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Ugel pouziti

Pro diagnostické pouzitiin vitro.

Systém PAXgene Blood RNA System se sklada ze zkumavky pro odbér krve (PAXgene
Blood RNA Tube, BRT) a sady pro purifikaci kyseliny nukleové (PAXgene Blood RNA
Kit). Je urcen pro odbér, skladovani a prepravu krve a stabilizaci intracelularni RNA
v uzaviené zkumavce a naslednou izolaci a purifikaci hostitelské RNA z pIné krve pro
RT-PCR pouzivanou v molekularnich diagnostickych testech.

Charakteristika funkénich vlastnostisystému PAXgene Blood RNA System plati pouze
pro transkripty gend FOS a IL1B. Za stanoveni odpovidajici charakteristiky funkénich
vlastnosti systému PAXgene Blood RNA System pro jiné transkripty je odpovédny
uzivatel.

Indikace k pouziti

Sada PAXgene Blood RNA Kit slouzi k purifikaci intracelularni RNA z pIné krve, ktera
byla odebrana do zkumavky PAXgene Blood RNA Tube (BRT). Pokud sadu pouzijete ve
spojeni se zkumavkami PAXgene Blood RNA Tube (BRT), ziskate ze vzorkl pIné krve
purifikovanou intraceluldrni RNA, ktera m(Ze byt pouzita vmolekularnich
diagnostickych testech zaloZzenych na reakci RT-PCR.

Uréeny uzivatel

Tento vyrobek je urCen pro pouziti profesionalnimi uzivateli, napf. techniky a lékafi
vySkolenymi v postupech diagnostiky in vitro.

Tato sada je uréena pro profesionalni pouziti.
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Popis a principy

Uvod

Odbér vzorku plné krve je u mnoha molekuldrné biologickych analyz celuladrni RNA
prvnim krokem. Hlavnim problémem vtéchto testech je vSak nestabilita profilu
celuldrni RNA in vitro. Studie provadéné ve spolecnosti PreAnalytiX ukézaly, Ze se
pocet kopii jednotlivych druhG mRNA vplné krvi mize béhem prepravy nebo
skladovani pfi pokojové teploté zménit vice nez tisicindsobné (Rainen a kol. 2002).
Pri¢inou je rychla degradace RNA aindukovana exprese uréitych genli po odbéru krve.
Takové zmeény profilu RNA znemoznuji spolehlivé studie genové exprese. Metoda
zachovani profilu exprese RNA béhem odbéru krve a po ném je tedy pro presné
analyzy genové exprese v plné lidské krvi nezbytna.

Princip a popis postupu

Spole¢nost PreAnalytiX vyvinula systém, ktery umoziuje odbér, stabilizaci,
skladovani aprepravu vzorkl piné lidské krve, spole¢né srychlym a efektivnim
protokolem pro izolaci intraceluldrni RNA. Systém vyzaduje pouZziti zkumavek
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) k odbéru krve a stabilizaci RNA, po které nasleduje
manualni nebo automatizovana izolace RNA pomoci sady PAXgene Blood RNA Kit.
Manualni i automatizovany protokol poskytuji v podstaté rovnocennou ucinnost
vzhledem ke kvalité a vytézku RNA. V této pfirucce jsou uvedeny Udaje o uc¢innosti pro
manualni protokol (od strany 45) a pro automatizovany protokol (od strany 53).

Systém PAXgene Blood RNA System umoznuje standardizaci krok( pfedanalytického
pracovniho postupu od odbéru krevnich vzork( po izolaci buné&tné RNA podle
ISO 20186-1:2019, Molekularni diagnosticka vysSetfeni in vitro — Specifikace pro
procesy pfedvySetfeni pro plnou venézni krev — Cast 1: Izolovana bunééna RNA.
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Odbér a stabilizace vzorku

Zkumavky PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) obsahuji patentovanou reagencii pro
stabilizaci RNA. Toto aditivum chrani molekuly RNA pred degradaci RNazami a
minimalizuje zmény genoveé exprese ex vivo. Charakteristika funkénich vlastnosti
systému PAXgene Blood RNA System plati pro transkripty gen FOS a IL1B, které si
mdzete prohlédnout od strany 40.

Izolace RNA

Sada PAXgene Blood RNAKit je uréenak izolaci celkové RNA z 2,5 ml pIné lidské krve,
ktera byla odebrana do zkumavky PAXgene Blood RNA Tube (BRT). Metoda je
jednoducha amUze byt provedena na zadkladé manualniho iautomatizovaného
postupu (viz obrazek 1nebo obrazek 3, strana 10, respektive 12). Izolace zacina v obou
protokolech centrifugaci za uc¢elem peletovani nukleovych kyselin ve zkumavce
PAXgene Blood RNA Tube (BRT). Pelet se promyje a resuspenduje a nasleduje
manualni nebo automatizovana izolace RNA. Oba protokoly v podstaté postupuji
podle stejnych krokl a pracuji se stejnymi komponenty sady.

PAXgene Blood RNA Kit (pfirucka) Navod k pouziti  02/2023 8



Manualni izolace RNA

Resuspendovany pelet se inkubuje v optimalizovanych pufrech spolu s proteinazou K
(PK), aby se navodila proteinovd digesce. Dodate¢na centrifugace pomoci
odstredovaci kolonky PAXgene Shredder (PSC) slouzi k homogenizaci buné¢ného
lyzatu a k odstranéni zbylého bunééného odpadu. Supernatant pritoku se pfenese do
nové mikrocentrifugaéni zkumavky (MicroCentrifuge Tube, MCT). Pfidanim ethanolu
se nastavi optimalni vazebni podminky a lyzat se prfenese do odstfedovaci kolonky
PAXgene RNA (PAXgene RNA spin column, PRC). Pri ndsledné kratké centrifugaci se
RNA selektivné navaze na silikagelovou membranu PAXgene, kdezto kontaminanty ji
projdou. Zbylé kontaminanty se odstrani nékolika u¢innymi promyvacimi kroky. Mezi
prvnim a druhym promyvacim krokem se membrana inkubuje DNazou | (RNFD), aby se
odstranily pfipadné navazané zbytky DNA. Po promyvacich krocich se RNA eluuje
v elu¢nim pufru (BR5) a denaturuje teplem. Charakteristiku funkénich vlastnosti
manualni izolace RNA pomoci systému PAXgene Blood RNA System si miZete
prohlédnout na strané 45.
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Automatizovanaizolace RNA

Izolace krevni RNA je na pfistroji QIAGEN QlAcube Connect MDx automatizovana.
Inovativni pfistroj vyuziva pokrocilou technologii pro zpracovani odstfedovacich
kolonek QIAGEN, které umoznuji bezproblémovou integraci automatizované pfipravy
vzorku s nizkou propustnosti do pracovniho procesu laboratofe. Priprava vzorku
s pouzitim pfistroje QlAcube Connect MDx probiha stejnym zplsobem jako manuélni
postup (tzn. lyza, vazani, promyvani aeluce) alze ji provést pomoci stejné sady
PAXgene Blood RNA Kit.

Scan a kkbar code QlAcube Connect MDx

........

- — b

Obrazek 2: QlAcube Connect MDx.

/o™ Produkt QIAGEN QlAcube Connect MDx neni dostupny ve vSech zemich. DalSi
podrobnosti poskytne technicky servis spole¢nosti QIAGEN.
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Protokol automatizované izolace RNA obsahuje 2 ¢asti (resp. protokoly) ,PAXgene
Blood RNA Part A" (z krve v eluéni zkumavce PAXgene Blood RNA Tube) a,PAXgene
Blood RNA Part B”(po eluci do RNA pfipravené k pouziti), mezi nimiz je kratky manualni

z4asah u obou ¢asti(viz obrazek 3).
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Obrazek 3: Automatizovany postup PAXgene Blood RNA.
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Centrifugovany, promyty a resuspendovany pelet nukleové kyseliny(viz,lzolace RNA",
strana 8) se prenese ze zkumavky PAXgene Blood RNA Tube (Blood RNA Tube, BRT)
do zkumavek na zpracovani vzorku (Processing Tube, PT), které jsou umistény
vtermotiepatce na pracovni plode pfistroji QlAcube Connect MDx. Laborant
z nabidky vybere a spusti protokol ,PAXgene Blood RNA Part A”. QlAcube Connect MDx
provadi kroky protokolu az po eluci RNA v elu¢nim pufru (BR5). Laborant prenese
mikrocentrifugacni zkumavky (microcentrifuge tubes, MCT) obsahujici purifikovanou
RNA do termotiepacky pfistroji QlAcube Connect MDx. Z nabidky laborant vybere
a spusti protokol ,PAXgene Blood RNA Part B, pfi€emz tepelna denaturace probéhne
v pfistrojich  QlAcube Connect MDx. Charakteristika funkcnich vlastnosti
automatizované izolace RNA prostfednictvim systému PAXgene Blood RNA System
na pfistroji QlAcube Connect MDx je uvedena na strané 53.
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Dodavané materialy
Obsah soupravy

PAXgene Blood RNA Kit
Katalogové €.
Pocet odbérovych zafizeni

Nazev Mnozstvi

komponenty

BRI Resuspension Buffer (Pufr k resuspenzi) [RES [BUF 20ml

BR2 Binding Buffer (vazebny pufr)* [BIND [BUF 18ml

BR3 Wash Buffer 1(Promyvaci pufr 1 45ml

BR4 Wash Buffer 2(Promyvaci pufr 2)(koncentrat)! [WASH [BUF[2]CONC Tml

BR5 Elution Buffer (Elu&ni pufr) 8ml

RNFW RNase-Free Water (bottle)(Voda bez obsahu RNazy (lahev)) PEL |WASH 2x125ml

PK Proteinase K(green lid)(Proteinaza K (zelené vicko)) PROTK 2x1,4ml

PRC PAXgene RNA Spin Columns (red)(Kolonky PAXgene k PAXgene [RNA[COL 5x10
odstredéni RNA(Cervené)y

PT Procesni zkumavky (2 mlf PROC TUBE 6x50

Hemogard™ Secondary BD Hemogard Closures(Sekundarni uzavéry BD SEC|CLOS 50
Hemogard)

MCT Mikrocentrifugacni zkumavky (1,5 ml} MIC [TUBE 3x50,1x10

RNFD DNase |, RNase-free (lyophilized)(DN4za | bez obsahu RNazy DNAJREM | 1500 jednotek
(lyofilizovana)) Kunitz!

