotor Adapters (10 x 24)'(QIAGEN, kat. nr. 990394)*

.0OlAcube Connect MDx" priedai:

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

.OlAcube Connect MDx" prieziGros rinkiniai:

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

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

* Pasirtpinkite, kad prietaisas ir instrumentas baty requliariai tikrinami, priziarimi ir kalibruojami pagal gamintojo
rekomendacijas.
t Taip pat pridedama prie ,Starter Pack, QlAcube” (QIAGEN, kat. nr. 990395).
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Jspéjimai ir atsargumo priemoneés

Naudotojai Europos Sajungoje turi atminti, kad apie rimtus su Siuo prietaisu
susijusius incidentus reikia pranesti gamintojui ir valstybés narés, kurioje yra
naudotojas ir (arba) pacientas, reguliuojanciajai institucijai.

Klientai, gyvenantys uz Europos Sajungos riby, turi atminti, kad gali prireikti
pasizilréeti vietos teisés aktus, kuriais nustatyta, kaip apie rimtus su Siuo prietaisu
susijusius incidentus pranesti gamintojui ir (arba) jo jgaliotajam atstovui ir $alies,
kurioje yra naudotojas ir (arba) pacientas, requliuojanciajai institucijai.

Saugos informacija

Dirbdami su cheminémis ir biologiSkai pavojingomis medziagomis, visada dévékite
tinkamg laboratorinj chalata, madvékite vienkartines pirStines ir uZzsidékite
apsauginius akinius. Daugiau informacijos rasite atitinkamuose saugos duomeny
lapuose (SDL). Jie pateikiami patogiu ir kompaktiSku PDF formatu internete
svetainéje www.qiagen.com/safety - Cia galite rasti, perzitréti ir iSspausdinti
kiekvieno QIAGEN rinkinio ir jy komponenty SDL.

e \Visoscheminésir biologinés medziagos yra potencialiai pavojingos. Kraujo
meéginiai yra potencialiai uzkre¢iami ir turi bati naudojami kaip biologiskai
pavojingos medziagos.

e BiologiSkai pavojingas atliekas ir rinkinio atliekas iSmeskite laikydamiesi vietiniy
saugos procedary.

Skubios pagalbos informacija

CHEMTREC
Ne JAV ir Kanados teritorijoje +1703-527-3887
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Atsargumo priemonés

Dirbdami su krauju laikykités bendryjy atsargumo priemoniy, kad iSvengtumeéte salycio
su per krauja plintangiai patogenais (pvz., ZIV, hepatitas B ir kiti krauju plintantys virusai).
Naudokite pirstines, chalatg, akiy apsaugos priemones bei kitas asmenines apsaugos
priemones ir inzinerines kontrolés priemones, kad apsisaugotuméte nuo salyCio su
kraujo. Daugiau informacijos rasite atitinkamuose saugos duomeny lapuose (SDL). Jie
pateikiami patogiu ir kompaktiSku PDF formatu internete www.preanalytix.com - Cia
galite rasti, perzitrétiir iSspausdinti Sio rinkinio SDL.

DEMESIO
NEPILKITE baliklio ar rigstiniy tirpaly tiesiai j méginiy ruo$imo
atliekas.

RiSamojo buferinio tirpalo (BR2) ir 1 plovimo buferinio tirpalo (BR3) sudétyje yra
guanidino tiocianato, kuris jungdamasis su balikliu gali sudaryti labai reaktyvius
junginius. I8lieje riSamajj buferinj tirpalg (BR2) arba 1 plovimo buferinj tirpalg (BR3),
iSvalykite tinkamu laboratoriniu plovikliu ir vandeniu. Jei skystyje yra galin¢iy uzkreésti
medziagy, atitinkama vieta i$ pradziy nuvalykite laboratoriniu plovikliu ir vandeniu, o
tada 1% (v/v)natrio hipochloritu (baliklis).

RNR stabilizavimo tirpalo ir kraujo misinj i$ ,PAXgene Blood RNA Tube” (BRT) galima
dezinfekuoti naudojant 1 dalj rinkoje parduodamo baliklio (5 % natrio hipochlorito) 9
dalims RNR stabilizavimo tirpalo ir kraujo misinio.

Méginio paruoSimo atliekas, pvz., supernatantus po RNR iSskyrimo procediros
centrifugavimo zingsnio, reikia tvarkyti kaip galin¢ias uzkrésti medziagas. Biologines
medziagas iSmeskite j biologiSkai pavojingoms atliekoms skirtas talpyklas. Atliekas
batina Salinti laikantis vietos teisés akty ir jstaigoje galiojanciy procedary.
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Specifiniai ,PAXgene Blood RNA Kit" komponentai skirti naudoti tik vieng karta.
Prireikus informacijos apie atskirus komponentus, zr. Rinkinio turinys, pateikta 14 psl.

.PAXgene Blood RNA Kit" komponentams taikomi toliau nurodyti pavojingumo ir
atsargumo teiginiai. ,PAXgene Blood RNA Tubes” (BRT) saugos informacijg zr.
.PAXgene Blood RNA Tube”vadove.

.Buffer BR2"

gy

.Buffer BR3"

Sudétyje yra guanidino tiocianato. Pavojinga! Kenksminga
prarijus. Gali bati kenksminga susilietus su oda arba jkvépus.
Sukelia smarky akiy pazeidima. Toksiska vandens organizmams,
sukelia ilgalaikius pakitimus. Kontaktuodama su ragstimis iSskiria
labai toksiSkas dujas. Saugoti, kad nepatekty j aplinka. Maveti
apsaugines pirstines / dévéti apsauginius drabuZzius / naudoti akiy
(veido) apsaugos priemones. PATEKUS | AKIS: atsargiai plauti
vandeniu kelias minutes. ISimti kontaktinius leSius, jeigu jie yrair
jeigu lengvai galima tai padaryti. Toliau plauti akis. Esant saly¢iui
arba jeigu numanomas salytis: Nedelsiant skambinti |
APSINUODIJIMYU KONTROLES IR INFORMACIJOS BIURA arba
kreiptis | gydytoja. Turinj/ talpyklg ispilti (iSmesti) patvirtintoje
atlieky Salinimo jmonéje.

Sudétyje yra: etanolio, guanidino tiocianato. Pavojinga! Degus
skystisir garai. Sukelia smarky akiy pazeidima. Kontaktuodama su
rugstimis iSskiria labai toksiSkas dujas. Laikyti atokiau nuo
Silumos Saltiniy/ Ziezirby/ atviros liepsnos/ karsty pavirsiy.
NerlOkyti. Mdveéti apsaugines pirStines/ dévéti apsauginius
drabuZius / naudoti akiy (veido) apsaugos priemones. PATEKUS |
AKIS: atsargiai plauti vandeniu kelias minutes. ISimti kontaktinius
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leSius, jeigu jie yra ir jeigu lengvai galima tai padaryti. Toliau plauti
akis. Nedelsiant skambinti j APSINUODIJIMU KONTROLES IR
INFORMACIJOS BIURA arba kreiptis j gydytoja.

.DNase I"

Sudétyje yra: DNazés. Pavojinga! Gali sukelti alergine odos
reakcijg. |kvépus gali sukelti alergine reakcija, astmos
simptomus arba apsunkinti kvépavima. Stenkités nejkvepti
dulkiy. Maveéti apsaugines pirstines/ deévéti apsauginius
drabuzius / naudoti akiy (veido) apsaugos priemones. Naudoti
kvépavimo taky apsaugos priemones. Esant salyciui arba jeigu
numanomas salytis: skambinti j APSINUODIJIMU KONTROLES
IR INFORMACIJOS BIURA arba kreiptis j gydytoja. ISveskite
Zzmogy j gryna org ir padékite jam patogiai kvépuoti. Uzterstus
drabuZius iSskalbti pries vél juos apsivelkant.
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Reagenty laikymas ir naudojimas

PAXgene RNA" centrifugines kolonéles (PRC), ,PAXgene Shredder” centrifugines
kolonéles (PSC), proteinaze K (PK) ir buferinius tirpalus (BR1, BR2, BR3, BR4 ir BR5)
reikia laikyti sausai, rinkinio etiketéje nurodytoje temperataroje.

,RNase-Free DNase Set”, kurio sudétyje yra DNazés | (RNFD), DNR skaidymo buferinio
tirpalo (RDD) ir DNazés resuspensijos buferinio tirpalo (DRB), siun¢iamas aplinkos
temperaturoje. Gave visus ,RNase-Free DNase Set” komponentus nedelsdami
padékite etiketéje nurodytoje temperataroje. Tinkamai laikomas rinkinys yra stabilus
iki galiojimo termino, nurodyto ant rinkinio dézuteés.

Reikia atkreipti démesj j tinkamumo naudoti datas, iSspausdintas ant dézutés ir visy
komponenty etikeéiy. Pasibaigus tinkamumo laikui, komponenty naudoti negalima.

Stabilumas naudojant

Pirma kartg panaudojus rinkinj, reagentai lieka stabills originaliuose buteliukuose
rinkinio etiketéje nurodytoje temperatdroje ir iki etiketéje nurodytos galiojimo
pabaigos datos.

| .OlAcube Connect MDx" reagenty buteliukus jpilti reagentai blna stabills
3 ménesius, laikant kambario temperataroje (15-25 °C).

Atskiesta DNazé | (RNFD) bina stabili 2-8 °C temperatiroje 6 savaites, kai ji laikoma
originaliame stikliniame buteliuke (bazinis tirpalas).

Vienkartinio naudojimo bazinio tirpalo alikvotinés dalys, laikomos 1,5 mI MCT (tiekiami
su rinkiniu), iSlieka stabilios 9 ménesius -20°C temperatdroje. Atitirpinus,
vienkartinio naudojimo alikvotinés dalys iSlieka stabilios 6 savaites, kai laikomos
2-8 °C temperataroje.
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Bandiniy rinkimas, laikymas ir naudojimas

.PAXgene Blood RNA Kit" skirtas naudoti su krauju, paimtu j ,PAXgene Blood RNA
Tubes”. Kraujg reikia paimti j ,PAXgene Blood RNA Tubes” (BRT), laikantis ,PAXgene
Blood RNA Tube” vadove pateikty instrukcijy. Jei reikia, zr. ,PAXgene Blood RNA
Tubes” (BRT) tvarkymo rekomendacijas zr. C priede (78 psl.). Su visais méginiais turi
bati elgiamasi kaip su potencialiai pavojingais. ,PAXgene Blood RNA System”
efektyvumo charakteristikos buvo nustatytos naudojant FOS ir ILIB geny
transkriptus, kuriuos galima perziaréti 40-43 psl.
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Protokolas. Rankinis bendros RNR iSskyrimas i$
Zmogaus viso kraujo, paimto j ,PAXgene Blood
RNA Tubes”

Svarbi informacija pries$ pradedant
e |sitikinkite, kad rinkinio dézuté nepazeista, o buferiniai tirpalai nepratekéje.
Nenaudokite pazeisto rinkinio.

e Naudodami pipete, jsitikinkite, kad nustatytas tinkamas taris ir kruopsciai ir
visiSkai jtraukiamas ir iSpilamas visas skystis.

e NoredamiiSvengti méginio perkélimo ne j reikiamg mégintuvélj arba centrifugine

kolonéle, butinai tinkamai pazymekite visus mégintuvélius ir centrifugines
kolonéles ilgalaikiu raSikliu. Pazymékite kiekvieno mégintuvélio dangtelj ir

korpusa (PT, MCT). Jei naudojate centrifugine kolonéle, pazymékite PT korpusa.

Perkéle skystj j mégintuvélj arba centrifugine kolonéle, uzdarykite jj.

e Dél procediros metu iSsiliejusio méginio ir buferiniy tirpaly gali sumazéti RNR
iSeiga ir grynumas.

e Jeinenurodyta Kitaip, visus Sio protokolo zingsnius, jskaitant centrifugavimo
Zingsnius, reikia atlikti kambario temperatiroje (15-25 °C).

Dél nukleortgsciy amplifikavimo technologijy jautrumo, siekiant iSvengti kryzminés

tarsos, tvarkant méginius reikia taikyti Sias atsargumo priemones:

e Atsargiai pipete perkelkite méginj j centrifugine kolonéle (PSC, PRC)
neslapindami kolonélés krasto.

e Perkeldami skirtingus skyscius, visuomet keiskite pipetés antgalius. Naudokite

pipetés antgalius su aerozolio barjeru.

e Stenkités neliesti centrifuginés kolonélés (PSC, PRC) membranos pipetés antgaliu.

e [Smaise sukuriniu maisSytuvu arba pakaitine MCT, trumpai centrifuguokite jj, kad

pasalintuméte laselius nuo dangtelio vidinio pavirsiaus.
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e Visos procedlros metu mavekite pirstines. Méginio kontakto su pirstinémis
atveju, nedelsdami pasikeiskite pirstines.

e Pries dédami centrifugine kolonéle (PSC, PRC) j mikrocentrifuga, uzdenkite ja.
Centrifuga aprasyta proceduroje.

e Vienu metu atidarykite tik vieng centrifugine kolonéle (PSC, PRC) ir stenkités, kad
nesusidaryty aerozoliai.

e Jeinorite efektyviai vienu metu apdoroti kelis méginius, uzpildykite stovg PT, |
kuriuos po centrifugavimo bus galima perkelti centrifugines kolonéles (PSC,
PRC). ISmeskite panaudotus PT su pratekéjusia frakcija ir jdékite centrifugines
kolonéles (PSC, PRC) j naujus PT prie$ jdédami juos atgal | mikrocentrifuga.