RDD DNA Digestion Buffer (Pufr k digesci DNA; bilé vicko) [DNA[ DIG |BUF] 2x2ml

DRB DNase Resuspension Buffer (tube, lilac lid)(Pufr k resuspenzi [DNase [RES[BUF] 2ml
DNézy (zkumavka, fialové vicko))

PSC PAXgene Shredder Spin Columns (lilac)(Kolonky PAXgene [PAXgene [SHRED| COL | 5x10
Shredder k rozmélnénia odstiedéni vzorku(fialové))

Prirucka PAXgene Blood RNA Kit Handbook (Version 3)(PFiru¢ka pro [:E] 1
sadu PAXgene Blood RNAKit (verze 3))

* Nesmi pfijit do kontaktu s desinfekénimi prostredky, které obsahuji bélidla. Obsahuje stl guanidinu. Informace

o bezpec¢nosti jsou uvedeny na strané 18.
t Promyvaci pufr 2 (BR4)je dodavan jako koncentrat. Pfed prvnim pouzitim pfidejte do lahvi¢ky 4nasobny objem
ethanolu(96-100 % obj., stupen Cistoty p.a.), jak je popsano na lahvi¢ce, abyste vytvofili pracovni roztok.
¥ Kazda kolonka je balena v blistru, ktery je uréen pouze k jednordzovému pouziti. Pokyny k likvidaci naleznete v ¢asti
Informace o bezpecnosti.
Zkumavky jsou k dispozici v plastovych saccich. Kazda zkumavka je ur¢ena pouze k jednomu pouziti. Pokyny k likvidaci
naleznete v ¢asti Informace o bezpecénosti.
Jednotky Kunitz jsou bézné uzivanymi jednotkami pro méfeni DNazy I; jsou definované jako mnozstvi DNazy |
zplsobujici narlist Az 0 0,001za minutu na mililitr pfi teploté 25 °C a pH 5,0, pficem? je jako substrat pouzita vysoce
polymerni DNA (Kunitz, M. (1950)J. Gen. Physiol. 33, 349 a 363).

-
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Soucasti sady

Nazev Uginna prisada Koncentrace
komponenty
BR1 Resuspension Buffer (Pufr Zadny =

k resuspenzi)
BR2 Binding Buffer (Vazebny pufr) Guanidin thiokyanat >30-<50% hm/hm
BR3 Wash Buffer 1(Promyvaci pufr 1) Guanidin thiokyanat 210-<20% hm/hm

Ethanol >3-<10% hm/hm

BR4 Wash Buffer 2 (Promyvaci pufr 2) Zadny -

(koncentrat)
BR5 Elution Buffer (Elu¢ni pufr) Zadny =
RNFW RNase-Free Water (bottle)(Voda Zadny -

bez obsahu RNazy (lahev))

PK Proteinase K (green lid) Proteinaza K >1-<3% hm/hm
(Proteinaza K (zelené vicko))

RNFD DNase |, RNase-free (lyophilized) DNaza >90-<100% hm/hm
(DNéza | bez obsahu RNazy
(lyofilizovana))

RDD DNA Digestion Buffer (Pufr Zadny =
k digesci DNA; bilé vicko)

DRB DNase Resuspension Buffer (tube,  Zadny -
lilac lid)(Pufr k resuspenzi DNazy
(zkumavka, fialové vicko))
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Potfebné materialy, které nejsou soucasti
dodavky

Pfi manipulaci s chemikaliemi noste vzdy laboratorni odév, jednorazové rukavice a
ochranné bryle. DalSi informace si vyhledejte v pfislusnych bezpecnostnich
listech (BL), které obdrzite od dodavatele vyrobku.

Pro vSechny protokoly

e PAXgene Blood RNA Tubes(zkumavky BRT pro odbér RNA z krve, PreAnalytiX;
kat. ¢is. 762165)

e Ethanol(96-100% obj., stupen Cistoty p.a.)

e Pipety*(10 pl -4 ml)

e Sterilni pipetovaci Spi¢ky bez obsahu RNazy, s aerosolovou bariérou jako
ochranou pfed kontaminacit

e (Odmeérny valect

e Centrifuga® schopna dosdhnout otacek 3000-5000 x g, vybavena otocnym
rotorem pro uchyceni zkumavek PAXgene Blood RNA Tubes (BRT)

e Vifivy mixér(Vortex)*
e Drcenyled

e Permanentnifixa pro popisovani

* Ujistéte se, Ze jsou zafizeni a pfistroje kontrolovany, udrzovany a pravidelné kalibrovany podle doporugeni vyrobce.
t Zajistéte, abyste byli obeznameni s pokyny pro manipulaci s RNA (pfiloha A, strana 75).
t Kodméreni mnozstvi ethanolu, které se pridava ke koncentratu pufru BR4.
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Pro manualni protokol

e Mikrocentrifuga s variabilnimi otackami* schopna dosahnout rozsahu alespon

1000-8000 x g, ackoli Ize pouZit nizsi a vys$si g-sily (podrobnosti najdete v krocich

protokolu), a vybavena rotorem pro 2ml mikrocentrifugacni zkumavky

e Trepaciinkubator* pro inkubaci pfi teploté 55 °C a 65 °C s variabilnimi otackami
> 400 ot./min., neprekracujicimi 1400 ot./min. (napf. Eppendorf® Thermomixer
Compact nebo ekvivalent)

Pro automatizovany protokol

e Nizky

e (QlAcube Connect MDx*(QIAGEN, kat. ¢is. 9003070)
Spotfebni material ke QlAcube Connect MDx:

o Spicky s filtrem Filter-Tips, 1000 pl (1024)(QIAGEN, kat. &is. 990352)f
e Reagencnilahvicky Reagent Bottles, 30 ml(6)(QIAGEN, kat. ¢is. 990393)
e Adaptéry do rotoru Rotor Adapters (10x 24)(QIAGEN, kat. ¢is. 990394)t

Prislusenstvi ke QlAcube Connect MDx:

e Drzék pro adaptéry do rotoru Rotor Adapter Holder (QIAGEN, kat. &is. 390392)f

Bali¢ky sluzeb pro QlAcube Connect MDx:

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

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

* Ujistéte se, Ze jsou zafizeni a pfistroj kontrolovany, udrzovany a pravidelné kalibrovany podle doporuceni vyrobce.
t Obsazeno také v uvodnim balicku Starter Pack, QlAcube (QIAGEN, kat. ¢is. 990395).
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Varovani a bezpecnostni opatreni

Z3kaznici v Evropské unii by méli vzit na védomi, Ze od nich je vyzadovano hlaseni
zavaznych udalosti, ke kterym doSlo vsouvislosti se zafizenim, ato vyrobci
a kompetentnimu organu clenského statu, pod néjz uzivatel a/nebo pacient spada.

Zakaznici mimo Evropskou unii by méli vzit na védomi, ze od nich mudze byt
vyzadovano, aby se seznamili s mistnimi prfedpisy a hlasili tak zavazné udalosti, ke
kterym doslo v souvislosti se zafizenim, ato vyrobci a/nebo jeho autorizovanému
zastupci aregulacnimu organu, pod néjz uzivatel a/nebo pacient spada.

Informace o bezpeénosti

Pri praci s chemikaliemi a biologicky nebezpe¢nymi materialy noste vzdy vhodny
laboratorni odév, jednorazové rukavice a ochranné bryle. Bliz§i informace jsou
uvedeny v prislusnych bezpecnostnich listech (BL). Ty jsou k dispozici také online
v PDF formatu na strankach www.qiagen.com/safety, kde mdzete najit, precist
a vytisknout bezpecnostilisty (BL) vSech sad a soucasti sad QIAGEN.

e Veskeré chemikalie a biologické materialy jsou potencialné nebezpecné. Vzorky
krve jsou potencialné infekéni, a musi se s nimi proto zachazet jako s biologicky
nebezpecnymi materialy.

e Biologicky nebezpecny odpad a odpad ze sady zlikvidujte v souladu s mistnimi
bezpe€nostnimi predpisy.

Informace pro pfipad nouze

CHEMTREC
Mimo USA a Kanadu +1703-527-3887
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BezpecCnostni opatfeni

Pri praci skrvi dodrzujte univerzalni bezpe¢nostni opatfeni, abyste se vyhnuli riziku
potencialni expozice patogenim prenasenym krvi (napf. HIV, hepatitida B a dalsi krvi
prenosné viry). Kochrané pred expozici krvi pouZivejte rukavice, plasté, ochranu oci
a dalSiosobniochranné prostredky a technické prostredky. Blizsiinformace jsou uvedeny
v pfislusnych bezpecnostnich listech (BL). Bezpecnostni listy jsou kdispozici online
v pohodIném a kompaktnim formatu PDF na webovych strankach www.preanalytix.com,
kde mdzZete nalézt, zobrazit a vytisknout BL pro tuto sadu.

UPOZORNENI
NEPRIDAVEJTE roztoky bélicich prosttedkd nebo kyselin pfimo
do odpadnich materiald z pfipravy vzorkd.

Vazebny pufr (BR2) a promyvaci pufr 1(BR3) obsahuji guanidin isothiokyanat, ktery
mUze pfi kontaktu s bélidly vytvaret vysoce reaktivni slouceniny. Pokud se rozlije
vazebny pufr (BR2) nebo promyvaci pufr 1(BR3), vycistéte zasazené misto vhodnym
laboratornim detergentem a vodou. Obsahuje-li rozlita kapalina potencialné infekéni
latky, vyCistéte zasaZzené misto nejprve laboratornim detergentem avodou a potom
roztokem 1% (obj.) chlornanu sodného (bélidla).

Stabiliza¢ni roztok RNA a smés krve ze zkumavky PAXgene Blood RNA Tube (Blood
RNA Tube, BRT) mohou byt dezinfikovany pomoci 1jednotky objemu roztoku bélidla
(5% chlornan sodny) na 9 jednotek objemu stabiliza¢niho roztoku RNA a smési krve.

Odpad vznikajici pfi pfipravé vzorku, napf. supernatanty po centrifugaci vramci
izolace RNA, by mél byt vzdy povazovan za potencialné infekcni. K likvidaci
biologickych materiald pouZivejte naddoby na biologicky odpad. Likvidace musi byt
provedena v souladu s mistnimi pfedpisy a postupy vaseho zafizeni.
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Specifické komponenty sady PAXgene Blood RNA Kit jsou uréeny pouze k
jednorazovému pouziti. Informace o jednotlivych komponentech najdete v Casti
Obsah soupravy na strance 14.

Pro jednotlivé komponenty sady PAXgene Blood RNA Kit plati nasledujici pokyny tykajici
se rizika a bezpecnostnich opatfeni. Informace o bezpecCnosti tykajici se zkumavek
PAXgene Blood RNA Tubes(BRT) naleznete v priru¢ce PAXgene Blood RNA Tube .

Buffer BR2

Obsahuje guanidin isothiokyanat. Nebezpeci! Zdravi skodlivy
pii poziti. Mdze byt Skodlivy pfi kontaktu skdzi nebo pfi
vdechnuti. Zplsobuje vazné poskozeni o&i. Skodlivy pro Zivot ve
vodnim prostfedi sdlouhodobymi nepfiznivymi ucinky. Pfi
kontaktu s kyselinami uvoliuje velmi toxicky plyn. Zabrarte
uvolnéni do prostfedi. PouZivejte ochranné rukavice / ochranny
odév / ochranné bryle / obli¢ejovy $tit. PRI ZASAZENI OCI:
Opatrné oplachujte vodou po dobu nékolika minut. Pokud
zasazena osoba pouziva kontaktni ¢ocky, vyjméte je (pokud je
to mozné). Pokracujte v oplachovani. POKUD dojde k zasazeni
nebo ddvodné obavé, Zze doslo kzasaZeni: Ihned kontaktujte
TOXIKOLOGICKE CENTRUM nebo lékafe. Obsah/nadobu
likvidujte ve schvaleném zafizeni na likvidaci odpadu.

Buffer BR3
£ Obsahuje: ethanol, guanidin isothiokyanat. Nebezpeci! Hoflava
o= s kapalina a vypary. ZpUsobuje vazné poskozeni oci. PFi kontaktu
s kyselinami uvolnuje velmi toxicky plyn. Chrarite pred teplem/
jiskrami/ otevfenym plamenem/ horkymi povrchy. Zakaz
koureni. Pouzivejte ochranné rukavice / ochranny odév /
ochranné bryle / obligejovy &tit. PRI ZASAZEN| OCI: Opatrné
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DNase |

oplachujte vodou po dobu nékolika minut. Pokud zasazena
osoba pouziva kontaktni ¢ocky, vyjméte je (pokud je to mozné).
Pokragujte v oplachovani. Ihned kontaktujte TOXIKOLOGICKE
CENTRUM nebo lékare.

Obsahuje: DNazu. Nebezpeci! Mize vyvolat alergickou kozni
reakci. Pri vdechnuti mlze vyvolat pfiznaky alergie nebo
astmatu, pfipadné dechové obtize. Vyhnéte se vdechovani
prachu. Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné
bryle/obliCejovy §tit. PouZivejte ochranny respirator. POKUD
dojde kzasazeni nebo dlvodné obavé, Ze do$lo kzasazeni:
Kontaktujte TOXIKOLOGICKE CENTRUM nebo Iékafe. Preneste
osobu na ¢erstvy vzduch a ponechte ji vpoloze usnadnujici
dychani. Kontaminovany odév pfed opétovnym pouzitim vyperte.
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Skladovani reagencii a manipulace s nimi

Kolonky PAXgene k odstifedéni RNA (PRC), kolonky PAXgene Shredder k rozmélnéni
a odstredéni vzorku (PSC), proteinaza K (PK) a pufry (BR1, BR2, BR3, BR4 a BR5) maji
byt skladovany v suchu pfi teploté uvedené na stitku sady.

Sada RNase-Free DNase Set, kterd obsahuje DNazu |(RNFD), pufr k digesci DNA(RDD)
apufr kresuspenzi DNazy (DRB), je prepravovana pri teploté okolniho prostredi.
VSechny komponenty sady RNase-Free DNase Set ihned po dodani uskladnéte pfi
teploté uvedené na Stitku. PFi spravném uchovavani je sada stabilni az do konce doby
pouzitelnosti uvedeného na krabici sady.

Je tfeba vénovat odpovidajici pozornost datim pouzitelnosti apodminkam
skladovani vytisténym na obalu a Stitcich vSech komponent. Nepouzivejte soucasti
s proSlym datem exspirace ani nespravneé skladované soucasti.

Stabilita pfi pouzivani

Po prvnim pouziti sady jsou reagencie stabilni v plvodnich lahvickach pfi teplotach a
do data exspirace uvedenych na stitku sady.

Reagencie naplnéné do lahvi¢ek na reagencie QlAcube Connect MDx jsou stabilni po
dobu 3 mésicl skladovani pfi pokojové teploté (15-25 °C).

Rekonstituovana DNéaza | (RNFD) je stabilni pfi teploté 2-8 °C po dobu 6tydnl v
originalni sklenéné lahvi¢ce (zasobni roztok).

Jednorazové alikvoty zasobniho roztoku v1,5ml mikrocentrifugacni zkumavce
(dodané spole¢né se sadou)jsou stabilni po dobu 9 mésicU pfi skladovani pfi teploté -
20 °C. Po rozmrazenijsou jednorazové alikvoty stabilni po dobu 6 tydnd pfi skladovani
pfiteploté 2-8 °C.
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Odbér a skladovani vzorkl a manipulace s nimi

Sada PAXgene Blood RNA Kit je urCena pro pouziti s krvi odebranou do zkumavek
PAXgene Blood RNA Tubes. Krev je nutné odebrat do zkumavek PAXgene Blood RNA
Tubes(Blood RNA Tubes, BRT) podle pokyn( v pfislugné <cf>pfiru¢ce PAXgene Blood
RNA Tube </cf>. Bude-li tfeba, v pfiloze C (strana 79) naleznete doporuceni pro
manipulaci se zkumavkami PAXgene Blood RNA Tubes (Blood RNA Tubes, BRT). Se
véemi vzorky se musi zachazet jako spotencialné nebezpecnym materidlem.
Charakteristika funk¢nich vliastnosti systému PAXgene Blood RNA System plati pro
transkripty gen FOS a IL1B, které si mdzete prohlédnout na strankach 41-44.
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Protokol: Manualniizolace celkové RNA z pIné
lidské krve odebrané do zkumavek PAXgene
Blood RNA Tubes(Blood RNA Tubes, BRT)

Dalezité body pred zahajenim pouzivani

Ujistéte se, Ze je sada neporusend a neposkozena a Ze nedoslo k uniku pufrd.
Nepouzivejte sadu, ktera je posSkozena.

PFi uzivani pipety se ujistéte, zda je spravné nastaven objem a zda opatrné
nasavate a vypoustite veSkerou tekutinu.

Abyste zabranili pfeneseni vzorku do Spatné zkumavky ¢i kolonky, mély by byt
vSechny zkumavky a kolonky peclivé oznaceny permanentni fixou. Oznacte vicko a
télo kazdé zkumavky (Processing Tubes, PT, MicroCentrifuge Tubes, MCT). U kolonek
k odstfedéni nadepiste také télo prislusné zkumavky (Processing Tubes, PT). Po
pridani tekutiny kazdou zkumavku a kolonku vzdy uzavrete.

Rozliti vzorku nebo pufru b&hem pfipravy mdze snizit vytézek a Cistotu RNA.

Pokud neni uvedeno jinak, mély by byt vS8echny kroky protokolu (véetné
centrifugace) provedeny pfi pokojoveé teploté (15-25 °C).

Vzhledem kvysokeé senzitivité metod amplifikace nukleovych kyselin by méla byt

k zamezeni kfizovych kontaminaci pfi manipulaci se vzorky dodrzovana nasledujici

preventivni opatfeni:

Vzorek pipetujte do odstfedovaci kolonky (PSC, PRC) opatrné, abyste nepotfisnili
jeji horni okraj.

Pred kazdym pfenosem kapalnych material( pipetovaci $picky vzdy vyméiite.
Pouzivejte pipetovaci Spicky s aerosolovou bariérou.

Dbejte, abyste se pipetovaci $pickou nedotkli membrany v kolonce (PSC, PRC).

Mikrocentrifugacni zkumavky po vortexovani nebo ohfivani kratce centrifugujte,
abyste odstranili kapky z vnitfni strany vicka.
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e Béhem celého procesu pouzivejte rukavice. Pokud se dotknete rukavicemi
vzorku, rukavice okamzité vymente.

e Kolonky (PSC, PRC) pred vloZzenim do mikrocentrifugy vzdy uzavrete.
Centrifugujte podle Udajl v protokolu.

e Otevirejte najednou vzdy jen jednu kolonku (PSC, PRC) a zabrarite tvorbé
aerosolu.

e Pro efektivni paralelni zpracovani vice vzork( pfipravte stojan se zkumavkamina
zpracovani vzorku (Processing Tubes, PT), do kterych se po centrifugaci mohou
vlozit kolonky k odstfedéni(PAXgene Shredder spin column, PSC, PAXgene RNA
spin column, PRC). Zlikvidujte pouzité zkumavky obsahujici pritok a vlozte
kolonku (PAXgene Shredder spin column, PSC, PAXgene RNA spin column, PRC)
do novych zkumavek pred pfenesenim zpét do mikrocentrifugy.

Co je tfeba udélat, nez zacnete

e Krevje nutné odebrat do zkumavek PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) podle
pokyn( v pfislugné priruéce PAXgene Blood RNA Tube . Bude-li tfeba, v pfiloze C
(strana 79) naleznete doporuceni pro manipulaci se zkumavkami PAXgene Blood
RNA Tubes(Blood RNA Tubes, BRT).

e Po odbéru krve zkumavky PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) inkubujte miniméalné
2 hodiny pfi pokojové teploté, aby byla zajiSténa uplna lyza krevnich bunék a
srazeni RNA. Inkubace zkumavky PAXgene Blood RNA Tube (BRT) pfes noc mize
vést k vy$8im vytézkam. Pokud pocatecniinkubace krve pfi pokojove teploté po
dobu 2 hodin nebyla provedena pfed skladovanim pfi teploté 2-8 °C, -20 °C nebo
-70 °C, pak nejprve vytemperujte zkumavku PAXgene Blood RNA Tube (Blood
RNA Tube, BRT) na pokojovou teplotu a poté ji pfed zahajenim procedury pfi této
teploté inkubujte po dobu 2 hodin.

e Prectéte si ¢ast Informace o bezpecnostina strané 18.

e Prectéte si pokyny pro manipulaci s RNA (pfiloha A, strana 76).
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Ujistéte se, Ze jsou pristroje, napf. pipety a tfepaciinkubatory, pravidelné
kontrolovany a kalibrovany podle doporuceni vyrobce.