Ka reikia atlikti pries$ pradedant

e Krauja reikia paimtij ,PAXgene Blood RNA Tubes”(BRT), laikantis ,PAXgene Blood
RNA Tube”vadove pateikty instrukcijy. Jei reikia, zr. ,PAXgene Blood RNA Tubes”
(BRT) tvarkymo rekomendacijas zr. C priede (78 psl.).

e Pasirtpinkite, kad paémus kraujg ,PAXgene Blood RNA Tubes”(BRT) baty
inkubuojami bent 2 val. kambario temperataroje, siekdami uztikrinti visiska
kraujo Iasteliy lize ir RNR nusodinima. ,PAXgene Blood RNA Tube” (BRT)
inkubavimas per naktj gali padidinti iSeiga. Jei pirminis kraujo inkubavimas buvo
atliktas kambario temperatiroje 2 val. pries laikant 2-8 °C, =20 °C arba =70 °C
temperataroje, prie$ pradédami procedlrg pirmiausia palaukite, kol ,PAXgene
Blood RNA Tube”(BRT) susils iki kambario temperataros, o tada inkubuokite jj
kambario temperatdroje 2 val.

e Perskaitykite saugos informacija, pateikta 18 psl.
e Perskaitykite RNR tvarkymo rekomendacijas (A priedas, 75 psl.).

e Uztikrinkite, kad visi instrumentai, pvz., pipetés ir inkubuojantis kratytuvas, bty
reguliariai tikrinami ir kalibruojami pagal gamintojo rekomendacijas.

e Inkubuojantis kratytuvas reikalingas 5 ir 20 Zingsniuose. Nustatykite 55 °C
inkubuojang¢io kratytuvo temperatira.
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e RiSamajame buferiniame tirpale (BR2)laikant gali susidaryti nuosédos. Jei reikia,
pasildykite iki 37 °C, kad i$tirpty.

e 2 plovimo buferinis tirpalas (BR4) teikiamas kaip koncentratas. Prie$ naudodami
pirma karta, jpilkite 4 dalis etanolio (36-100 % v/v, p.a. grynumo klasé), kaip
nurodyta ant buteliuko, kad gautumeéte darbinj tirpala.

e Jeinaudojate ,RNase-Free DNase Set” pirma karta, paruoSkite DNazés | bazinj
tirpala. IStirpinkite gryng DNaze | (RNFD; 1500 Kunitz vienety)* rinkinyje
pateiktame 550 pl DNazés resuspensijos buferiniame tirpale (DRB). Elkités
atsargiai, kad né kiek neprarastumeéte DNazés | (RNFD) atidarydami indelj.
Nemaisykite atkurtos DNazés | (RNFD) skuriniu maisSytuvu. DNazé | ypac jautri
fizinei denatdracijai. Maisyti reikia tik Svelniai apverciant buteliuka.

e Atkurtg DNaze | (RNFD) originaliame stikliniame buteliuke (bazinis tirpalas)
galima laikyti 2-8 °C temperataroje arba -20 °C temperataroje, pries tai
pasalinus bazinj tirpalg i$ stiklinio buteliuko ir padalijus jj j vienkartinio naudojimo
alikvotines dalis (naudokite 1,5 mI MCT, tiekiama su rinkiniu; kiekio pakanka 5
alikvotinéms dalims). Atitirpintas alikvotines dalis galima laikyti 2-8 °C
temperatiroje. Pakartotinai neuzsaldykite atitirpinty alikvotiniy daliy.

e Atkurdamiir dalydami DNaze | (RNFD)j alikvotines dalis, laikykités RNR tvarkymo
rekomendacijy (A priedas, 75 psl.).

Procediira

1. Centrifuguokite ,PAXgene Blood RNA Tube”(BRT) 10 min 3000-5000 x g,
naudodami kintamojo kampo indeliy rotoriy.
@ Siekdami uztikrinti visa kraujo Igsteliy lize ir RNR nusodinima,
inkubuokite kraujo méginj ,PAXgene Blood RNA Tube”(BRT) maziausiai
2 val. kambario temperataroje (15-25 °C).

* Kunitz vienetai - dazniausiai naudojami vienetai matuojant | DNaze, apibréziami kaip DNazés | kiekis, dél kurio Azso
padidéja 0,001 per minute mililitre, esant 25 °C, pH 5,0, kaip substratg naudojant stipriai polimerizuota DNR (Kunitz, M.
(1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 ir 363).
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® Rotoriuje turi bdti apvaliadugniy mégintuvéliy adapteriai. Naudojant
kito tipo mégintuvéliy adapterius, centrifuguojant mégintuvéliai gali
suduzti.
2. Pasalinkite supernatantag nupildami arba pipete. |pilkite  mégintuvélj su
nuosédomis 4 ml vandens be RNazés (RNFW)ir mégintuvélj uzdarykite SvieZiu
antriniu ,BD Hemogard” dangteliu (pateikiamu rinkinyje).

Jeigu supernatanta nupilate, elkités atsargiai, kad nesudrumstuméte nuoseédy, ir
nusausinkite megintuveélio krastg Svariu popieriniu ranksluosciu.

3. Maidykite stkuriniu maisytuvu, kol nuosédos istirps, ir centrifuguokite 10 min
3000-5000 x g, naudodami kintamojo kampo indeliy rotoriy. Pasalinkite ir
iSmeskite visg supernatanta.

Smulkios atliekos likusios supernatante iSmaisSius jj stkuriniu maisytuvu, bet
pries centrifuguojant, neturés jtakos procedurai.

® PaSalinus ne visg supernatanta, bus slopinama lizé ir praskiestas
lizatas, dél to pasikeis RNR suri§imo su ,PAXgene” membrana salygos.

4. |pilkite 350 pl resuspensijos buferinio tirpalo (BR1)ir maisykite stkuriniu
maisytuvu, kol nuosédos aiskiai istirps.

5. Pipete perkelkite méginjj 1,5 mI MCT. |pilkite 300 pl riSamojo buferinio tirpalo
(BR2)ir 40 pl proteinazés K (PK). Pamaisykite stkuriniu maiSytuvu 5 sir
inkubuokite 10 min 55 °C temperatdroje, naudodami inkubuojantj kratytuva
400-1400 aps./min. Baige inkubuoti, nustatykite 65 °C inkubuojancio kratytuvo
temperatrg (20 zingsnis).

Nemaisykite riSamojo buferinio tirpalo (BR2) ir proteinazés K (PK) pries
jpildami j méginj.

6. Pipete perkelkite lizatg tiesiai j PSC (alyvinés spalvos), jdétg j 2 mI PT, ir
centrifuguokite 3 min didziausiu greiciu (bet nevirsykite 20 000 x g).

Atsargiai perkelkite pipete lizatg j centrifugine kolonéle (PSC) ir
pazilrékite, ar lizatas visiSkai perkeltas j PSC.
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10.

1.

12.

Nevirsykite 20 000 x g, kad nepazeistuméte kolonéliy (PSC)ir mégintuvéliy (PT).
Kai kurie méginiai gali pratekéti per PSC ir nebati centrifuguojami. Tai
gali jvykti dél mazo kai kuriy meéginiy klampumo ir tai néra netinkamo
produkto indikacija.

Atsargiai perkelkite visg pratekéjusios frakcijos supernatantg j 1,56 mI MCT,

nesudrumsdami nuosédy PT.

. |pilkite 350 pl etanolio (36-100 % v/v, p.a. grynumo klasé). Sumaisykite stkuriniu

maisytuvu ir trumpai centrifuguokite (1-2 s 500-1000 x g), kad pasalintuméte

laSelius nuo dangtelio vidinio pavirsiaus.

® Negalima centrifuguotiilgiau nei 1-2 s, nes gali pradéti granuliuotis
nukleorugstys ir bendrosios RNR iSeiga bus mazesné.

. Pipete perkelkite 700 pl méginio j PRC (raudonos spalvos), jdéta j 2 mI PT, ir

centrifuguokite 1 min 8000-20 000 x g. |dékite centrifugine kolonéle (PRC) | nauja
2 ml PT iriSmeskite seng apdorojimo mégintuvelj PT su pratekéjusia frakcija.
Pipete perkelkite likusj méginj j PRC ir centrifuguokite T min 8000-20,000 x g.
|dékite centrifugine kolonéle (PRC) j naujg 2 mI PT ir iSmeskite seng PT su
pratekeéjusia frakcija.

Atsargiai pipete perkelkite méginj j centrifugine kolonéle (PRC) ir

pazidrékite, ar méginys visiSkai perkeltas j centrifugine kolonéle (PRC).
Pipete perkelkite 350 pl 1 plovimo buferinio tirpalo (BR3) | PRC. Centrifuguokite
1min 8000-20 000 x g. |dékite centrifuging kolonéle (PRC) | naujg 2 mI PT ir
iSmeskite seng PT su pratekéjusia frakcija.
|pilkite 10 pl DNazés | (RNFD) tirpalo j 70 ul DNR skaidymo buferinio tirpalo (RDD)
1,5 mI MCT. ISmaisSykite Svelniai plekSnodami mégintuvélj ir trumpai
centrifuguokite, kad surinktumeéte likusj skystj nuo mégintuvélio sieneliy.
Pavyzdziui, jei apdorojate 10 méginiy, jpilkite 100 pl DNazés | (RNFD) bazinio
tirpalo j 700 pl DNR skaidymo buferinj tirpalg (RDD). Naudokite 1,5 mI MCT, kurie
pateikiami su rinkiniu.
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

18.

® DNazé | ypac jautri fizinei denatracijai. MaiSyti reikia tik Svelniai
tapSnojant mégintuvélj. Nemaisykite sukuriniu maisytuvu.

Pipete perkelkite DNazés | (RNFD) inkubavimo misinj (80 pl) tiesiai ant PRC

membranos ir padékite ant darbastalio (20-30 °C) 15 min.

® Jsitikinkite, kad DNazés | (RNFD) inkubavimo misinys perkeltas tiesiai
ant membranos. Bus suskaidyta ne visa DNazé, jei dalis miSinio bus
perkeltair liks ant centrifuginés kolonélés (PRC) sieneliy arba Ziedinio
tarpiklio.

Pipete perkelkite 350 pl 1 plovimo buferinio tirpalo (BR3) j PRC ir centrifuguokite

1min 8000-20 000 x g. |dékite centrifuging kolonéle (PRC) | naujg 2 mI PT ir

iSmeskite seng PT su pratekeéjusia frakcija.

Pipete perkelkite 500 pl 2 plovimo buferinio tirpalo (BR4) | PRC ir centrifuguokite

1min 8000-20 000 x g. |dékite centrifugine kolonéle (PRC)j naujg 2 ml PT ir

iSmeskite seng PT su pratekéjusia frakcija.

@ 2 plovimo buferinis tirpalas (BR4) teikiamas kaip koncentratas. Prie$
naudodami batinai j 2 plovimo buferinj tirpala (BR4) jpilkite etanolio (zr.
.Kareikia atlikti pries pradedant”, 25 psl.).

|pilkite dar 500 pl 2 plovimo buferinio tirpalo (BR4)j PRC. Centrifuguokite 3 min

8000-20 000 x g.

ISmeskite PT su pratekéjusia frakcija ir jdékite PRC j naujg 2 ml PT.

Centrifuguokite 1min 8000-20 000 x g.

ISmeskite PT su pratekéjusia frakcija. |dékite PRC j 1,5 mI MCT ir pipete

uzlasinkite 40 pl eliuavimo buferinio tirpalo (BR5) tiesiai ant PRC membranos.

Centrifuguokite 1min 8000-20 000 x g, kad eliuuotuméte RNR.

Norint pasiekti didziausig eliuavimo efektyvuma, svarbu eliuavimo buferiniu

tirpalu (BR5) sudrékinti visg membrana.

Kartokite eliuavimo Zingsnj (18 Zingsnis), kaip aprasyta, naudodami 40 p

eliuavimo buferinio tirpalo (BR5) ir tg patj MCT.
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20. Inkubuokite inkubuojamame kratytuve 5 min 65 °C temperatdroje (nuo 5
Zingsnio) nekratydami. Baige inkubuoti, nedelsdami atvésinkite ant ledo.
® Per §j méginiy inkubavima 65 °C temperatiroje denatdruojama RNR,
kuri naudojama paskesnéms proceduroms. Nepraleiskite Sio zingsnio,
net jei denatdravimo karSc¢iu Zingsnis yra paskesnése procedirose.
Pakankamai denatdruoti RNR batina, norint uztikrinti didziausia
paskesniy procedury efektyvuma.

NevirSykite inkubavimo trukmeés ir temperataros.

21. Jeigu RNR méginiai nebus naudojami i$ karto, laikykite —20 °C arba-70 °C
temperaturoje.
Pakartotinai uz8aldzius ir atitirpinus RNR lieka denatlruota, todél nebdtina
kartoti inkubavimo 65 °C temperatiroje. Jei naudojate RNR méginius
diagnostiniam tyrimui, vykdykite gamintojo pateiktas instrukcijas.
Norint tiksliai kiekybiskai jvertinti RNR pagal absorbcijg ties 260 nm,
rekomenduojame praskiesti méginius 10 mM Tris-HCI, pH 7,5.* Skiedziant méginj
vandeniu be RNazés, galima gauti neteisingai mazas reikSmes.
Nustatykite spektrofotometro nulio reikSme, naudodami tusc¢ig méginj su tokia
pacia dalimi, kaip ir matuojamuose méginiuose, eliuavimo buferinio tirpalo (BR5)
ir Tris-HCI buferinio tirpalo. Jei netinkamai nustatyta spektrofotometro nulio
reik§mé, dél didelés eliuavimo buferinio tirpalo (BR5) absorbcijos ties 220 nm gali
bdti aukstas foninis absorbcijos lygis.

@ Norédami kiekybiskai jvertinti Tris-HCl buferiniame tirpale, naudokite
§j sarysj: Agso=1= 44 pg/ml. Zr. B prieda 76 psl.
22.Veéluzdarykite visus buteliukus, kuriuose yra buferiniy tirpaly ir vandens be RNazés,
indelius ir mégintuveélius su fermentais bei fermenty buferiniais tirpalais ir maiselius,
kuriuose laikomos protokolui naudoto rinkinio plastikinés medziagos. Likusj rinkinio
turinj laikykite, kaip aprasyta dalyse ,Reagenty laikymas ir naudojimas”(22 psl.) ir
,Stabilumas naudojant”(22 psl.), kol jo vél prireiks.

* Dirbdami su cheminémis medZziagomis visada dévékite tinkama laboratorinj chalata, mavékite vienkartines pirstines ir
naudokite apsauginius akinius. Daugiau informacijos yra atitinkamuose saugos duomeny lapuose (SDL), kuriuos gali
pateikti produkto tiekéjas.

,PAXgene Blood RNA Kit" naudojimo instrukcijos (vadovas) 2023-02 30



Protokolas. Automatizuotas bendros RNR
iSskyrimas iS Zmogaus viso kraujo, paimto |
.PAXgene Blood RNA Tubes”(BRT)

Svarbi informacija pries$ pradedant
e |sitikinkite, kad rinkinio dézuté nepazeista, o buferiniai tirpalai nepratekéje.
Nenaudokite pazeisto rinkinio.

e Naudodami pipete, jsitikinkite, kad nustatytas tinkamas taris ir kruopsciai ir
visiSkai jtraukiamas ir iSpilamas visas skystis.

e KadiSvengtumeéte méginiy perkélimo j netinkamus megintuvélius arba plastikinius
eksploatacinius reikmenis, batinai tinkamai pazymékite visus PT, MCT ir rotoriaus

adapterius nenutrinamu rasikliu. Pazymeékite kiekvieno MCT dangtelj ir korpusa,
kiekvieno PT korpusa ir kiekvieno rotoriaus adapterio iSorine sienele.

e [Dél proceduros metu iSsiliejusio méginio ir buferiniy tirpaly gali sumazéti RNR

iSeigair grynumas.

e Jeinenurodyta kitaip, visus Sio protokolo zZingsnius, jskaitant centrifugavimo
zingsnius, reikia atlikti kambario temperatiroje (15-25 °C).

Dél nukleortugsciy amplifikavimo technologijy jautrumo, siekiant iSvengti kryzminés

tar$os, tvarkant méginius reikia taikyti Sias atsargumo priemones:

e Pipete atsargiai perkelkite méginj j PT nesudrékindami mégintuvélio krasto.

e Perkeldami skirtingus skyscius, visuomet keiskite pipetés antgalius. Naudokite

pipetés antgalius su aerozolio barjeru.

e Stenkités neliesti centrifuginés kolonélés (PSC, PRC) membranos pipetés
antgaliu.

e [SmaiSe sukuriniu maiSytuvu arba pakaiting MCT, trumpai centrifuguokite jj, kad

pasalintuméte laselius nuo dangtelio vidinio pavirsiaus.
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e Visos procedlros metu mavekite pirstines. Méginio kontakto su pirstinémis
atveju, nedelsdami pasikeiskite pirstines.

Ka reikia atlikti pries$ pradedant

e Krauja reikia paimti j ,PAXgene Blood RNA Tubes”(BRT), laikantis ,PAXgene Blood
RNA Tube”vadove pateikty instrukcijy. Jei reikia, zr. ,PAXgene Blood RNA Tubes”
(BRT) tvarkymo rekomendacijas zr. C priede (78 psl.).

e Pasirtpinkite, kad paémus kraujg ,PAXgene Blood RNA Tubes”(BRT) baty
inkubuojami bent 2 val. kambario temperataroje, siekdami uztikrinti visiSka
kraujo Iasteliy lize ir RNR nusodinima. ,PAXgene Blood RNA Tube” (BRT)
inkubavimas per naktj gali padidinti iSeiga. Jeigu paémus krauja ,PAXgene Blood
RNA Tube”(BRT) buvo laikomas 2-8 °C, =20 °C arba -70 °C, pirmiausia leiskite
pasiekti kambario temperattra, o tada prieS pradédami proceddura palaikykite
kambario temperataroje 2 valandas.

e Perskaitykite saugos informacija, pateikta 18 psl.

e Perskaitykite ,Svarbios pastabos”, 56 psl.

e Perskaitykite RNR tvarkymo rekomendacijas (A priedas, 75 psl.).

e Perskaitykite atitinkama ,QlAcube Connect MDx" naudotojo vadova ir visg su
instrumentu pateikta papildoma informacija, ypatingg démesj skirdami saugos
informacijai.

e Uztikrinkite, kad visi prietaisai ir instrumentai, pvz., pipetésir ,QlAcube Connect
MDx", baty reguliariai tikrinami ir kalibruojami pagal gamintojo rekomendacijas.

e RiSamajame buferiniame tirpale (BR2) laikant gali susidaryti nuosédos. Jei reikia,
padildykite iki 37 °C, kad istirpty.

e 2 plovimo buferinis tirpalas (BR4) teikiamas kaip koncentratas. Prie$ naudodami
pirma karta, jpilkite reikiama tarj etanolio (36-100 % v/v, p.a. grynumo klasé),
kaip nurodyta ant buteliuko, kad gautuméte darbinj tirpala.
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e Jeinaudojate ,RNase-Free DNase Set” pirma karta, paruoSkite DNazés | bazinj
tirpala. IStirpinkite gryng DNaze | (RNFD; 1500 Kunitz vienety)* rinkinyje
pateiktame 550 ul DNazés resuspensijos buferiniame tirpale (DRB). Elkités
atsargiai, kad né kiek neprarastumeéte DNazés | (RNFD) atidarydami indelj.
Nemaisykite atkurtos DNazés | (RNFD) sakuriniu maisSytuvu. DNazé | ypac jautri
fizinei denatQracijai. Maisyti reikia tik Svelniai apverciant buteliuka.

e Atkurtg DNaze | (RNFD) originaliame stikliniame buteliuke (bazinis tirpalas)
galima laikyti 2-8 °C temperataroje arba -20 °C temperataroje, pries tai
pasalinus bazinj tirpalg i$ stiklinio buteliuko ir padalijus jj j vienkartinio naudojimo
alikvotines dalis (naudokite 1,5 mI MCT, tiekiama su rinkiniu; kiekio pakanka 5
alikvotinéms dalims). Atitirpintas alikvotines dalis galima laikyti 2-8 °C
temperatroje. Pakartotinai neuzsaldykite atitirpinty alikvotiniy daliy.

e Atkurdamiir dalydami DNaze | (RNFD)j alikvotines dalis, laikykités RNR tvarkymo
rekomendacijy (A priedas, 75 psl.).

e Sumontuokite tinkama kratytuvo adapterj(pateikiamas su ,QlAcube Connect
MDx"; naudokite 2 ml ,safe-lock” mégintuvéliams skirtg adapterj, pazyméta ,2") ir
ant adapterio virSaus uzdékite kratytuvo stova.

e Patikrinkite ir, jei reikia, iStustinkite atlieky stalciy.

e |diekite susijusius protokolus, jei dar nejdiegéte jy pries ankstesnius vykdymus.
Dirbant su ,QlAcube Connect MDx" bltina atsisiysti visus susijusiame ZIP faile
esangius protokolus. Zr. ,Protokoly diegimas ,QlAcube Connect MDx", 58 psl.

Procedira

1. Uzdarykite ,QlAcube Connect MDx" gaubta ir jjunkite instrumentg maitinimo
jungikliu (zr. 15 pav., 57 psl.).

* Kunitz vienetai - dazniausiai naudojami vienetai matuojant | DNaze, apibréziami kaip DNazés | kiekis, dél kurio Azso
padidéja 0,001 per minute mililitre, esant 25 °C, pH 5,0, kaip substratg naudojant stipriai polimerizuota DNR (Kunitz, M.
(1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 ir 363).
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Pasigirsta pypteléjimas ir jsijungia pradzios ekranas. Instrumentas automatiskai
atlieka inicijavimo patikras.

. Atidarykite ,QlAcube Connect MDx" gaubtg ir jdékite j instrumenta reikiamus
reagentus bei plastikines priemonés. Zr. ,QlAcube Connect MDx" pakrovimas”, 59 psl.

Taupant laika, jkelti galima per vieng arba abu 10 min centrifugavimo Zingsnius
(3ir5 zingsniai).

. Centrifuguokite ,PAXgene Blood RNA Tube”(BRT) 10 min 3000-5000 x g,
naudodami kintamojo kampo indeliy rotoriy.

@ Siekdami uztikrinti visg kraujo Igsteliy lize ir RNR nusodinima,
inkubuokite kraujo méginj ,PAXgene Blood RNA Tube”(BRT) maziausiai
2 val. kambario temperataroje (15-25 °C).

® Rotoriuje turi bati apvaliadugniy mégintuvéliy adapteriai. Naudojant
kito tipo mégintuvéliy adapterius, centrifuguojant mégintuvéliai gali
suduzti.

. Pasalinkite supernatanta nupildami arba pipete. Jeigu supernatantg nupilate,
elkités atsargiai, kad nesudrumstumeéte nuosédy, ir nusausinkite mégintuvélio
krasta Svariu popieriniu ranksluosciu. |pilkite | mégintuvélj su nuosédomis 4 ml
vandens be RNazés (RNFW)ir mégintuveélj uzdarykite Svieziu antriniu ,BD
Hemogard” dangteliu (pateikiamu rinkinyje).

. Maisykite sukuriniu maiSytuvu, kol nuosédos istirps, ir centrifuguokite 10 min
3000-5000 = g, naudodami kintamojo kampo indeliy rotoriy. Pasalinkite ir
iSmeskite visg supernatanta.

Smulkios atliekos likusios supernatante iSmaisius jj stkuriniu maisytuvu, bet
pries centrifuguojant, neturés jtakos procedarai.
Pasalinus ne visg supernatanta, bus slopinama lizé ir praskiestas
lizatas, dél to pasikeis RNR suriSimo su ,PAXgene” membrana salygos.
. |pilkite 350 pl resuspensijos buferinio tirpalo (BR1) ir maisykite stkuriniu
maisytuvu, kol nuosédos aiskiai istirps.
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7. Pipete perkelkite méginj j 2 ml PT.
@ Naudokite ,PAXgene Blood RNA Kit" pateiktus 2 mlI PT.

8. Atidarytus PT su méginiu jdékite j ,QlAcube Connect MDx" kratytuvg (Zr. 18 pav.,
61psl.). Méginiy vietos pazymétos, kad baty papraséiau jdéti. Salia kiekvieno PT
jstatykite kratytuvo stovo kamscius (pateikiami su ,QlAcube Connect MDx’) j angas,
esancias kratytuvo stovo kraste. Tai leidzia aptikti méginius tikrinant jkrova.

@ |sitikinkite, kad sumontuotas tinkamas kratytuvo adapteris (kratytuvo
adapteris, 2 ml, ,safe-lock” mégintuvéliams, pazymétas 2", pateikiamas
su,QlAcube Connect MDx").