Trepaciinkubator je zapotfebi u krok( 5 a 20. Nastavte teplotu tfepaciho
inkubatoru na 55 °C.

Ve vazebném pufru (BR2) se miZe po del$im skladovani vytvofit srazenina.

V takovem pfipadé ji rozpustte ohi'atim na 37 °C.

Promyvaci pufr 2 (BR4) je dodavan jako koncentrat. Pfed prvnim pouzitim pridejte
do lahvicky 4nasobny objem ethanolu (96-100 % obj., stuperi istoty p.a.), jak je
popsano na lahvicce, abyste vytvofili pracovni roztok.

Pred prvnim pouzitim sady RNase-Free DNase Set pfipravte zasobni roztok
DNazy |. Pevnou DN&zu | (RNFD; 1500 jednotek Kunitz)* rozpustte v 550 pl pufru
k resuspenzi DNazy (DRB), ktery je dodavan se sadou. Dbejte na to, aby pfi
otevrenilahvicky zadna DNaza | (RNFD) neunikla. Rekonstituovana DNaza |
(RNFD) nesmi byt vortexovana. DNaza | je velmi nachylné k fyzikalni denaturaci.
Promichejte pouze jemnym prfevracenim lahvicky.

Rekonstituovana DNaza | (RNFD) mize byt skladovana pfi teploté 2-8 °C

v plivodni sklenéné lahvi¢ce (zasobni roztok) nebo pfi teploté =20 °C po
odstranéni zasobniho roztoku ze sklenéné lahvi¢ky a jeho rozdéleni na
jednorazové alikvoty (Pouzijte 1,5ml mikrocentrifugacni zkumavku dodavanou
spole¢né se sadou. Vystadina b alikvot(.). Rozmrazené alikvoty Ize skladovat pfi
teploté 2-8 °C. Po rozmrazeni alikvoty znovu nezmrazujte.

PFi rekonstituci a alikvotaci roztoku DNazy | (RNFD) neopomeiite dodrzovat
pokyny pro manipulaci s RNA (pfiloha A, strana 76).

Postup

. Centrifugujte zkumavku PAXgene Blood RNA Tube (Blood RNA Tube, BRT) po
dobu 10 minut v oto¢ném rotoru pfi otackach 3000-5000 x g.

* Jednotky Kunitz jsou bézné uzivanymi jednotkami pro méreni DNazy |; jsou definované jako mnozstvi DNazy |

zpUsobujici nardst Azso 0 0,001 za minutu na mililitr pfi teploté 25 °C a pH 5,0, pficemz je jako substrat pouzita vysoce
polymerni DNA (Kunitz, M. (1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 a 363).
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@ Ujistéte se, Ze byl krevni vzorek inkubovan ve zkumavce PAXgene Blood
RNA Tube (BRT) pfi pokojové teploté (15-25 °C) minimalné 2 hodiny, aby
se dosahlo uplné lyzy krevnich bunék a srazeni RNA.

@ Rotor musi byt vybaven adaptéry pro zkumavky s kulatym dnem. Pfi
pouzivanijinych typt adaptért se mohou zkumavky béhem
centrifugace poskodit.

2. Nasledné odstrante supernatant dekantaci nebo pipetovanim. K peletu pfidejte
4 mlvody bez obsahu RNazy RNase-Free Water (RNFW) a uzaviete zkumavku
novym sekundarnim bezpec¢nostnim uzavérem BD Hemogard (dodavanym se
sadou).

Béhem dekantace supernatantu dbejte na to, aby se pelet nerozvifil, a osuste
okraj zkumavky €istym papirovym ubrouskem.

3. Vortexujte, dokud neni pelet viditelné rozpustén, a pak jej centrifugujte po dobu
10 minut v oto€ném rotoru pfi otackach 3000-5000 x g. Odeberte a zlikvidujte
cely supernatant.

Drobné bunécneé zbytky obsazené v supernatantu po vortexovani, ale pfed
centrifugaci nenarusuji dal$i pribéh protokolu.
NeuUplIné odstranéni supernatantu inhibuje lyzu a Fedi lyzat, a tim
narusuje podminky pro navazani RNA na membranu PAXgene.

4. Pridejte 350 pl pufru k resuspenzi (BR1) a smés vortexujte, dokud se pelet
viditelné neresuspenduje.

5. Napipetujte vzorek do 1,5ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky. Pfidejte 300 pl
vazebného pufru(BR2)a 40 pl proteinazy K (Proteinase K, PK). Promichejte
vortexem po dobu 5 s a inkubujte po dobu 10 minut pfi teploté 55 °C v tfepacim
inkubatoru pfi otackach 400-1400 ot./min. Po inkubaci nastavte teplotu
tfepaciho inkubatoru na 65 °C (pro krok 20).

Vazebny pufr(BR2)a proteinazu K (Proteinase K, PK) nemichejte pred
pfidanim do vzorku dohromady.
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10.

. Lyzat pipetujte pfimo do PSC (fialova), ktera je vlozena do 2ml zkumavky na

zpracovanivzorku, a centrifugujte 3 minuty pfi maximalnich otackach (max.
20000 g).

@ Lyzat opatrné preneste pipetou do odstfedovaci kolonky (PSC)
a pohledem se presvédcte, Ze jste do kolonky (PSC) prenesli skute¢né
cely obsah lyzatu.

Abyste predesli poskozeni kolonek (PSC)a zkumavek (PT), neprekracujte otacky
20000 xg.

Nékteré vzorky mohou projit PSC bez centrifugace. Tento jev je
zplsoben nizkou viskozitou nékterych vzork({ a nemél by byt povaZzovan
za chybu produktu.

Opatrné preneste cely supernatant pratoéné frakce do nové 1,5ml
mikrocentrifugacni zkumavky bez naruseni peletu ve zkumavce na zpracovani
vzorku.

Pridejte 350 ul ethanolu (96-100 % obj., stupen ¢istoty p. a.). Promichejte
vortexem a kratce centrifugujte (1-2 s pfi otackach 500-1000 x g), abyste
odstranili kapky z vnitfni strany vicka zkumavky.

@ Délka centrifugace nesmi prekrocit 1-2 s, protoze by jinak mohlo dojit
k peletizaci nukleovych kyselin a tim k redukci vytézku celkové RNA.

700 pl vzorku preneste pipetou do kolonky PRC (Cervena), kteréa je vioZzena do 2ml
zkumavky na zpracovani vzorku, a centrifugujte 1 minutu pfi otackach

8000-20 000 = g. Umistéte odstredovaci kolonku (PRC) do nové 2ml zkumavky na
zpracovani vzorku a pouzitou zkumavku na zpracovani vzorku s prito¢nou frakci
zlikvidujte.

Zbyvajici vzorek preneste pipetou do kolonky PRC a centrifugujte 1 minutu pfi
otackach 8000-20 000 x g. Umistéte odstiedovaci kolonku (PRC) do nové 2ml
zkumavky na zpracovani vzorku a pouzitou zkumavku na zpracovani vzorku

s pratoénou frakci zlikvidujte.
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@ Vzorek opatrné preneste pipetou do odstredovaci kolonky (PRC)
a pohledem se presvédcte, Ze jste do kolonky (PRC) pfenesli skutecné
cely obsah vzorku.

11. Preneste pipetou 350 pl promyvaciho pufru 1(BR3) do kolonky PRC. Centrifugujte
1 minutu pri otackach 8 000-20 000 x g. Umistéte odstredovaci kolonku (PRC) do
nové 2ml zkumavky na zpracovani vzorku a pouZzitou zkumavku na zpracovani
vzorku s prato¢nou frakci zlikvidujte.

12. Pridejte 10 pl zasobniho roztoku DNazy | (RNase-Free DNase, RNFD) k 70 pl pufru
k digesci DNA(RDD) v 1,5mlI mikrocentrifuga¢ni zkumavce. Promichejte jemnym
poklepavanim do zkumavky a kratce centrifugujte, abyste sklepali zbylou
tekutinu z vnitfnich stén zkumavky.

Pro zpracovani napfiklad 10 vzorkd pfidejte 100 pl zasobniho koncentrovaného
roztoku DNazy I (RNFD) k 700 pl pufru k digesci DNA (RDD). PouzZivejte 1,5ml
mikrocentrifuga¢ni zkumavky dodavané se sadou.

@ DNaza | je velmi nachylIné k fyzikalni denaturaci. Roztok promichejte
lehkym poklepavanim do zkumavky. Nevortexujte.

13. Inkubacéni smés DNazy | (RNase-Free DNase, RNFD)(80 pl) pipetujte pfimo na
membranu kolonky PRC a ponechejte na pracovni plo$e 15 minut (pfi teploté
20-30 °C).

Ujistéte se, ze byla inkubacni smés DNazy | (RNase-Free Dnase, RNFD)
umisténa pfimo na membranu. Digesce pomoci DNazy by mohla
prob&hnout neltpiné, pokud by ¢ast smési zlistala na vnitfni sténé nebo
na O-krouzku kolonky (PRC).

14. Pfeneste pipetou 350 pl promyvaciho pufru 1(BR3) do odstfedovaci kolonky
a centrifugujte Tminutu pfi otackach 8000-20 000 x g. Umistéte odstfedovaci
kolonku (PRC) do nové 2ml zkumavky na zpracovani vzorku a pouzitou zkumavku
na zpracovani vzorku s prdtoc¢nou frakci zlikvidujte.
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15. Pfeneste pipetou 500 pl promyvaciho pufru 2 (BR4) do odstifedovaci kolonky
a centrifugujte Tminutu pfi otackach 8000-20 000 x g. Umistéte odstiedovaci
kolonku (PRC) do nové 2ml zkumavky na zpracovani vzorku a pouzitou zkumavku
na zpracovani vzorku s prito¢nou frakci zlikvidujte.