@ Jei apdorojama maziau nei 12 méginiy, batinai uzpildykite kratytuvo
stovg, kaip pavaizduota 22 pav., 65 psl. Negalima apdoroti vieno (1)
meéginio arba 11 méginiy. Kratytuvo stove nurodyti viety numeriai
atitinka centrifugos viety numerius.

9. Uzdarykite ,QlAcube Connect MDx" dureles (zr. 15 pav., 57 psl.).
10. Pasirinkite ,PAXgene Blood RNA Part A" protokolg ir jj paleiskite.
Vykdykite ,QlAcube Connect MDx" jutikliniame ekrane rodomas instrukcijas.

@ |sitikinkite, kad ,QlAcube Connect MDx" jdiegtos abi (A ir B) programos
dalys (Zr. ,Protokoly diegimas ,QlAcube Connect MDx" 58 psl.).

@ Instrumentas atliks méginiy, antgaliy, rotoriaus adapteriy ir reagenty
buteliuky jkrovos patikras.

11. Kai ,PAXgene Blood RNA Part A" protokolas uzbaigiamas, atidarykite ,QlAcube
Connect MDx" gaubta (zr. 15 pav., 57 psl.). ISimkite ir iSmeskite PRC i$ rotoriaus
adapteriy ir tusc¢ius PT i$ kratytuvo.

@ Vykdymo metu instrumentas perkelia sukimo cilindrus i$ rotoriaus
adapterio 1 padéties(L1dangtelio padétis)j rotoriaus adapterio 3 padét;j
(L2 dangtelio padétis)(zr. 20 pav., 63 psl.).

12. Uzdarykite visy rotoriaus adapteriuose esanciy 1,5 mI MCT su isgryninta RNR
dangtelius (3 padétis, L3 dangtelio padétis, zr. 20 pav., 63 psl.). Perkelkite 1,5 ml
MCT ant ,QlAcube Connect MDx" kratytuvo adapterio(zr. 18 pav., 61 psl.).

,PAXgene Blood RNA Kit" naudojimo instrukcijos (vadovas) 2023-02 35



13. Uzdarykite ,QlAcube Connect MDx" dureles (zr. 15 pav., 57 psl.).
14. Pasirinkite ,PAXgene Blood RNA Part B” protokolg ir jj paleiskite.
Vykdykite ,QlAcube Connect MDx" jutikliniame ekrane rodomas instrukcijas.
® Si programa inkubuoja méginius 65 °C temperataroje ir denatdruoja
RNR, skirtg paskesnéms proceduroms. Nepraleiskite Sio zingsnio, net
jei denattravimo karsc¢iu zingsnis yra paskesnése procedurose.
Pakankamai denatdruoti RNR batina, norint uztikrinti didziausig
paskesniy procedury efektyvuma.
15. Kai ,PAXgene Blood RNA Part B” programa uzbaigiama, atidarykite ,QlAcube

Connect MDx" gaubta (zr. 15 pav., 57 psl.). Nedelsdami padékite MCT su iSgryninta
RNR ant ledo.

JSPEJIMAS. Karstas pavir§ius. Kratytuvo temperatara gali pakilti iki
70 °C. Venkite liesti, kol jis karstas.

@ Nepalikite iSgrynintos RNR ,QlAcube Connect MDx" instrumente.
Neatvésinus meéginiy, isgryninta RNR gali degraduoti. Todél
nerekomenduojama atlikti méginiy paruosimo vykdymy be prieZiaros
per naktj.

16. Jeigu RNR méginiai nebus naudojami i$ karto, laikykite juos —20 °C arba

-70 °C temperatiroje.

Pakartotinai uz8aldzius ir atSildzius RNR lieka denatlruota, todél nebdtina kartoti

karsto inkubavimo protokolo (,PAXgene Blood RNA Part B”). Jeigu RNR méginius

naudojate diagnostiniame tyrime, vykdykite gamintojo pateiktas instrukcijas.

Norint tiksliai kiekybiskai jvertinti RNR pagal absorbcija ties 260 nm,

rekomenduojame praskiesti méginius 10 mM Tris-HCI, pH 7,5.* SkiedzZiant méginj

vandeniu be RNazés, galima gauti neteisingai mazas reikSmes.

* Dirbdami su cheminémis medziagomis batinai dévékite tinkama laboratorinj chalatg, mavékite vienkartines pirstines
ir uzsidékite apsauginius akinius. Daugiau informacijos yra atitinkamuose saugos duomeny lapuose (SDL), kuriuos gali
pateikti produkto tiekéjas.
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Nustatykite spektrofotometro nulio reik§me, naudodami tusc¢ig méginj su tokia
pacia dalimi, kaip ir matuojamuose méginiuose, eliuavimo buferinio tirpalo (BR5)
ir Tris-HCI buferinio tirpalo. Jei netinkamai nustatyta spektrofotometro nulio
reikS§mé, dél didelés eliuavimo buferinio tirpalo (BR5) absorbcijos ties 220 nm gali
bati aukstas foninis absorbcijos lygis.

@ Norédami kiekybiSkai jvertinti Tris-HClI buferiniame tirpale, naudokite
S sarysj
Agso=1= 44 pg/ml. Zr. B prieda 76 psl.
17. ISimkite reagenty buteliuky stova i$ ,QlAcube Connect MDx" darbastalio
(zr.18 pav., 61 psl.) ir uzdenkite visus reagenty buteliukus atitinkamai pazymétais
dangteliais. Vél uzdarykite visus buteliukus, kuriuose yra buferiniy tirpaly ir
vandens be RNazés, indelius ir mégintuvélius su fermentais bei fermenty
buferiniais tirpalais ir maiselius, kuriuose laikomos protokolui naudoto rinkinio
plastikinés medziagos. Likusj rinkinio ir reagenty buteliuky turinj laikykite, kaip
aprasyta dalyse ,Reagenty laikymas ir naudojimas”(22 psl.)ir ,Stabilumas
naudojant”(22 psl.), kol jo vél prireiks.
ISimkite ir iSmeskite ,QlAcube Connect MDx" MCT lizduose esanciuose PT likusius
reagentus. ISimkite i$ centrifugos ir iSmeskite rotoriaus adapterius. IStustinkite
,QlAcube Connect MDx" atlieky stal&iy (zr. 15 pav., 57 psl.). Uzdarykite
instrumento gaubtg ir iSjunkite instrumentg maitinimo jungikliu.
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Produkto naudojimo apribojimai

PAXgene Blood RNA Kit" skirtas lgsteliy RNR iskirti i Zmogaus viso kraujo
(4,8 x10°-1,1x 107 leukocity/ml), atliekant in vitro diagnostinius tyrimus. Jis néra skirtas
genominéms DNR ar virusinéms nukleortgstims iSskirti iS Zmogaus viso kraujo. Dél riboto
skaiCiaus patvirtinty stabilizavimo specifikacijy transkripty (FOS ir IL1B geny
transkriptai)) nebuvo nustatytos visy transkripty efektyvumo charakteristikos.
Naudotojai turéty perzidréti gamintojo duomenis ir savo duomenis, kad nustatyty, ar
batina patvirtinti kitus transkriptus. Rinkinio komponentai gali bdti naudojami tik
atliekant rankinj ir automatizuota protokolus, aprasytus Siose naudojimo instrukcijose.

Daugiau informacijos apie ,PAXgene Blood RNA Tubes”(BRT) naudojimg zr. ,PAXgene
Blood RNA Tube”vadove.

Kokybés kontrolé

Vadovaujantis OIAGEN ISO sertifikuota kokybés valdymo sistema, kiekviena
.PAXgene Blood RNA Kit” partija iSbandoma pagal nustatytas specifikacijas, siekiant
nuolat iSlaikyti produkty kokybe.
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Efektyvumo charakteristikos

Méginio paémimas ir stabilizavimas

.PAXgene Blood RNA Tubes” (BRT) sudétyje yra patentuoto RNR stabilizavimo
reagento. Sis priedas apsaugo RNR molekules nuo RNazés skaidymo ir sumazina geny
ekspresijos pokycius ex vivo. ,PAXgene Blood RNA Tubes” (BRT) skirti Zmogaus viso
kraujo méginiams paimti ir Igsteliy RNR stabilizuoti ne ilgiau nei 3 dienas 18-25 °C
temperataroje (atitinkamai 4 ir 5 pav., 40 ir 41 psl.) arba ne ilgiau nei 5 dienas 2-8 °C
temperataroje (6 ir 7 pav., 42 ir 43 psl.). Be to, stabilizuota kraujg galima laikyti
uzsaldyta. Turimi duomenys rodo, kad lasteliy RNR islieka stabili maziausiai 11 mety
-20°C arba -70°C* temperataroje. Jei norite gauti daugiau informacijos apie
vykdomy stabilumo ilgesniais laikotarpiais vertinimo tyrimus, apsilankykite
www.preanalytix.com arba susisiekite su ,QIAGEN" techninés pagalbos tarnyba.

Faktiné RNR stabilizavimo trukmeé gali skirtis atsizvelgiant j Iasteliy RNR rasis ir véliau
naudojamag metodg. Dél riboto skaiCiaus patvirtinty stabilizavimo specifikacijy
transkripty (FOS ir IL1B geny transkriptai), nebuvo nustatytos visy transkripty
efektyvumo charakteristikos. Naudotojai turéty perzidréti gamintojo duomenis ir
savo duomenis, kad nustatyty, ar batina patvirtinti kitus transkriptus.

* Siuo metu vykdomas ilgalaikis kraujo laikymo ,PAXgene Blood RNA Tubes” tyrimas.
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Laikymas (dienos)
4 pav. RNR stabilumas kraujo méginiuose, 18-25 °C: FOS. Buvo paimti 10 sveiky (kiek zinoma)donory dubliuoti kraujo méginiai ir
nurodyta dieny skaiciy laikomi 18-25 °C temperatiroje, po to buvo atliktas bendrosios RNR igskyrimas. [ A]Kraujas buvo paimtas
ir laikomas ,PAXgene Blood RNA Tubes”(BRT), o bendroji RNR i$gryninta naudojant ,PAXgene Blood RNA Kit".[ B] Kraujas buvo
paimtas ir laikomas standartiniuose kraujo paémimo mégintuvéliuose su antikoaguliantu EDTA, o bendroji RNR buvo i$gryninta
naudojant standartinj organinio iSskyrimo metoda, atliekant silicio dioksido membranos pagrindu pagrista RNR valyma.
Santykiniai FOS transkripty lygiai buvo nustatyti taikant realiojo laiko dvigubg AT-PGR ir kaip vidinj standartg naudojant 18S rRNR.
Visy méginiy reikSmés perkeltos j diagrama su visy rodomy méginiy vidurkio ir standartinio nuokrypio reikSmémis. Punktyrinés
linijos Zymi +3 k. bendra tyrimo tiksluma (2,34 Cr).
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5 pav. RNR stabilumas kraujo méginiuose, 18-25 °C: IL1B. Kraujas buvo paimtas ir bendroji RNR i$gryninta po laikymo
18-25°C, kaip aprasyta 4 pav. Santykiniai IL1B transkripto lygiai buvo nustatyti realiojo laiko, dviguba AT-PGR, kaip vidinj
standartg naudojant 18S rRNR. Visy méginiy reikSmés perkeltos j diagrama su visy rodomy méginiy vidurkio ir
standartinio nuokrypio reiksmémis. Punktyrinés linijos zymi +3 k. bendra tyrimo tiksluma (1,93 Cr).
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Laikymas (dienos)
6 pav. RNR stabilumas kraujo méginiuose, 2-8 °C: FOS. Buvo paimti 10 sveiky donory dubliuoti kraujo méginiai ir
nurodyta dieny skai¢iy laikomi 2-8 °C temperatdroje, po to buvo atliktas bendrosios RNR i§skyrimas. [ A]Kraujas buvo
paimtas ir laikomas ,PAXgene Blood RNA Tubes”(BRT), o bendroji RNR i$gryninta naudojant ,PAXgene Blood RNA Kit".
[B]Kraujas buvo paimtas ir laikomas standartiniuose kraujo paémimo megintuvéliuose su antikoaguliantu EDTA, o
bendroji RNR buvo iSgryninta naudojant standartinj organinio iSskyrimo metoda, atliekant silicio dioksido membranos
pagrindu pagrjsta RNR valyma. Santykiniai FOS transkripty lygiai buvo nustatyti taikant realiojo laiko dvigubg AT-PGR ir
kaip vidinj standarta naudojant 18S rRNR. Visy méginiy reikSmés perkeltos j diagrama su visy rodomy méginiy vidurkio ir
standartinio nuokrypio reiksmémis. Punktyrinés linijos Zymi +3 k. bendra tyrimo tiksluma (2,34 Cr).
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7 pav. RNR stabilumas kraujo méginiuose, 2-8 °C: IL1B. Kraujas buvo paimtas ir bendroji RNR i$gryninta po laikymo
2-8 °C, kaip apra$yta 6 pav. Santykiniai IL1B transkripto lygiai buvo nustatyti realiojo laiko, dviguba AT-PGR, kaip vidinj
standartg naudojant 18S rRNR. Visy méginiy reikSmeés perkeltos | diagrama su visy rodomy meginiy vidurkio ir
standartinio nuokrypio reikSmémis. Punktyrinés linijos zymi +3 k. bendrag tyrimo tiksluma (1,93 C+).
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Rankinis RNR iSskyrimas

Bendroji RNR, atskirta naudojant ,PAXgene Blood RNA System”, yra gryna. Naudojant
rankinj protokola, Azso/Azgo reiksmeés nuo 1,8 iki 2,2 ir <1 % (w/w) genominés DNR yra
>95 % visy méginiy, kai matuojama naudojant beta-aktino geno sekos kiekybine,
Jreal-time PCR". Maziausiai 95 % meginiy nenustatytas AT-PGR slopinimas, kai eliuato
taris buvo ne didesnis nei 30 % AT-PGR reakcijos tario.