@ Promyvaci pufr 2 (BR4)je dodavan jako koncentrat. Ujistéte se, Ze byl
pred pouzitim k promyvacimu pufru 2 (BR4) pridan ethanol (viz,Co je
treba udélat, nez zacnete”, strana 25).
16. Pridejte dalsich 500 pl promyvaciho pufru 2 (BR4) do kolonky PRC. Centrifugujte
3 minuty pfi otackach 8000-20 000 x g.

17. Zlikvidujte zkumavku na zpracovani vzorku s pratoénou frakci a kolonku PRC
vlozte do nové 2ml zkumavky na zpracovani vzorku. Centrifugujte 1 minutu pfi
otackach 8000-20 000 x g.

18. Zkumavku na zpracovani vzorku s pritokem zlikvidujte. Kolonku PRC vloZte do
1,5ml mikrocentrifugac¢ni zkumavky a 40 pl eluéniho pufru (BR5) preneste pipetou
pfimo na membranu v kolonce PRC. Centrifugujte 1 minutu pfi otackach
8000-20 000 x g za ucelem eluce RNA.

Abyste docilili maximalni efektivity eluce, je dllezité pokryt celou plochu

membrany elu¢nim pufrem (BR5).

19. Zopakujte eluc¢ni krok (krok 18), jak je popséano, se 40 pl elu¢niho pufru(BR5) a se
stejnou mikrocentrifugacni zkumavkou.

20. Eluat inkubujte 5 minut pfi 65 °C v tfepacim inkubatoru (od kroku 5), ale bez

tfepani. Vzorky poté ihned zchladte na ledu.

@ Touto inkubaci vzork pfi 65 °C se RNA denaturuje pro nasledujici aplikace.
Tento krok nevynechéavejte ani v pfipadg, ze nasledujici aplikace take
obsahuji tepelnou denaturaci. Dostate¢na denaturace RNA je v této chvili
nezbytna pro maximalni efektivitu naslednych aplikaci.

NeprekrocCte pfitom dobu ani teplotu inkubace.
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21. Pokud vzorky RNA nebudou ihned pouzity, skladujte je pfi -20°C nebo -70°C.

Jelikoz RNA z(stava denaturovana i po opakovaném zmrazeni a rozmrazeni, neni
nutné inkubaci pfi 65 °C opakovat. Pokud chcete vzorky RNA pouzit pro
diagnostické analyzy, dbejte pokynd vyrobce.

Pro co nejpresnéjsi kvantifikaci RNA méfenim absorbance pfi 260 nm
doporucujeme zfedit vzorek 10 mM Tris-HCI (pH 7,5).* Nafedéni vzorku vodou bez
obsahu RNazy RNase-Free Water by mohlo vést k nepfesnym nizkym hodnotam.

Pro vynulovani spektralniho fotometru pouZijte slepy vzorek (blank), jehoz pomér
elu¢niho pufru (BR5) a fediciho pufru Tris-HCI odpovida méfenym vzorkim. Eluéni
pufr (BR5) ma pfi 220 nm vysokou absorbanci, coz mize vést k vysokym
hodnotam absorbance pozadi, pokud nebyl nulovy bod spektralniho fotometru
nastaven spravne.

@ Pro kvantifikaci v pufru Tris HCI pouzijte vztah Az = 1= 44 pg/ml. Viz
Priloha B, strana 77.

22.Znovu uzaviete vsechny lahve obsahujici pufry a vodu bez RNazy, mensilahvicky
a zkumavky obsahujici enzymy a enzymatické pufry a sdCky obsahujici plastové
materialy ze sady pouzité pro protokol. Zbyvajici obsah sady skladujte do dalSiho
pouziti podle popisu v ¢asti Skladovani reagencii a manipulace s nimi”(strana 22)
a Stabilita pfi pouzivani”(strana 22).

* Pri manipulaci s chemikaliemi noste vzdy laboratorni odév, jednorazové rukavice a ochranné bryle. Dalsi informace si
vyhledejte v pfislusnych bezpecénostnich listech (BL), které obdrzite od dodavatele vyrobku.
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Protokol: Automatizovana izolace celkové RNA
z plné lidské krve odebrané do zkumavek
PAXgene Blood RNA Tubes(BRT)

Dalezité body pred zahajenim pouzivani

Ujistéte se, Ze je sada neporusend a neposkozena a Ze nedoslo k uniku pufrd.
Nepouzivejte sadu, ktera je posSkozena.

PFi uzivani pipety se ujistéte, zda je spravné nastaven objem a zda opatrné
nasavate a vypoustite veSkerou tekutinu.

Abyste zabranili pfeneseni vzorkd do nespravné zkumavky ¢i plastového
spotfebniho materialu, ujistéte se, ze jsou vS§echny zkumavky na zpracovani vzorku,
mikrocentrifugacni zkumavky a adaptéry do rotoru spravné oznaceny permanentni
fixou. Oznacte vicko a télo vSech mikrocentrifugaénich zkumavek, télo vsech
zkumavek na zpracovani vzorku a vnéjsi stranu véech adaptérd do rotoru.

Rozliti vzorku nebo pufru b&éhem pfipravy mdze snizit vytézek a Cistotu RNA.

Pokud neni uvedeno jinak, mély by byt vSechny kroky protokolu (véetné
centrifugace) provedeny pfi pokojoveé teploté (15-25 °C).

Vzhledem kvysokeé senzitivité metod amplifikace nukleovych kyselin by méla byt

k zamezeni kfizovych kontaminaci pfi manipulaci se vzorky dodrzovana nasledujici

preventivni opatfeni:

Vzorek opatrné pfeneste pipetou na dno zkumavky na zpracovani vzorku tak,
abyste nepotfisnili jeji horni okraj.

Pfed kazdym pfenosem kapalnych materialG pipetovaci $picky vzdy vymeénte.
Pouzivejte pipetovaci Spicky s aerosolovou bariérou.

Dbejte, abyste se pipetovaci $pickou nedotkli membrany v kolonce (PSC, PRC).

PAXgene Blood RNA Kit (priru¢ka) Navod k pouziti  02/2023 32



e Mikrocentrifugacni zkumavky po vortexovani nebo ohfivani kratce centrifugujte,
abyste odstranili kapky z vnitini strany vicka.

e Béhem celého procesu pouzivejte rukavice. Pokud se dotknete rukavicemi
vzorku, rukavice okamzité vymeérnte.

Co je tfeba udélat, nez za¢nete

e Krevje nutné odebrat do zkumavek PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) podle
pokynl v pfisludné priruéce PAXgene Blood RNA Tube . Bude-li tfeba, v pfiloze C
(strana 79) naleznete doporuceni pro manipulaci se zkumavkami PAXgene Blood
RNA Tubes(Blood RNA Tubes, BRT).

e Po odbéru krve zkumavky PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) inkubujte minimalné
2 hodiny pfi pokojové teploté, aby byla zajiSténa uplna lyza krevnich bunék a
srazeni RNA. Inkubace zkumavky PAXgene Blood RNA Tube (BRT) pfes noc mUze
vést k vy88im vytézkam. Byla-li zkumavka PAXgene Blood RNA Tube (Blood RNA
Tube, BRT) po odbéru krve skladovana pfi teploté 2-8 °C, -20 °C nebo -70 °C,
pred zacatkem protokolu ji nejdfive vytemperujte na pokojovou teplotu a potom ji
nechte pfi pokojové teploté 2 hodiny inkubovat.

e Prectéte si ¢astInformace o bezpecnostina strané 18.

e Viz Dilezité poznamky”, strana 57.

e Prectéte si pokyny pro manipulaci s RNA (priloha A, strana 76).

e Prectéte siuzivatelskou pfirucku k prislusnému pristroji QlAcube Connect MDx
avesSkeré dalSiinformace, které jsou s pfistrojem dodavany. Zvlastni pozornost
vénujte pfedevsim ¢asti Informace o bezpecnosti.

e Ujistéte se, Ze jsou zafizeni a pristroje, napf. pipety a pfistroj QlAcube Connect
MDx, pravidelné kontrolovany a kalibrovany podle doporuceni vyrobce.

e Ve vazebném pufru(BR2)se mize po delsim skladovani vytvofit srazenina.

V takovém pfipadé ji rozpustte ohfatim na 37 °C.
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Promyvaci pufr 2 (BR4) je dodavan jako koncentrat. Pfed prvnim pouzitim pridejte
pfislugny objem ethanolu (96-100 % obj., stuper Cistoty p.a.), jak je popsano na
lahvi, abyste vytvofili pracovni roztok.

Pred prvnim pouzitim sady RNase-Free DNase Set pfipravte zasobniroztok
DNazy |. Pevnou DNazu | (RNFD; 1500 jednotek Kunitz)* rozpustte v 550 pl pufru
k resuspenzi DNazy (DRB), ktery je dodavan se sadou. Dbejte na to, aby pfi
otevrenilahvicky zadna DNaza | (RNFD) neunikla. Rekonstituovana DNaza |
(RNFD) nesmi byt vortexovana. DNaza | je velmi nachylna k fyzikalni denaturaci.
Promichejte pouze jemnym pfevracenim lahvicky.

Rekonstituovana DNaza | (RNFD) mize byt skladovana pfi teploté 2-8 °C

v plivodni sklenéné lahvi¢ce (zasobni roztok) nebo pfi teploté -20 °C po
odstranéni zasobniho roztoku ze sklenéné lahvicky a jeho rozdéleni na
jednorazové alikvoty (PouZijte 1,5ml mikrocentrifuga¢ni zkumavku dodavanou
spole¢né se sadou. Vystadina b alikvotd.). Rozmrazené alikvoty Ize skladovat pfi
teploté 2-8 °C. Po rozmrazeni alikvoty znovu nezmrazujte.

Pri rekonstituci a alikvotaci roztoku DNazy | (RNFD) neopomente dodrzovat
pokyny pro manipulaci s RNA (pfiloha A, strana 76).