Naudojant rankinj protokolg, vidutinis méginio paruosimo laikas (remiantis 12
meéginio paruosimo serijy duomenimis)yra mazdaug 90 min*, i$ jy tik 40 min praktinio
darbo. 2985 % apdoroty méginiy RNR iSeiga i$ 2,5 ml sveiko Zzmogaus viso kraujo yra
>3 ug. ISeiga labai priklauso nuo donoro, todél atskiros iSeigos gali skirtis. ,PAXgene
Blood RNA System” uztikrina didelj atskiry donory iSeigos atkuriamumag ir
kartotinuma (8 ir pav 9 pav., 45 ir 46 psl.) bei AT-PGR atkuriamuma ir pakartojamuma
(atitinkamai 10 ir pav 11 pav., 50 ir 51 psl.), todél ji ypac patikima atliekant klinikinius
diagnostinius tyrimus.

8 pav. (45 psl.) parodytas ,PAXgene Blood RNA System” bendras pakartojamumas ir
atkuriamumas. Buvo atlikti papildomi tyrimai, norint suZinoti skirtingy ,PAXgene
Blood RNA Kit" partijy ir skirtingy operatoriy jtakg RNR iSeigos atkuriamumui ir
realiojo laiko AT-PGR efektyvumui. Atliekant tyrimus buvo naudojamijungtiniai kraujo
meéginiai, o ne atskiri ,PAXgene Blood RNA Tubes” (BRT), todél rezultatai atspindi ne
sistemos pakartojamuma, jskaitant atskiry kraujo émimy svyravimus, o tik viso
meéginio paruosimo pakartojamuma(zr. 9 pav., 46 psl.).

* Bendras protokolo vykdymo laikas, jskaitant ,PAXgene Blood RNA Tubes” paruos$ima (centrifugavimus, nuosédy
plovima ir nuosédy resuspendavima).
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8 pav. Atkuriamas ir pakartojamas RNR i§skyrimas. Keturis kartotinius kraujo méginius i$ 14 donory rankiniu badu

apdorojo 3 technikai (A, B, C). Buvo naudojami trys jrangos rinkiniai, o visi méginiai, kuriuos ruo$é vienas technikas, buvo

apdoroti naudojant tg pacia jranga. [A]Parodytos kartotiniy méginiy i$ ty paciy donory, kuriuos apdorojo skirtingi

technikai, RNR iseigos vidurkio ir standartinio nuokrypio reiksmeés. [B] Dvylika kartotiniy kiekvieno i$ 14 donory méginiy

apdorojo 3 skirtingi technikai. Parodytos méginiy i$ ty paciy donory, kuriuos apdorojo visi technikai, RNR iSeigos
vidurkio ir standartinio nuokrypio reikSmeés. Visy RNR méginiy Azso/ Aze0 santykio intervalas yra nuo 1,8 iki 2,2.
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Donory telkinys
9 pav. Skirtingy operatoriy ir ,PAXgene Blood RNA Kit” partijy RNR iSeigos pakartojamumas ir atkuriamumas,
naudojant jungtinius kraujo méginius. 30 skirtingy donory kraujo méginiai buvo paimti j ,PAXgene Blood RNA Tubes”
(BRT; 12 mégintuvéliy vienam donorui, i$ viso 360 mégintuveéliy). 3 donory mégintuveéliy turinys buvo sujungtas ir po to i$
naujo padalytas alikvotinémis dalimis | 36 méginius. Siuos 3 donory telkinio 36 méginius rankiniu badu apdorojo 3
skirtingi operatoriai. Kiekvienas operatorius RNR i$skyré naudodamas 3 skirtingas ,PAXgene Blood RNA Kit" partijas ir
apdorojo kiekvieno i$ 10 donory telkiniy keturis kartotinius méginius. [ A]Kiekvieno operatoriaus ir partijos derinio RNR
iSeiga ir standartinis nuokrypis. Keturis kartotinius kraujo méginius i$ 10 donory apdorojo 3 skirtingi operatoriai (A, B, C),
naudodami kiekviena i$ 3 rinkiniy partijy (1, 2, 3). Pateiktos keturiy kartotiniy méginiy i$ to paties donory telkinio
skirtingy operatoriy ir skirtingy rinkiniy partijy vidutiné iseigos (stulpeliai) ir standartinio nuokrypio (paklaidos bruksniai)
reiksmés. [B] Visy operatoriy ir partijy deriniy (A, B, C; 1, 2, 3) donory telkiniy RNR ieigos VK, apskaiciuotas pagal
viduting iSeigg ir iSeigos standartinj nuokrypj, pavaizduotas 9A pav.
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1A lentelé. Kiekvienos partijos ir kiekvieno naudotojo pasirinkty donory telkiniy (1, 6, 9, 10)

atkuriamumas
1donoro telkinys (5,1x 10® Iasteliy/ml) | 6 donory telkinys (6,5 x 10° Iasteliy/ml)
D deri
S U Vidutine VK (%) Vidutine VK (%)
iSeiga (pg) iseiga (ug)
0,42 5 0,99 10

1 partija, A naudotojas 8,03 9,55

1 partija, B naudotojas 7,98 117 15 9,38 1,94 21
1 partija, C naudotojas 7,87 0,45 6 10,71 0,65 6
2 partija, A naudotojas 7,32 0,98 13 9,78 1,89 19
2 partija, B naudotojas 6,09 1,04 17 9,82 2,83 29
2 partija, C naudotojas 6,87 0,31 4 10,37 0,74 7
3 partija, A naudotojas 7,04 0,90 13 8,96 0,68 8
3 partija, B naudotojas 6,98 1,22 17 7,73 0,97 13
3 partija, C naudotojas 8,78 0,89 10 10,59 1,94 18

Vidutiné SD(ug) VK (%) Vidutiné
iseiga (ug) iSeiga (ug)

1 partija, A naudotojas 7,52 0,41 6 7,96 0,49 6
1 partija, B naudotojas 8,82 1,72 19 8,90 0,76 9
1 partija, C naudotojas 10,14 1,46 14 10,22 1,29 13
2 partija, A naudotojas 6,92 0,27 4 7,63 1,23 16
2 partija, B naudotojas 7,20 0.7 10 7,00 0,56 8
2 partija, C naudotojas 9,14 1,52 17 11,56 1.21 10
3 partija, A naudotojas 8,18 0,76 9 7,85 0,82 10
3 partija, B naudotojas 6,41 0,88 14 8,88 217 24
3 partija, C naudotojas 10,78 0,56 5 10,88 0,37 3
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1B lentelé. Kiekvieno naudotojo ir visy partijy pasirinkty donory telkiniy (1, 6, 9, 10) atkuriamumas

1donoro telkinys (5,1x 10% Iasteliy/ml) | 6 donory telkinys (8,5 x 10 Igsteliy/ml)

Duomeny derinys idutiné VK (%) tine VK (%)
iSeiga(ug) iga(pg)

A naudotojas, visos 7,46 9,43

partijos

B naudotojas, visos 7,02 1,31 19 8,98 2,09 23
partijos

C naudotojas, visos 0,98 10,56

partijos

9 donory telkinys (8,4 = 10° Igsteliy/ml) | 10 donory telkinys (10,2 x 10° Igsteliy/ml)

Vidutiné SD(ug) VK(%) idutiné ) VK (%)
iSeiga(ug)

A naudotojas, visos 7,54 7,81 0,82 n
partijos
B naudotojas, visos 7,48 1,50 20 8,26 1,54 19
partijos
C naudotojas, visos 10,02 1,34 13 10,89 1,10 10
partijos

1C lentelé. Kiekvienos partijos ir visy naudotojy pasirinkty donory telkiniy (1, 6, 9, 10) atkuriamumas

1donoro telkinys (5,1x 10° Iasteliy/ml) | 6 donory telkinys (8,5 x 10° Igsteliy/ml)

Duomeny derinys Vidutine VK (%) AN ) VK (%)
9a (ug) '

1partija, visi naudotojai 7,96 9,88 1,34 14
2 partija, visi naudotojai 6,76 0,93 14 ClEL 1,84 18
3 partija, visi naudotojai 7,60 127 17 9,09 17 19

9 donory telkinys (8,4 x 10° Igsteliy/ml) | 10 donory telkinys (10,2 x 10° Igsteliy/ml)

idutiné VK (%) idutiné ) | VK(%)
ga(pg) i

1partija, visi naudotojai 8,83 1,63 19 9,02 127 14
2 partija, visi naudotojai 7,75 1,36 18 8,73 2,31 26
3 partija, visi naudotojai 8,46 1,99 24 9,20 1,80 20
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1D lentelé. Visy partijy ir visy naudotojy pasirinkty donory telkiniy (1, 6, 9, 10) atkuriamumas

1donoro telkinys (5,1x 10°® Iasteliy/ml) | 6 donory telkinys (6,5 x 10° Iasteliy/ml)

Duomeny derinys vid VK (%) ga VK (%)
|se|ga(ug)
1,65 17

1 partija, visi 7,44 9,66
naudotojai
9 donory telkinys (8,4 x 10% Iasteliy/ml) | 10 donory telkinys (10,2 x 10° Iasteliy/ml)
Vidutiné VK(%) | Vidutiné iSeiga VK (%)
iseiga(pg) (ng)
1 partija, visi 8,35 8,99
naudotojai

ISsami 4 tipiniy donory telkiniy analizé. Telkiniai buvo pasirinkti pagal leukocity
skai€iy ir atspindi normalaus leukocity skai¢iaus diapazono virsutine, vidurine ir
apatine reikSmes (4,8 x 108 - 1,1 x 107 leukocity/ml). Leukocity skaicius rodo 3 donory
iS donory telkinio 3 leukocity skaiciy vidutine reikSme.
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10 pav. AT-PGR atkuriamumas tarp skirtingy naudotojy. Atliekant realiojo laiko AT-PGR, buvo naudojama 9 pav.
aprasyto eksperimento metu isgryninta RNR. Santykiniai [A]FOS ir [B]IL1B transkripto lygiai buvo nustatyti realiojo
laiko, dviguba AT-PGR, kaip vidinj standartg naudojant 18S rRNR. Visy meginiy reikSmeés perkeltos j diagrama, A
naudotojo reik$miy atzvilgiu (10 donory telkiniy x 3 rinkinio partijos x 4 pakartojimai = 120 kiekvieno geno duomeny
rinkiniy), su visy rodomy méginiy vidurkio (raudonos linijos) ir standartinio nuokrypio (juodos linijos) reiksmémis.
Punktyrinés linijos zymi +3 k. bendra tyrimy tiksluma (FOS: 2,34 Cr; IL1B: 1,93 C1).
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11 pav. AT-PGR atkuriamumas tarp skirtingy rinkinio partijy. Atliekant realiojo laiko AT-PGR, buvo naudojama 9 pav.
aprasyto eksperimento metu isgryninta RNR. Santykiniai [A]1FOS ir [B]IL1B transkripto lygiai buvo nustatyti realiojo
laiko, dviguba AT-PGR, kaip vidinj standartg naudojant 18S rRNR. Visy méginiy reikSmés perkeltos j diagrama, 1rinkinio
partijos reik§miy atzvilgiu (10 donory telkiniy x 3 naudotojai x 4 pakartojimai =120 kiekvieno geno duomeny rinkiniy), su
visy rodomy méginiy vidurkio (raudonos linijos) ir standartinio nuokrypio (juodos linijos) reik§mémis. Punktyrinés linijos
Zymi +3 k. bendra tyrimy tiksluma (FOS: 2,34 Cr; IL1B: 1,93 C+).
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2 lentelé. AT-PGR duomeny i$ 10 ir 11 pav. suvestiné

FOS/18S rRNR tyrimas IL1B/18S rRNR tyrimas

- Vidurkis Vidurkis
Duomeny palyginimas (AACH) +SD(AAC) (AACH) +SD(AACy)

Atkuriamumas tarp kiekvieno naudoto sy part

Visi naudotojai, 1 partija-1partija 0,00 0,00 0,00 0,00
Visi naudotojai, 1 partija-2 partija -0,03 0,48 -0,07 0,66
Visi naudotojai, 1 partija-3 partija -0,21 0,52 on 0.71
Visos partijos, A naudotojas-A naudotojas 0,00 0,00 0,00 0,00
Visos partijos, A naudotojas-B naudotojas -0,46 0,44 -0,06 0,69
Visos partijos, A naudotojas-C naudotojas -0,31 0,60 -0,15 0.71

Naudotojas: tyrima atlikes technikas.

Partija: tyrimo metu naudotos rinkinio partijos numeris.

SD: standartinis nuokrypis.

Rodomos 10 ir 11 pav. pateikty duomeny vidutinés AACr reikmeés (N =120) ir standartinio nuokrypio reik§més.

Automatinis RNR iSskyrimas

>95 % apdoroty méginiy RNRiSeigais$ 2,5 ml sveiko zmogaus viso kraujo yra =3 ug. 12 pav.
(53 psl.) nurodytos RNR iseigos i$ viso i$ 216 méginiy, kuriuos 3 operatoriai paruosé
naudodami 3 rinkiniy partijas ir automatizuota protokola. Siuose tyrimuose buvo naudoti
jungtiniai kraujo méginiai, o ne atskiri ,PAXgene Blood RNA Tubes”(BRT), todél rezultatai
neatspindi RNR iseigos, lauktos i$ atskiry kraujo émimy atskiry meginiy. ISeiga labai
priklauso nuo donoro, todél atskiros iSeigos gali skirtis (12 pav., 53 psl.).

Maziausiai 95 % meéginiy nenustatytas AT-PGR slopinimas, kai eliuato tdris buvo ne
didesnis nei 30 % AT-PGR reakcijos tdrio. Naudojant automatizuotg protokola,
kryZzminis uzterSimas tarp meéginiy neaptiktas, kai tame paciame vykdyme buvo
matuojama kiekybine, realiojo laiko AT-PGR ABL1 ir FOS transkripty sekos RNR
neigiamuose méginiuose (vanduo) suporuotuose su RNR teigiamais méginiais
(zmogaus viso kraujo).
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RNR, atskirtanaudojant ,PAXgene Blood RNA System”ir automatizuota protokola, yra
gryna, kaip rodo AT-PGR slopinimo nebuvimas, 0 Agso/Azgo reikSmes yranuo 1,8 iki 2,2.
Genominés DNR yra <1 % (w/w) =295 % visy méginiy, kai matuojama naudojant beta-
aktino geno sekos kiekybing, ,real-time PCR". 13 ir 14 pav. (54 psl.) pateiktos i$ viso
216 méginiy, kuriuos paruo$é 3 operatoriai naudodami automatizuota protokolg su 3
rinkiniy partijomis, Azso/ Azgo reikSmeés ir santykiné genominé DNR.

RNR iseiga(pg/2,5 ml kraujo),QlAcube Connect MDx"
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12 pav. RNR iSeiga - automatizuotas apdorojimas su ,QlAcube Connect MDx". Atskiry donory kraujo méginiai buvo
surinkti naudojant ,PAXgene Blood RNA Tubes” (BRT). Mégintuvéliy turinys buvo sukauptas j 6 donory telkinius, o tada
suskirstytas j alikvotines dalis. I$ viso 3 skirtingi operatoriai (A, B, C) apdorojo 216 mégintuvélius (t. y. po 36 telkinyje).
Kiekvienas operatorius automatizuotg iSskyrima atliko su ,QlAcube” ir ,OlAcube Connect MDx" naudodamas 3 skirtingas
.PAXgene Blood RNA Kit” partijas (1, 2, 3) ir apdorojo kiekvieno i$ 6 donory telkiniy keturis kartotinius méginius. Visy
atskiry méginiy RNR iSeiga pateikta kaip kiekvieno operatoriaus ir partijos derinys.
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RNR grynumas (Azso/Azso) ,QlAcube Connect MDx"
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13 pav. RNR grynumas (Azso/ Azs0 reik§meés) - automatizuotas apdorojimas naudojant ,QlAcube Connect MDx". RNR
iSgrynino 3 skirtingi operatoriai (A, B, C), naudodami 3 skirtingas ,PAXgene Blood RNA Kit” partijas (1, 2, 3) su .QlAcube
Connect MDx" ir atlikdami eksperimentg, aprasyta 12 pav. Visy atskiry méginiy Azso/ Azeo reikSmes pateiktos kaip
kiekvieno operatoriaus ir partijos derinys.

Genominé DNR (w/w)[%].0lAcube Connect MDx"
3517
30 L
25 |
20 |
15 °
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14 pav. RNR grynumas (genominés DNR uzter§imas, %) - automatizuotas apdorojimas naudojant ,QlAcube Connect
MDx". RNR iggrynino 3 skirtingi operatoriai (A, B, C), naudodami 3 skirtingas ,PAXgene Blood RNA Kit" partijas (1, 2, 3) su
.OlAcube Connect MDx" ir atlikdami eksperimenta, aprasyta 12 pav. Visy atskiry méginiy genominés DNR kiekiai (w/w)
pateikti kaip kiekvieno operatoriaus ir partijos derinys.

Automatizuotas RNR iSskyrimo protokolas, naudojant ,PAXgene Blood RNA System”,
uztikrina gerai atkuriamus ir kartotinius AT-PGR rezultatus, todél i sistema yra ypac
patikima atliekant klinikinius diagnostinius tyrimus.
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ISskirtos RNR stabilumas

RNR méginiai iSskirti i$ kraujo pripildyty ,PAXgene Blood RNA Tubes” naudojant

.PAXgene Blood RNA Kit"i$lieka stabilas 5 metus, kai laikomi-20 °C temperatdroje, ir
7 metus, kai laikomi-70 °C temperataroje (tyrimo vertinamoji baigtis).
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Svarbios pastabos

.QlAcube Connect MDx" naudojimas

Batinai susipazinkite su ,QlAcube Connect MDx” naudojimu. Prie$ pradédami
automatizuota ,PAXgene Blood RNA" protokolg, perskaitykite instrumento naudotojo
vadova ir visg su instrumentu pateiktg papildoma informacija, ypatingg démesj
atkreipdami j saugos informacija.

.QlAcube Connect MDx" paleidimas

Uzdarykite ,O0lAcube Connect MDx" gaubtg ir jjunkite instrumentg maitinimo jungikliu
(zr.15 pav., 57 psl.).

Pasigirsta pypteléjimas ir jsijungia pradzios ekranas. Instrumentas automatiskai
atlieka inicijavimo patikras.

,PAXgene Blood RNA Kit” naudojimo instrukcijos (vadovas) 2023-02 56



.QlAcube Connect MDx" vaizdas i$ priekio

1

i

®

.0lAcube Connect MDx" vaizdas i$ galo (kairioji pusé) .0lAcube Connect MDx" vaizdas i$ galo (desinioji pusé)
15 pav. ,QlAcube Connect MDx" iSorés elementai.

@ Jutiklinis ekranas @ 2 USB prievadai kairiojoje jutiklinio ekrano
puséje; 2 USB prievadai uz jutiklinio ekrano

(i 1USB prievada jjungtas ,Wi-Fi” modulis)

@ Gaubtas @ RJ-45 eterneto prievadas

@ Atlieky stal¢ius @ Maitinimo laido lizdas
@ Maitinimo jungiklis Ausinimo oro i$éjimas
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Jutiklinis ekranas

.QlAcube Connect MDx" valdomas jutikliniu ekranu. Jutiklinis ekranas leidzia
naudotojui valdyti instrumenta ir padeda paruoS&ti darbo stalg. Apdorojant méginius,
jutikliniame ekrane matoma protokolo busenair likes laikas.

e

16 pav. IStrauktas ,QlAcube Connet;t MDx" jutiklinis ekranas.

Protokoly diegimas ,QlAcube Connect MDx"

pradinj protokola. |diekite ir ,PAXgene Blood RNA Part A", ir ,PAXgene Blood RNA Part
B” protokolus.

.QlAcube Connect MDx" protokolai pateikti svetainéje www.qgiagen.com ir juos reikia
atsisiysti j USB atmintineg, pateikiama su instrumentu. Naudojant USB prievada Siuos
protokolus reikia perkelti j instrumenta.

Naudojant USB prievada (jrengtas jutiklinio ekrano Sone, zr. 15 pav., 57 psl.), galima
prijungti ,QlAcube Connect MDx" prie USB atmintinés, kuri pateikiama su
instrumentu. Duomeny failus, pvz., sistemos zurnalo failus arba ataskaity failus, taip
pat galima perkelti per USB prievada is instrumento j USB atmintine.
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@ USB prievadas skirtas naudoti tik su QIAGEN pateikta USB atmintine.
Nejunkite prie Sio prievado kity prietaisy.

@ NeiStraukite USB atmintinés, kai atsisiunciami protokolai, perkeliami
duomeny failai arba vykdomas protokolas.

Daugiau informacijos apie protokoly jkélima j ,QlAcube Connect MDx" ieskokite
instrumento naudotojo vadove.

.QlAcube Connect MDx" pakrovimas

Taupant laika, pakrauti galima vieno arba abiejy 10 min centrifugavimo Zingsniy metu
(3ir 5 zingsniai), kaip aprasyta ,Protokolas. Automatizuotas bendros RNR iSskyrimas
i$ Zmogaus viso kraujo, paimto j ,PAXgene Blood RNA Tubes”(BRTY", 31 psl.

Reagenty buteliukai

Pries kiekvieng ,QlAcube Connect MDx" paleidima, kruops$ciai uzpildykite 4 reagenty
buteliukus 3 lenteléje (60 psl.) iSvardytais reagentais iki maksimalaus lygio
indikatoriaus arba, jei tai nejmanoma, iki ,PAXgene Blood RNA Kit" pateikty buferiniy
tirpaly leistino tdrio lygio. Aiskiai pazymeékite buferiniy tirpaly pavadinimus ant
buteliuky ir dangteliy, jdékite uzpildytus reagenty buteliukus j atitinkamas vietas
reagenty buteliuky stove. |statykite stovg j instrumento darbastalj, kaip pavaizduota
(17ir 18 pav., 60 ir 61 psl. (atitinkamai).

Pateiktu buferinio tirpalo BR2 tariu neuzpildysite reagenty buteliuko iki lygio
@ indikatoriaus. BR3 ir BR4 buferiniais tirpalais galite neuzpildyti buteliuko iki lygio

indikatoriaus, po to kai bus apdoroti keli méginiai ankstesniy vykdymy metu.

@ Pries jstatydami | darbastalj, batinai nuimkite nuo buteliuky dangtelius.
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® .PAXgene Blood RNA Kit" (50) pateikiamy buferiniy tirpaly tdrio pakanka
daugiausiai 7 RNR paruoSimo serijoms ,QlAcube Connect MDx" instrumente,
kai serijos metu apdorojama 2-12 méginiy. Apskritai, serijy su mazu méginiy
skaiciumi reikia vengti, kad su vienu rinkiniu baty apdorojama 50 méginiy.
Vykdant daugiau nei 7 RNR paruosimo serijas, gali pritrukti buferiniy tirpaly
paskutiniams méginiams apdoroti.

3 lentelé. Padétys reagenty buteliuky stove

1 Risamasis buferinis tirpalas (BR2)
2 Etanolis (96-100 % v/v)

3 1plovimo buferinis tirpalas (BR3)
4 2 plovimo buferinis tirpalas (BR4)*
b - (palikite tuscia)

6 - (palikite tuscia)

* 2 plovimo buferinis tirpalas (BR4) teikiamas kaip koncentratas. Pries naudodami pirma karta, jpilkite 4 dalis etanolio
(96-100 % v/v, p.a. grynumo klasé), kaip nurodyta ant buteliuko, kad gautuméte darbinj tirpala.

®

1padétis

Risamasis

buferinis
tirpalas (BR2)

2 padétis
96-100 % v/v
etanolio

3 padétis 4 padétis

1plovimo 2 plovimo

buferinis buferinis
tirpalas (BR3) tirpalas (BR4)

5 padétis 6 padétis

Tuscia Tuscia

17 pav. Reagenty buteliuky jdéjimas j stova. [A]Buteliuky padéciy reagenty buteliuky stove ir turinio schema. [B] Stovo
ikélimas j,QlAcube Connect MDx".
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18 pav. ,QlAcube Connect MDx" vaizdas i$ vidaus.