Vlozte spravny adaptér tiepacky (dodavany spolu s pristrojem QlAcube Connect
MDx. Pouzivejte adaptéry pro 2ml zkumavky s bezpecnostnim uzavérem,
oznacené Cislem ,2") a umistéte stojan tfepacky na horni ¢ast adaptéru.
Zkontrolujte zasuvku na odpad a v pfipadé potreby ji vyprazdnéte.

Nainstalujte souvisejici protokoly, pokud jiz nejsou nainstalovany z pfedes$lych
béhd. V pristroji QlAcube Connect MDx musi byt staZzené véechny protokoly, které

se nachazeji v souvisejicim souboru zip. Viz Instalace protokoll na pfistroji
OlAcube Connect MDx”, strana 59.

* Jednotky Kunitz jsou bézné uzivanymi jednotkami pro méreni DNazy |; jsou definované jako mnozstvi DNazy |

zpUsobujici nardst Az 0 0,001 za minutu na mililitr pfi teploté 25 °C a pH 5,0, pficemz je jako substrat pouzita vysoce
polymerni DNA (Kunitz, M. (1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 a 363).
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Postup

1. Zavrete kryt pfistroje QlAcube Connect MDx a pomoci vypinace pfistroj zapnéte
(viz obrazek 15, strana 58).

Ozve se pipnuti a zobrazi se Uvodni obrazovka. Pristroj automaticky provede
zahajovaci testy.

2. Otevrete kryt pristroje QlAcube Connect MDx a vlozte do néj potfebné reagencie
aumeélohmotné vybaveni. Viz ,NaplInéni pfistroje QlAcube Connect MDx", strana 60.

Abyste usetfili cas, mizete pfistroj naplnit béhem jednoho nebo obou
nasledujicich centrifugaénich krokd o délce 10 minut (krok 3 a 5).

3. Centrifugujte zkumavku PAXgene Blood RNA Tube (Blood RNA Tube, BRT) po
dobu 10 minut v oto¢ném rotoru pfi otackach 3000-5000 x g.

@ Ujistéte se, Ze byl krevni vzorek inkubovan ve zkumavce PAXgene Blood
RNA Tube (BRT) pfi pokojové teploté (15-25 °C) minimalné 2 hodiny, aby
se dosahlo uplné lyzy krevnich bunék a srazeni RNA.

@ Rotor musi byt vybaven adaptéry pro zkumavky s kulatym dnem. P¥i
pouzivanijinych typl adaptérd se mohou zkumavky béhem centrifugace
poskodit.

4. Nasledné odstrante supernatant dekantaci nebo pipetovanim. BEéhem dekantace
supernatantu dbejte na to, aby se pelet nerozvifil, a osuste okraj zkumavky
Cistym papirovym ubrouskem. K peletu pfidejte 4 ml vody bez obsahu RNazy
RNase-Free Water (RNFW)a uzaviete zkumavku novym sekundarnim
bezpecnostnim uzavérem BD Hemogard (dodavanym se sadou).

5. Vortexujte, dokud neni pelet viditelné rozpustén, a pak jej centrifugujte po dobu
10 minut v oto¢ném rotoru pfi otackach 3000-5000 x g. Odeberte a zlikvidujte
cely supernatant.

Drobné bunécné zbytky obsaZzené v supernatantu po vortexovani, ale pred
centrifugaci nenarusuji dal$i pribéh protokolu.
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@

NeupIné odstranéni supernatantu inhibuje lyzu a redi lyzat, a tim
narusuje podminky pro navazani RNA na membranu PAXgene.

B. Pridejte 350 pl pufru k resuspenzi (BR1) a smés vortexujte, dokud se pelet

viditelné neresuspenduje.

7. Napipetujte vzorek do 2ml zkumavky na zpracovani vzorku.

@

Pouzivejte 2ml zkumavky na zpracovani vzorku dodavané se sadou
PAXgene Blood RNA Kit.

8. VloZte oteviené mikrocentrifugacni zkumavky obsahujici vzorek do tfepacky QlAcube
Connect MDx (viz obrazek 18, strana 62). Pozice vzorkd jsou pro snadngjsi vkladani do
tfepacky ocislované. Zasurite zatky stojanu (dodavané s pristrojem QlAcube Connect
MDx) do drazek na okraji stojanu tfepacky vedle kazdé zkumavky na zpracovani

vzorku. To umozni detekci vzorkd béhem kontroly naplnéni.

@
@

Ujistéte se, ze byl vloZzen spravny adaptér tfepacky (Shaker Adapter,
2ml zkumavky s bezpecnostnim uzavérem, oznacené 2", dodavané
s pristrojem QlAcube Connect MDx).

Pokud zpracovavate méné nez 12 vzorkd, ujistéte se, ze byl stojan
tfepacky naplnén, jak je zobrazeno na obréazku 22, strana 66. Jeden (1)
nebo 11vzork( nelze zpracovat. Cisla pozic ve stojanu tfepacky
odpovidaji ¢islim pozic v centrifuze.

9. Zavrete kryt pristroje QlAcube Connect MDx (viz obrazek 15, strana 58).

10. Zvolte a spustte protokol ,PAXgene Blood RNA Part A”.

Postupujte podle pokynl uvedenych na dotykoveé obrazovce pfistroje QlAcube

Connect MDx.

@
@

Ujistéte se, ze jsou na pristroji QlAcube Connect MDx nainstalovany obé
¢asti programu (¢ast A a B)(viz Instalace protokol( na pfistroji QlAcube
Connect MDx", strana 59).

Pfistroj provede kontrolu naplnéni u vzorku, $pi¢ek, adaptér( do rotoru
areagencnich lahvic¢ek.
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11. Po ukonceni protokolu ,PAXgene Blood RNA Part A" otevrete kryt pfistroje QlAcube
Connect MDx(viz obrazek 15, strana 58). Vyjméte a zlikvidujte odstfedovaci kolonky
zadaptér( do rotoru a prazdné zkumavky na zpracovani vzorku z trepacky.

@ Bé&hem sveého béhu pfistroj prevede kolonky z pozice 1adaptéru do
rotoru(pozice vicka L1) do pozice 3 adaptéru do rotoru (pozice vicka L2)
(viz obrazek 20, strana 64).

12. Uzavrete vitka vSech 1,5ml mikrocentrifugacnich zkumavek obsahujicich
purifikovanou RNA v adaptérech do rotoru(pozice 3, pozice vicka L3, viz
obrazek 20, strana 64). Prevedte 1,5ml mikrocentrifugac¢ni zkumavky do adaptéru
trepacky pristroje QlAcube Connect MDx (viz obrazek 18, strana 62).

13. Zavrete kryt pristroje QlAcube Connect MDx (viz obrazek 15, strana 58).
14.Zvolte a spustte protokol ,PAXgene Blood RNA Part B”.
Postupujte podle pokynl uvedenych na dotykoveé obrazovce pfistroje QlAcube
Connect MDx.

@ Tento program inkubuje vzorky pfi 65 °C a denaturuje RNA pro
nasledujici aplikace. Tento krok nevynechavejte ani v pripadg, ze
nasledujici aplikace také obsahuji tepelnou denaturaci. Dostate¢na
denaturace RNA je v této chvili nezbytna pro maximalni efektivitu
naslednych aplikaci.

15. Po ukonceni programu ,PAXgene Blood RNA Part B” oteviete kryt pfistroje

QlAcube Connect MDx (viz obrazek 15, strana 58). Mikrocentrifugacni zkumavky

obsahujici purifikovanou RNA ihned uloZte na led.

VAROVANI: Horky povrch. Tfepagka mize dosahnout teploty az 70 °C.
Nedotykejte se ji, dokud je horka.

Nenechavejte purifikovanou RNA v pfistroji QlAcube Connect MDx.
Jelikoz nejsou vzorky chlazeny, mize purifikovana RNA degradovat.
Nedoporucuji se tedy béhy pripravy vzorku pfes noc a bez dozoru.
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16. Pokud vzorky RNA nebudou ihned pouzity, skladujte je pfi -20 °C nebo -70 °C.

Jelikoz RNA z(stava denaturovana i po opakovaném zmrazeni a rozmrazeni, neni
nutné tepelnou inkubaci(protokol ,PAXgene Blood RNA Part B”) opakovat. Pokud
chcete vzorky RNA pouzit pro diagnostické analyzy, dbejte pokynd vyrobce.

Pro co nejpresnéjsi kvantifikaci RNA mérfenim absorbance pfi 260 nm doporuc¢ujeme
zfedit vzorek v 10 mM Tris-HCI(pH 7,5).* Nafedéni vzorku vodou bez obsahu RNazy
RNase-Free Water by mohlo vést k neprfesnym nizkym hodnotam.

Pro vynulovani spektralniho fotometru pouzijte slepy vzorek (blank), jehoz pomér
eluéniho pufru(BR5)a fediciho pufru Tris-HCI odpovida méfenym vzorkdm. Eluéni
pufr(BR5) ma pfi 220 nm vysokou absorbanci, coz mize vést k vysokym hodnotam
absorbance pozadi, pokud nebyl nulovy bod spektralniho fotometru nastaven
spravne.

Pro kvantifikaci v pufru Tris-HCI, pouzijte vztah

Azeo = 1= 44 pg/ml. Viz Priloha B, strana 77.

17. Odeberte stojan nareagencnilahvicky z pracovni desky pfistroje QlAcube Connect
MDx (viz obrazek 18, strana 62) a vSechny lahvicky uzaviete spravné oznacenymi
vicky. Znovu uzavrete vSechny lahve obsahujici pufry a vodu bez RNazy, mensi
lahvicky a zkumavky obsahujici enzymy a enzymaticke pufry a sacky obsahuijici
plastové materialy ze sady pouzité pro protokol. Ulozte zbyvajici obsah sady a
reagencnich lahvic¢ek do dal$iho pouziti podle popisu v ¢asti ,Skladovani reagencii
amanipulace s nimi”(strana 22) a Stabilita pfi pouzivani”(strana 22).

Vyjméte a zlikvidujte zbyvajici reagencie ve zkumavkach na zpracovani vzorku
umisténé v drazkach pro mikrocentrifugacni zkumavky pristroje QlAcube
Connect MDx. Vyjméte adaptéry do rotoru z centrifugy a zlikvidujte je.
Vyprazdnéte odpadni zasuvku pfistroje QlAcube Connect MDx (viz obrazek 15,
strana 58). Zavfete kryt pfistroje a pomoci sitového vypinace pfistroj vypnéte.