Robotiné ranka (su 1kanalo pipete, griebtuvu,
ultragarso ir optiniu jutikliu bei UV $viesos diodu)

Centrifugos dangtelis @ MCT lizdai
Centrifuga @ 3 lizdai antgaliy stoveliams
Kratytuvas Antgaliy ir stulpeliy iSmetimo angos

Reagenty buteliuky stovas

OOO®O

Antgalio jutiklis ir gaubto uzraktas
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Centrifuginés kolonélés (PSC, PRC), MCT ir ,QlAcube
Connect MDx" plastikinés priemonés

Uzdékite 2 antgaliy stovelius, uzpildytus filtry antgaliais (1000 pl), j ,OlAcube Connect
MDx"(zr. 18 pav., 61 psl.). Jei reikia, papildykite stovelius.

@ Naudokite tik 1000 pl filtry antgalius, skirtus naudoti su ,Q0lAcube Connect
MDx".

Nenutrinamu rasikliu pazymékite kiekvieno meéginio rotoriaus adapterius ir MCT.
Atidarykite PSC, kurias naudosite, ir Zirklémis visiSkai nukirpkite jy dangtelius(zr. 19 pav.).

@ Kad ,QlAcube Connect MDx" robotizuotas griebtuvas tinkamai veikty, visiSkai
nuimkite (nupjaukite) dangtelius ir visas plastikines dalis, jungiancias
dangtelj su PSC (zr. 19 pav.). PrieSingu atveju robotizuotas griebtuvas gali
netinkamai sugriebti PSC.

Netinkamai
Tinkamai nuimtas
nuimtas kolonélés
kolonélés dangtelis. Dalis

dangtelis nuo
PSC.

dangtelio dar
pritvirtintina
prie PSC.

19 pav. PSC jdéjimas. PSC jdedama j vidurine rotoriaus adapterio padétj. Pries dédami kolonéle, nukirpkite PSC dangtelj.
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|dékite PSC (be dangtelio, Zr. 19 pav., 62 psl.), PRC ir pazymétg MCT j atitinkamas vietas
kiekvieno pazymeéto rotoriaus adapteryje, kaip pavaizduota 4 lenteléje ir 20 pav.

|sitikinkite, kad centrifuginé kolonélé (PRC) ir MCT dangteliai yra iki galo
® jstumti j lizdus rotoriaus adapterio kraste, prieSingu atveju centrifuguojant
dangteliai nuls.

4 lentelé. Plastikiniai eksploataciniai reikmenys rotoriaus adapteryje

padétis

1 PAXgene RNA" centrifuginé kolonélé (raudona, PRC) L1

2 ,PAXgene Shredder” sukimo cilindras (alyvy spalvos, PSC)(prie$ dédami j rotoriaus =
adapterj, dangtelj nukirpkite)

3 MCT* L3
*Naudokite ,PAXgene Blood RNA Kit” pateiktus MCT (1,5 ml).

L2

L1
L3

20 pav. Vietos rotoriaus adapteryje. Rotoriaus adapteryje yra 3 mégintuvéliy vietos (1-3) ir trys dangteliy vietos (L1-L3).
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Centrifugos uzpildymas

|statykite surinktus rotoriaus adapterius j ,OlAcube Connect MDx" centrifugavimo
indelius, kaip pavaizduota toliau pateiktame 21 pav.

@ Jei apdorojate maziau nei 12 méginiy, batinai uzpildykite centrifugos rotoriy
iSlaikydami spinduline simetrijg (zr. 22 pav., 65 psl.). Visus centrifugavimo
indelius reikia pritvirtinti prie$ pradedant vykdyti protokolg, net jei bus
apdorojama maziau nei 12 méginiy. Negalima apdoroti atskiro (vieno)
méginio arba 11 méginiy.

21 pav. Centrifugos pakrovimas ,QlAcube Connect MDx". |statykite surinktus rotoriaus adapterius j centrifugavimo
indelius.
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22 pav. Centrifugos ir kratytuvo pakrovimas. Vietos centrifugoje ir kratytuve pavaizduotos apdorojant nuo dviejy (2) iki
desimties (10) méginiy. Negalima apdoroti vieno (1) méginio arba 11 méginiy. Apdorojant 12 méginiu, bina uzpildytos visos
centrifugos ir kratytuvo vietos (nepavaizduota).
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Apdorojimo meégintuvéliai

ISimkite po ankstesniy serijy MCT lizduose likusius PT (zr. 18 pav., 61 psl.). Uzpildykite
3 PT 5 lenteléje nurodytais reagenty kiekiais atsizvelgdami | apdorojamy méginiy
skaiciy.

Norédami paruosti DNazés | inkubavimo misinj, perkelkite su pipete nurodyta tdrj
DNR skaidymo buferinio tirpalo (RDD) j PT ir jpilkite nurodytg tdrj DNazés | (RNFD)
bazinio tirpalo. Svelniai i$maisykite visa misinj pipete 3 kartus i$traukdami ir
iSleisdami, naudodami 1000 pl pipetés antgalj.

Naudokite ,PAXgene Blood RNA Kit" pateiktus 2 ml PT. AisSkiai pazymékite

reagenty pavadinimus ant mégintuvéliy ir jdékite juos j atitinkama vietg MCT

lizduose, kaip nurodyta 6 lenteléje (67 psl.).

DNazé | (RNFD) ypac jautri fizinei denatdracijai. Maisykite tik pipete,
® naudodami pipeciy antgalius placiomis angomis, kad sumazintumeéte fizinj

poveikj. Nemaisykite sukuriniu maisytuvu.

Perkelkite pipete tik reikiama kiekj, nurodyta toliau esancioje 5 lenteléje.
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5 lentelé. Reagenty tariai, kurie turi bati PT, jdétuose j MCT lizdus

Reagento tiris nurodytam méginiy skaiciui (pl)

skaicius . . . - Eliuavimo buferinis
Proteinazé K (PK) DNazés | inkubavimo misinys tirpalas (BR5)

Méginiy

2 126 187(23 DNazés | + 164 ,Buffer RDD") 313

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

9 429 701(88 DNazés | + 613 ,Buffer RDD") 918

10 472 775(97 DNazés | + 678 ,Buffer RDD") 1004
12 558 921(115 DNazés | + 806 ,Buffer RDD”) n77

6 lentelé. MCT lizdai

S S .

Turinys JProteinase K” DNazés | inkubavimo misinys Eliuavimo buferinis
tirpalas (BR5)

Indas Apdorojimo Apdorojimo mégintuveélis* Apdorojimo
mégintuvelis* mégintuvelis*

*Naudokite ,PAXgene Blood RNA Kit" pateiktus 2 ml PT.
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Salinimas

Informacijos apie saugy Salinimg po méginio paémimo ir rankinj RNR iSskyrima
ieSkokite saugos informacijos ir atsargumo priemoniy dalyse, atitinkamai 18 ir 19 psl.

Be to, prireikus informacijos apie automatizuotg RNR iSskyrima naudojant ,QlAcube
Connect MDx", zr. 21ir 22 pav., atitinkamai pateiktus 64 ir 65 psl.
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Trik¢iy Salinimo vadovas

Sis trik&iy $alinimo vadovas gali bati naudingas $alinant atsiradusias problemas.

Daugiau informacijos rasite musy techninés pagalbos centro svetainés dazniausiai
uzduodamy klausimy puslapyje adresu www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx.
QIAGEN techninése tarnybose dirbantys mokslininkai visada mielai atsakys | visus

jums kilusius klausimus apie Siame vadove ir protokoluose pateiktg informacija,
meéginius ir tyrimy technologijas (kontaktine informacijg Zr. paskutiniame puslapyje
arba apsilankykite www.qiagen.com).

Pastabos ir pasialymai

Degradavusi RNR

a)

TarSa RNaze

Elkités atsargiai, kad proceddros metu ar tvarkant véliau j reagentus
nepatekty RNaziy (zr. A prieda, 75 psl.).

=

Maza RNR iSeiga

b)

(o}

d

e

f)

| .PAXgene Blood RNA Tube”
(BRT) paimta maziau nei 2,5 ml
kraujo

RNR koncentracija iSmatuota
vandenyje

Vykdant protokolo 9 ir 10
zingsnius rankiniu badu, lasteliy
atliekos perkeltos j PRC.

Supernatantas ne visiskai
pasalintas 3 zingsnyje

Paémus j ,PAXgene Blood RNA
Tube (BRTY, kraujas buvo
inkubuotas trumpiau nei 2 val.

|sitikinkite, kad j ,PAXgene Blood RNA Tube”(BRT; zr. ,PAXgene
Blood RNA Tube” vadovg) paimta 2,5 ml kraujo

Norint tiksliai kiekybiSkai jvertinti, RNR reikia skiesti 10 mM Tris-
HCI, pH 7,5* (zr. B prieda, 76 psl.).

Stenkités neperkelti dideliy daleliy pipete perkeldami supernatantg
rankinio protokolo 7 zingsnyje (mazy atlieky perkélimas procedarai
jtakos netureés).

|sitikinkite, kad pasalintas visas supernatantas. Jeigu
supernatantas nupilamas, pasalinkite laselius nuo ,PAXgene Blood
RNA Tube" (BRT) krasto $velniai paliesdami popierinj ranksluost;.
Imkités atitinkamy atsargumo priemoniy, kad iSvengtumeéte kryzminés tarsos.

SASISES)

Paéme kraujo, inkubuokite jj ,PAXgene Blood RNA Tube”(BRT) ne
trumpiau nei 2 val.

)

* Dirbdami su cheminémis medZziagomis visada dévékite tinkama laboratorinj chalata, mavékite vienkartines pirstines ir
naudokite apsauginius akinius. Daugiau informacijos yra atitinkamuose saugos duomeny lapuose (SDL), kuriuos gali
pateikti produkto tiekéjas.
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Pastabos ir pasidlymai

MazZa Azeo/ A2so reikSme

g) Matuojant Azso/ Azso, RNR buvo @ Prie$ matuodami RNR grynuma, skiedimui naudokite 10 mM

skiedziama vandeniu Tris-HCI, pH 7,5 *(zr. B prieda, 76 psl.).

spektrofotometro nulio reikSmeé meéginj su tokia pacia dalimi, kaip ir matuojamuose méginiuose,
eliuavimo buferinio tirpalo (BR5)ir 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, buferinio
tirpalo. Jei netinkamai nustatyta spektrofotometro nulio reikSmeé, dél didelés
eliuavimo buferinio tirpalo (BR5) absorbcijos ties 220 nm gali bati auk$tas
foninis absorbcijos lygis.

h) Netinkamai nustatyta ® Nustatykite spektrofotometro nulio reikSme, naudodami tus¢ia

Instrumento triktis

i) .OlAcube Connect MDx" veike Perskaitykite ,0lAcube Connect MDx"naudotojo vadovg, skirdami ypatinga
netinkamai démes;j trik¢iy Salinimo skyriui. |sitikinkite, kad instrumentas tinkamai
prizidrimas, kaip aprasyta naudotojo vadove.

* 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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Simboliai

Naudojimo instrukcijose arba ant pakuociy ir etiketése gali bati pateikti toliau
nurodyti simboliai. Kiti simboliai aprasyti dalyje ,Rinkinio turinys”(8 psl.).

V<N1> . .
<N1> gaminio versija

Reagenty kiekis pakankamas atlikti <N2> tyrimy.

%

<N2>

Zr. naudojimo instrukcijas
Tinka naudoti iki

In vitro diagnostikos medicinos prietaisas

Katalogo numeris

LoT Partijos numeris

MA MedZiagos numeris
Komponentai
Numeris

Kunitz vienetai
Papildymas

CONT Sudétyje yra

BEEEEEE e

Atkurta
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Deoksiribonukleaze |
Etanolis

Guanidino izotiocianatas
RNase-Free DNase Set

Visuotinis prekés numeris

Temperatiros apribojimai

Virsutiné temperataros riba

Gamintojas

|galiotasis atstovas Europoje pagal Reglamentg (ES)
2017/746

Svarbi pastaba
Pridedama etanolio

CE Zenklas. Sis gaminys atitinka Reglamento (ES)
2017/746 dél in vitro diagnostikos medicinos prietaisy
reikalavimus.

Unikalus priemonés identifikatorius

Démesio

|SPEJIMAS. Karstas pavirsius
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Kontaktiné informacija

Imoné QIAGEN didziuojasi savo techninés pagalbos kokybe ir prieinamumu. Masy
techninés priezitros skyriuose dirba patyre mokslininkai, turintys daug praktinés ir
teorinés molekulinés biologijos bei ,PreAnalytiX” produkty naudojimo patirties. Jei
turite klausimy apie ,PAXgene Blood RNA Kit", nedvejodami su mumis susisiekite.

Prireikus techninés pagalbos ar papildomos informacijos, apsilankykite mdsy
techninés pagalbos centre adresu www.giagen.com/Support, skambinkite tel.
00800-22-44-6000 arba kreipkités j vieng i§ musy QIAGEN techninés prieziuros
skyriy ar vietiniy pardavéjy (zr. galinj virselj arba apsilankykite www.qiagen.com).
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A priedas. Bendrosios RNR tvarkymo pastabos

RNR naudojimas

@ Ribonukleazés (RNazés)- tai labai stabilds ir aktyvas fermentai,
paprastai veikiantys ir be kofaktoriy. Kadangi RNazes labai sunku
inaktyvintiir net dél nedidelio jy kiekio RNR gali suirti, nenaudokite jokiy
plastikiniy ar stikliniy indy prie$ tai nepasaline galimo jy uzterSimo
RNaze. Bitina atidziai saugotis, kad RNaziy nenumatytai nepatekty |
RNR mégqinj atliekant iSskyrimo procedlrg ar po jos. Siekiant sukurti ir
iSlaikyti aplinkg be RNazés, dirbant su RNR, atliekant vienkartiniy ir
daugkartinio naudojimo indy bei tirpaly pirminj apdorojima ir juos
naudojant reikia imtis atsargumo priemoniy.

Bendrasis naudojimas

@ Dirbant su RNR, visada reikia taikyti tinkamus mikrobiologinius,
aseptinius metodus. Ant ranky ir dulkiy daleliy pernesamos bakterijos ir
mielés, kurios yra dazniausi tarSos RNaze Saltiniai. Tvarkydami
reagentus ir RNR meéginius, visuomet muavékite latekso arba vinilo
pirstines, kad iSvengtuméte uzterSimo RNaze nuo odos pavirSiaus arba
dulkétos laboratorinés jrangos. Daznai keiskite pirstines ir, kai tik
jmanoma, laikykite mégintuvélius uzdengtus. Pipete perkeldami
alikvotines dalis paskesniam naudojimui, iSgryninta RNR laikykite ant
ledo.

UzterS§imo RNaze Salinimo i$ stikliniy indy ir tirpaly protokolus rasite bendrosiose
molekulinés biologijos rekomendacijose, pvz., Sambrook, J. and Russell, D. W.(2001)
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3rd ed. Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring
Harbor Laboratory Press.
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B priedas. Bendrosios RNR kiekybinis jvertinimas
ir kokybés nustatymas

RNR kiekybinis jvertinimas

RNR koncentracijg nustatoma spektrofotometru matuojant absorbcijg, esant 260 nm
(Azs0). Siekiant uztikrinti reikSminguma, reik8més turi bati spektrofotometro tiesiniame
diapazone. 1vieneto absorbcija ties 260 nm atitinka 44 pg RNR/ml (Azxgo = 1= 44 pg/ml).
Sis santykis galioja tik 10 mM Tris-HCI, pH 7,5* atliekamiems matavimams. Todél, jei RNR
meéginj batina skiesti, jj reikia skiesti 10 mM Tris-HCI. Kaip aptarta toliau (zr. ,RNR
grynumas”, 77 psl.), absorbcijos, esant 260 nm ir 280 nm, reikSmiy santykis rodo
apskaiCiuotg RNR grynuma. Matuodami RNR méginius, jsitikinkite, kad kiuvetés yra be
RNazés. Nustatykite spektrofotometro nulio reikSme, naudodami tus€ig méginj su tokia
pacia dalimi, kaip ir matuojamuose meéginiuose, eliuavimo buferinio tirpalo (BR5) ir
Tris-HCI buferinio tirpalo. Jei netinkamai nustatyta spektrofotometro nulio reikSme, dél
didelés eliuavimo buferinio tirpalo (BR5) absorbcijos ties 220 nm gali bati aukstas foninis
absorbcijos lygis. Toliau pateiktas RNR kiekybinio jvertinimo skaiciavimo pavyzdys.

RNR méginio taris 80 pl
Skiedimas (1/15) 10 pI RNR meéginio + 140 pl 10 mM Tris-HCl, pH 7,5
ISmatuokite praskiesto méginio absorbcijg kiuvetéje (be RNazés).
Ao = 0,3
Méginio koncentracija = 44 x Aggg x skiedimo koeficientas
= 44x0,3x15
= 198 pg/ml
Bendroji iSeiga = koncentracija x méginio tdris mililitrais
= 198 pg/ml = 0,08 ml
= 15,8 pg RNR

* Dirbdami su cheminémis medZziagomis visada dévékite tinkama laboratorinj chalata, mavékite vienkartines pirstines ir
naudokite apsauginius akinius. Daugiau informacijos yra atitinkamuose saugos duomeny lapuose (SDL), kuriuos gali
pateikti produkto tiekéjas.
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RNR grynumas

Esant 260 ir 280 nm, iSmatuoty reik§miy santykis (Azso/A2s0) rodo apskaiciuotg RNR
grynuma, atsizvelgiant j priemaisas, kurios absorbuoja UV Sviesg, pvz., baltymus.
Taciau Agso/ Azgo Santykiui didele jtakg daro pH. Dél mazesnio pH gaunamas mazesnis
Agso/ Azgo santykis ir mazesnis jautrumas tarsai baltymais.® Norint gauti tikslias
reikSmes, absorbcija rekomenduojame matuoti 10 mM Tris-HCI, pH 7,5. Grynos RNR
Azsol Aggo santykis yra 1,8-2,2, kai matuojama 10 mM Tris-HCI, pH 7,5. Nustatykite
spektrofotometro nulio reik§me, naudodami tus¢ig meéginj su tokia pacia dalimi, kaip
ir matuojamuose méginiuose, eliuavimo buferinio tirpalo (BR5) ir Tris-HCI buferinio
tirpalo. Jei netinkamai nustatyta spektrofotometro nulio reik§mé, dél didelés
eliuavimo buferinio tirpalo (BR5) absorbcijos ties 220 nm gali bati auks$tas foninis
absorbcijos lygis.

* 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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C priedas. ,PAXgene Blood RNA Tubes”
tvarkymas (BRT)

® Toliau pateiktos BD rekomendacijos gali bati naudingos tvarkant

,PAXgene Blood RNA Tubes"(BRT). Daugiau informacijos apie ,PAXgene
Blood RNA Tubes”(BRT) zr. ,PAXgene Blood RNA Tube”vadove.

.BD Hemogard Closure” pasalinimo instrukcijos

1.

Viena ranka suimkite ,PAXgene Blood RNA Tube”(BRT), laikydami nykstj po ,BD
Hemogard” dangteliu. (Kad baty stabiliau, ranka laikykite ant kieto pavir$iaus.)
Kita ranka sukite ,BD Hemogard” dangtelj ir tuo pac¢iu metu kitos rankos nyks¢iu
stumkite aukstyn, tik kol atlaisvinsite mégintuvélio kamstelj.

Patraukite nykstj, kol nepakeéléte dangtelio. Nestumkite nyksciu taip, kad
nustumtuméte dangtelj nuo ,PAXgene Blood RNA Tube” (BRT). Démesio. Jeigu
.PAXgene Blood RNA Tube”(BRT)yra kraujo, yra poveikio pavojus. Siekiant
iSvengti suzeidimy pasalinant dangtelj, svarbu kad nykstys, kuriuo stumiate
Salinama dangtelj aukstyn, neprisiliety prie ,FAXgene Blood RNA Tube”(BRT), kai
tik atlaisvinsite ,BD Hemogard” dangtel;.

Nukelkite ,PAXgene Blood RNA Tube”(BRT) dangtelj. Jei mazai tikétinu atveju
plastikinis skydelis atsiskirty nuo guminio kamstelio, nebandykite i§ naujo
surinkti dangtelio. Atsargiai nuimkite guminj kamstelj nuo ,PAXgene Blood RNA
Tube”(BRT).
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Antrinio ,BD Hemogard Closure” pasalinimo instrukcijos

1. Pakeiskite dangtelj ant ,PAXgene Blood RNA Tube”(BRT).

2. Pasukite ir tvirtai paspauskite, kad gerai jstatytumeéte kamstelj. Batina visiSkai
jkisti kamstelj, kad ,PAXgene Blood RNA Tube”(BRT) dangtelis likty tvirtai
uzdarytas tvarkant.
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Uzsakymo informacija

Garings s | e

PAXgene Blood RNA Kit 50 ,PAXgene Spin Column”, 50 ,Shredder 762174
(50) Spin Column”, apdorojimo mégintuvéliai,

DNazé | be RNazés, reagentai ir buferiniai

tirpalai be RNazés. Naudojama kartu su

.PAXgene Blood RNA Tubes”

PAXgene Blood RNA Tubes 100 kraujo surinkimo mégintuveliy 762165
(100)

Susije produktai, kuriuos galima uzsakyti i$ QIAGEN ir kurie skirti automatizuotam RNR iSskyrimui

atlikti su ,QlAcube”

Starter Pack, QlAcube Pakuotés turinys: reagenty buteliuky stovai 990395
(3); stovo Zyméjimo juostelés(8); 200 pl filtry
antgaliai (1024); 1000 pl filtry antgaliai (1024);
1000 pl filtry antgaliai, plac¢ia anga(1024);
30 ml reagenty buteliukai(18); rotoriaus
adapteriai (240); rotoriaus adapterio laikiklis

Filter-Tips, 1000 pL (1024)  Sterilas, vienkartiniai filtry antgaliai, stovelyje 990352

Reagent Bottles, 30 mL (6) Reagent Bottles (30 ml) su dangteliais; 6 vnt. 990393
pakuotéje; skirti naudoti ,QlAcube” reagenty
buteliuky stove

Rotor Adapters (10 x 24) 240 paruosimy: 240 vienkartiniy rotoriaus 990394
adapteriy; skirty naudoti su,QlAcube”

Reagent Bottle Rack Stovas, j kurj telpa 6 x 30 ml reagenty 9026197
buteliukai, ,0lAcube” darbastalyje

Rotor Adapter Holder 12 vienkartiniy rotoriaus adapteriy laikiklis; 990392
skirtas naudoti su ,QlAcube” instrumentais

Susije gaminiai, skirti kraujui paimti j ,PAXgene Blood RNA Tubes”(BRT), kuriuos galima uzsakyti i$

BD*

BD Vacutainer® Safety 21G, 0,75 colio (0,8 x 19 mm) adata, 12 coliy 367286/367281
Lok™ Blood Collection Set (305 mm)vamzdelis su Luerio adapteriu;
50 vnt. dézuteje, 200 vnt. pakuotéje

,PAXgene Blood RNA Kit" naudojimo instrukcijos (vadovas) 2023-02 80



N L B

BD Vacutainer® Push 21G 3/4 colio (0,8 x 19 mm) adata, 12 coliy 367344
Button Blood Collection (305 mm) vamzdelis su Luerio adapteriu.

Set 50/déz., 200/pak.

BD Vacutainer One-Use Dézuté, skirta 13 mm ir 16 mm skersmens 364815
Holder megintuveliams; 1000 vnt./pak.

BD Vacutainer Plus Serum 13 x 75 mm 4,0 ml paimti, su raudonu ,BD 368975/367812
Tubes Hemogard” dangteliu ir popierine etikete;

100 vnt./déz., 1000 vnt./pak.

BD Vacutainer EST Tube 13 x 75 mm 3,0 ml paimti su skaidriu ,BD 362725
Hemogard” dangteliu ir permatoma etikete;
100/déz., 1000/ pak.

BD Vacutainer No Additive 13 x 75 mm, 3,0 ml paimti, su skaidriu ,BD 366703
(Z) Tube Hemogard” dangteliu ir popierine etikete;
100 vnt./déz., 1000 vnt./pak.

* Sie kraujo paémimo priedai yra tipiniai produktai, kuriuos galima naudoti su ,PAXgene Blood RNA Tubes" (BRT). Jei
norite suzinoti daugiau apie Siuos priedus, jskaitant informacijg apie uzsakyma, apsilankykite www.preanalytix.com.
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Dokumento perzitry istorija

R =

[R1]2022 m. balandis Pradinis IVDR leidimas

[R2]2023 m. vasaris ,PreAnalytiX GmbH" adresas pasikeité i§ ,Feldbachstrasse” j ,Garstligweg 8". Pridéti
BD produktai uzsakymo informacijoje. Atnaujinta saugos informacija.
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Norédami gauti naujausios informacijos apie licencijavima ir atsakomybés uz
produktus apribojimus, zr. atitinkama ,PreAnalytiX “ arba QIAGEN rinkinio vadova arba

naudotojo vadova. ,PreAnalytiX”ir QIAGEN rinkinio vadovai ir naudotojo vadovai
pateikti svetainése www.preanalytix.com it www.giagen.com; jy taip pat galite
paprasyti QIAGEN techniniy tarnyby ar vietinio platintojo.

Better samples N PreAn ytiX
More toeZplore ~ emcm?imm

Suzinokite daugiau apsilanke www.preanalytix.com
HB-3009-002 02/2023

Uzsakymas www.giagen.com/shop | Techniné pagalba www.support.qiagen.com | Svetainé www.qiagen.com arba
www.preanalytix.com
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