* Pri manipulaci s chemikaliemi noste vzdy laboratorni odév, jednorazové rukavice a ochranné bryle. Dal$i informace si
vyhledejte v pfislusnych bezpecénostnich listech (BL), které obdrzite od dodavatele vyrobku.
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Omezeni pouziti produktu

Sada PAXgene Blood RNA Kit je koncipovana jako prostfedek kizolaci intracelularni
RNA zplné lidské krve (4,8x105-1,1x107 leukocytd/ml) pro diagnostické pouZiti
invitro. Neni urcena k izolaci genomoveé DNA nebo virovych nukleovych kyselin z plné
lidské krve. Vzhledem k tomu, Ze byl pro stabiliza¢ni podminky validovan jen omezeny
pocet transkriptl (transkripty gend FOS a IL1B), charakteristika funk&nich vlastnosti
nebyla stanovena pro vSechny transkripty. Uzivatelé sady by méli zhodnotit vlastni
data audaje vyrobce, aby urcili, zda je validace nezbytna ipro jiné transkripty.
Komponenty sady jsou ur¢eny pouze k pouziti v manualnim a automatizovaném
protokolu popsaném v tomto navodu k pouziti.

Pokyny k pouziti zkumavek PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) naleznete v priru¢ce ke
zkumavce PAXgene Blood RNA Tube.

Kontrola kvality

V souladu se systemem managementu jakosti spole¢nosti QIAGEN certifikovanym
podle norem ISO byla kazda Sarze sady PAXgene Blood RNA Kit testovéna podle
pfedem stanovenych specifikaci, aby byla zaru€ena jednotna kvalita produktu.
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Charakteristika funkcnich vlastnosti

Odbér a stabilizace vzorku

Zkumavky PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) obsahuji patentovanou reagencii pro
stabilizaci RNA. Toto aditivum chrani molekuly RNA pred degradaci RNazami a
minimalizuje zmény genoveé exprese ex vivo. Zkumavky PAXgene Blood RNA Tubes
(BRT)jsou urceny pro odbér plné lidské krve a stabilizaci celularni RNA az po 3 dny pfi
teploté 18-25 °C (obrazek 4 a obrazek 5, strany 41a 42)nebo az po 5 dn( pfi teploté 2-
8°C (obrazek 6 aobrazek 7, strana 43 a44). Stabilizovana krev mdze byt navic
skladovana ve zmrazeném stavu. Aktualné dostupné udaje prokazuji stabilitu
celularni RNA minimalné po dobu 11let pfi teploté -20 °C, pfipadné -70 °C*. DalSi
informace o pravé probihajicich studiich, které posuzuji stabilitu po jesté delsi dobu,
jsou uvedeny na webovych strankach www.preanalytix.com nebo kontaktujte
technické sluzby spole¢nosti QIAGEN.

Skute¢na doba stabilizace RNA se mize ménit podle druhu celularni RNA a pouzité
nasledné aplikace. Vzhledem k tomu, ze byl pro stabilizani podminky validovan jen
omezeny pocet transkriptl (transkripty genl FOS aIL1B), charakteristika funkénich
vlastnostinebyla stanovena pro vSechny transkripty. Uzivatelé sady by méli zhodnotit
vlastni data a udaje vyrobce, aby urcili, zda je validace nezbytna i pro jiné transkripty.

*Praveé probiha dlouhodoba studie uchovavani krve ve zkumavkach PAXgene Blood RNA Tubes.
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Obrazek 4: Stabilita RNA v krevnich vzorcich pfi teploté 18-25 °C: FOS. Krev byla odebrana 10 zjevné zdravym darctim, s
duplicitnimi vzorky a skladovana pfi 18-25 °C po uvedeny pocet dni, po ¢emz nasledovala izolace celkové RNA.[A]Odbér
a skladovani krve ve zkumavkach PAXgene Blood RNA Tubes (Blood RNA Tube, BRT) a purifikace celkové RNA pomoci
sady PAXgene Blood RNA Kit. [B]Odbér a skladovani krve ve standardnich odbérovych zkumavkach, s EDTA jako
antikoagulantem, purifikace celkové RNA standardni metodou organické izolace a ¢isténi RNA pomoci silikatové
membrany. Relativni koncentrace transkriptt FOS byly uréeny pomoci duplexni RT-PCR v redlném ¢ase za pouziti 18S-
rRNA jako interniho standardu. Zaneseny jsou hodnoty v§ech analyzovanych vzork( s primérem a smérodatnou
odchylkou. Carkované linie znazorfuji oblast piesnosti analyzy (+3nasobna celkova presnost 2,34 °Cr).
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Obrazek 5: Stabilita RNA v krevnich vzorcich pfi teploté 18-25 °C: IL1B. Odbér krevnich vzorkd a purifikace celkové RNA
po uskladnéni pfi 18-25 °C probéhly tak, jak je popsano na obrazku 4. Relativni koncentrace transkriptC IL1B byly uréeny

pomoci duplexni RT-PCR v redlném ¢ase za pouziti 18S-rRNA jako interniho standardu. Zaneseny jsou hodnoty v§ech
analyzovanych vzork( s priimérem a smérodatnou odchylkou. Carkované linie znazorfiuji oblast presnosti analyzy

(+3nasobna celkova piesnost 1,93 °Cr).
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Obrazek 6: Stabilita RNA v krevnich vzorcich pfi teploté 2-8 °C: FOS. Krev byla odebrana 10 darcim, s duplicitnimi
vzorky a skladovana pfi teploté 2-8 °C po uvedeny pocet dni, po ¢emz nasledovala izolace celkové RNA. [A] Odbér

a skladovani krve ve zkumavkach PAXgene Blood RNA Tubes (Blood RNA Tube, BRT) a purifikace celkové RNA pomoci
sady PAXgene Blood RNA Kit. [B] Odbér a skladovani krve ve standardnich odbérovych zkumavkach, s EDTA jako
antikoagulantem, purifikace celkové RNA standardni metodou organické izolace a ¢isténi RNA pomoci silikatové
membrany. Relativni koncentrace transkriptt FOS byly uréeny pomoci duplexni RT-PCR v redlném ¢ase za pouziti 18S-
rRNA jako interniho standardu. Zaneseny jsou hodnoty v§ech analyzovanych vzork( s primérem a smérodatnou

odchylkou. Carkované linie znazorfiuji oblast presnosti analyzy (+3nasobna celkova presnost 2,34 °Cy).
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Obrazek 7: Stabilita RNA v krevnich vzorcich pFi teploté 2-8 °C: IL1B. Odbér krevnich vzork( a purifikace celkové RNA po

uskladnéni pfi 2-8 °C probéhly tak, jak je popsano na obrazku 6. Relativni koncentrace transkriptC IL1B byly urceny
pomoci duplexni RT-PCR v realném ¢ase za pouZziti 18S-rRNA jako interniho standardu. Zaneseny jsou hodnoty v§ech
analyzovanych vzork( s priimérem a smérodatnou odchylkou. Carkované linie znazorfiuji oblast presnosti analyzy

(+3nasobna celkova presnost 1,93 °Cr).
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Manualni izolace RNA

Celkova RNA izolovang pomoci systéemu PAXgene Blood RNA System je Cista. Pri
pouzitimanualniho protokolu lezihodnoty Azso/ Azso mezi 1,8 a 2,2; podil genomove DNA
tvofi u>95 % v8ech vzorkl < 1,0 % (w/w), jak bylo zméfeno pomoci kvantitativni real-
time PCR ujedné sekvence genu beta aktinu. Pfinejmensim 95 % vzorkd
nevykazovalo Zadnou inhibici v RT-PCR v realném Case, kdyZ eluat tvofil az 30 %
reakéniho objemu RT-PCR.

Pfi pouziti manuélniho protokolu je primérna doba pfipravy vzorku (uréeno na zakladé
12 provedenych pfiprav vzork() pfiblizné 90 minut*, pficemz doba manipulace &ini
pouze 40 minut. U miniméalné 95 % zpracovanych vzork( byl dosazen vytézek RNA
>3 1ugz2,5mlplnélidske krve zdravych darcd. ProtoZe vytézky silné zavisi na darcich,
mohou se jednotlivé vytézky lisit. Systéem PAXgene Blood RNA System poskytuje pfi
testovani jednotlivych darcG vysoce reprodukovatelné aopakovatelné vytézky
(obrazek 8 a obrazek 9 strany 46 a 47), stejné jako reprodukovatelné a opakovatelné
vysledky RT-PCR (obrazek 10 aobrazekTistrana 51 ab2), takze vklinicko-
diagnostickych testech vykazuje vysokou robustnost.

Obrazek 8 (strana46) zobrazuje celkovou opakovatelnost areprodukovatelnost
systemu PAXgene Blood RNA System. V dalSich studiich byl zkouman jednak vliv
rlznych $arzi sady PAXgene Blood RNA Kit, jednak vliv laborant( provadgjicich testy
na reprodukovatelnost vytézku RNA a vysledkl real-time RT-PCR. ProtoZe byly pro
tyto studie pouzity sdruzené krevni vzorky, nikoli individualni vzorky odebrané do
zkumavek PAXgene Blood RNA Tubes (BRT), vysledky neodradzi opakovatelnost
systému, ktera zohledruje také rozdily pfi odbéru krve, nybrz pouze opakovatelnost
pfipravy vzorku (viz obrazek 9, strana 47).

* Celkové trvani béhu véetné pfimé manipulace se zkumavkami PAXgene Blood RNA Tubes (centrifugace, promyvani
pelet a resuspendovani pelet).
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Vytézek RNA (ug/2,5 ml krve)
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Obrazek 8: Reprodukovatelna a opakovatelna izolace RNA. CtyFnasobna stanoveni krevnich vzorkd 14 darcd byla
manuéalné provedena 3 riznymi laboranty (A, B, C). Byly pouZity tfi rizné soupravy laboratornich pfistrojd a jinych
pomocnych prostfedkd, pficemz kazdy laborant pouzival pro zpracovani vzork( vzdy jednu a tu samou soupravu pfistrojd.
[A]Zobrazeny jsou primérné hodnoty a smérodatné odchylky vytézku RNA pro kazdy replikat vzorku stejného darce
zpracovaného riznymi laboranty. [B] Dvanéact replikatl krevnich vzork( kazdého ze 14 darcU bylo zpracovano 3 riznymi
laboranty. Zobrazeny jsou primérné hodnoty a smérodatné odchylky vytézku RNA pro kazdy vzorek stejného darce
zpracovany véemi laboranty. U v8ech vzork( RNA leZzel pomér absorbanci Azso/ Az v oblasti od 1,8 do 2,2.
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Obrazek 9: Opakovatelnost a reprodukovatelnost vytézku RNA u rGiznych laborantd a riiznych $arzi sady PAXgene
Blood RNA Kit za uziti sdruzenych krevnich vzorkd. Krevni vzorky 30 rlznych darc( byly odebrany do zkumavek PAXgene
Blood RNA Tubes (Blood RNA Tube, BRT; 12 zkumavek na darce, celkové 360 zkumavek). Obsah v§ech zkumavek od
3 darcl byl sdruzen a nasledné znovu rozpipetovan na 36 vzork(. Téchto 36 vzork( na jeden soubor 3 darc( bylo
manualné zpracovano 3 rlznymi laboranty. Kazdy laborant pouzil pro izolaci RNA 3 riizné $arze sady PAXgene Blood RNA
Kit a zpracoval Gtyfi replikaty z kazdého z 10 soubord darcl. [A]Vytézek RNA a smérodatna odchylka pro kazdou
kombinaci laborant-3arze. Ctyfikrat opakované zpracovani krevnich vzork z 10 soubord darc bylo provedeno 3 réiznymi
laboranty (A, B, C) pomoci kazdé ze tfi $arzi sady (1, 2, 3). Zobrazeny jsou prdmeérné vytézky (sloupce) a smérodatné
odchylky (chybové Usecky) na jedno ¢tyfnasobné stanoveni ze stejného souboru darcd pro rdzné laboranty a $arze sady.
[B]Variac¢ni koeficient vytézku RNA na jeden soubor darcl pro véechny kombinace laborant-$arze (A, B, C; 1,2, 3) -
vypocitano z primeérnych vytézkd a smérodatnych odchylek vytézkl zobrazenych na obrazku 9A.
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Tabulka 1A: Reprodukovatelnost v ramci kazdé Sarze a kazdého uZivatele pro zvolené soubory darct
(1,6,9,10)

Soubor darci 1(5,1x 10° bunék/ml) Soubor darct 6 (6,5 x 10° bunék/ml)
Kombinacedat | o o arny vytazek CV(%) | Prameérny V(%)
(pa) vytézek (ug)
5 10

Sarze 1, uzivatel A 8,03 0,42 9,55 0,99

Sarze 1, uzivatel B 7,98 117 15 9,38 1,94 21
Sarze 1, uzivatel C 7,87 0,45 6 10,71 0,65 6
Sarze 2, uzivatel A 7,32 0,98 13 9,78 1,89 19
Sarze 2, uzivatel B 6,09 1,04 17 9,82 2,83 29
Sarze 2, uzivatel C 6,87 0,31 4 10,37 0,74 7
Sarze 3, uzivatel A 7,04 0,90 13 8,96 0,68 8
Sarze 3, uzivatel B 6,98 1.22 17 7,73 0,97 13
Sarze 3, uzivatel C 8,78 0,89 10 10,59 1,94 18

Soubor darct 9 (8,4 x 10° bunék/ml) Soubor darcti 10 (10,2 = 108 bunék/ml)

Primérny vytézek Primérny CV (%)
(pg) vytézek (ug)
Sarze 1, uzivatel A 7,62 0,41 6 7,96 0,49 6
Sarze 1, uzivatel B 8,82 172 19 8,90 0,76 9
Sarze 1, uzivatel C 10,14 1,46 14 10,22 1,29 13
Sarze 2, uzivatel A 6,92 0,27 4 7,63 1,23 16
Sarze 2, uzivatel B 7,20 0,71 10 7,00 0,56 8
Sarze 2, uzivatel C 9,14 1,62 17 11,66 1.21 10
Sarze 3, uzivatel A 8,18 0,76 9 7,85 0,82 10
Sarze 3, uzivatel B 6,41 0,88 14 8,88 217 24
Sarze 3, uzivatel C 10,78 0,56 5 10,88 0,37 3
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Tabulka 1B: Reprodukovatelnost v ramci kazdého uzivatele a mezi v§emi SarZzemi pro zvolené soubory
darct(1,6,9,10)

Soubor darcti 1(5,1x 10° bunék/ml) Soubor darcti 6 (6,5 x 10° bunék/ml)

Kombinace dat
ombINace % | pramarny vytazek CV(%) | Pramémy | SD(ug) | CV(%)
(Hg) vytézek (ug)

UzZivatel A, 7,46 0,85 n 9,43 1,22 13
vSechny Sarze
UZivatel B, 7,02 1,31 19 8,98 2,09 23
v§echny Sarze

UzZivatel C, 7.84 0,98 13 10,56 1,15 n

vSechny Sarze
Soubor darct 9(8,4 x 10° bunék/ml) Soubor darcti 10 (10,2 x 10° bunék/ml)

Primérny vytézek CV (%) Pramérny CV (%)
(pa) vytézek (ug)

UzZivatel A, 7,54 0,72 10 7,81 0,82 n
vSechny Sarze
UZivatel B, 7,48 1,50 20 8,26 1,54 19
vSechny Sarze
Uzivatel C, 10,02 1,34 13 10,89 1,10 10

vSechny Sarze

Tabulka 1C: Reprodukovatelnost v ramci kazdé $arze a mezi véemi uZivateli pro zvolené soubory darct
(1,6,9,10)

Soubor darct 1(5,1x 10° bunék/ml) Soubor darct 6 (6,5 x 10° bunék/ml)
Kombinace dat o 2 ins o
Primérny vytézek CV (%) Primérny S ) CV (%)
(ug) vytézek (ug)
Sarze 1, véichni 7,96 0,69 9 9,88 1,34 14
uzivatelé
Sarze 2, véichni 6,76 0,93 14 9,99 1.84 18
uzivatelé
Sarze 3, vsichni 7,60 1.27 17 9,09 1.7 19
uzivatelé
Soubor darcti 9(8,4 = 10° bunék/ml) Soubor darct 10 (10,2 = 108 bunék/ml)
Prdmérny vytézek CV(%) Prdmérny CV(%)
(pg) vytézek (ug)
Sarze 1, véichni 8,83 1,63 19 9,02 1,27 14
uzivatelé
Sarze 2, véichni 7,75 1,36 18 8,73 2,31 26
uzivatelé
Sarze 3, vsichni 8,46 1,99 24 9,20 1.80 20
uzivatelé

PAXgene Blood RNA Kit (prirucka) Navod k pouziti  02/2023 49



Tabulka 1D: Reprodukovatelnost mezi véemi $arzemi a véemi uZivateli pro zvolené soubory darcti (1, 6, 9, 10)

Soubor darct 1 (5 1x10° bunék/ml) Soubor darcu 6 (6,5 x 10° bunék/ml)
Kombinace dat Primérny vytézek CV (%) Pramérny CV (%)
(pg) vytézek (ug)

Sarze 1, véichni 7,44 9,66
uZivatelé
Soubor darcti 9(8,4 x 10° bunék/ml) Soubor darcti 10 (10,2 x 10° bunék/ml)
Primérny vytézek CV (%) Primérny CV (%)
(7)) vytézek (pg)
Sarze 1, véichni 8,35
uzivatelé

Detailni analyza 4 reprezentativnich soubort‘] darcd. Soubory byly vybra’ny podle po(:tu

leukocytl (4,8x10%- 1,1x107leukocytd/ml). Pocet bilych krvinek predstavuje
prdmeérnou hodnotu 3 testl poc&tu bilych krvinek od 3 darcl na jeden soubor darcd.
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Obrazek 10: Reprodukovatelnost RT-PCR - mezi uZivateli. Vzorky RNA purifikované v experimentu popsaném na obr. 9
byly pouzity pro real-time RT-PCR. Relativni koncentrace transkriptu [A]FOS a[B]IL1B byly ur¢eny pomoci duplexni real-
time RT-PCR za uziti 18S-rRNA jako interniho standardu. Zobrazeny jsou hodnoty vech vzorkd, a sice v poméru

k hodnotam pro uZivatele A (10 soubord darcl x 3 Sarze sady x 4 replikaty = 120 soubord dat pro kazdy gen) s prdmérem
(8ervena ¢ara) a smérodatnou odchylkou (8erna Usecka). Carkované &ary znazorfiuji +3nasobnou celkovou presnost
analyz(FOS: 2,34 Cr; IL1B: 1,93 Cy).
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Obrazek 11: Reprodukovatelnost RT-PCR - mezi $arzemi sady. Vzorky RNA purifikované v experimentu popsaném na
obr. 9 byly pouzity pro real-time RT-PCR. Relativni koncentrace transkriptu[A]FOS a [B]IL1B byly uréeny pomoci
duplexni real-time RT-PCR za uziti 18S-rRNA jako interniho standardu. Zobrazeny jsou hodnoty véech vzorkd, a sice

v poméru k hodnotam pro $arzi sady 1(10 soubor( darcd x 3 $arze sady x 4 replikaty = 120 soubor( dat pro kazdy gen)

s prlimérem (&ervena ¢ara)a smérodatnou odchylkou (¢erna Usecka). Carkované &ary znazoriiuji +3nasobnou celkovou
pfesnost analyz(FOS: 2,34 Cr; IL1B: 1,93 C1).
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Tabulka 2: Souhrn dat RT-PCR z obrazku 10 a obrazku 11

Analyza FOS/18S-rRNA Analaza IL1B/18S-rRNA

o Pramér Pramér

Reprodukovatelnost v ramci kazdého uzivatele a mezi vsemi Sarzemi

VSichni uzivatelé, Sarze 1-Sarze 1 0,00 0,00 0,00 0,00
VSichni uzivatelé, Sarze 1- Sarze 2 -0,03 0,48 -0,07 0,66
VSichni uzivatelé, Sarze 1-Sarze 3 -0,21 0,52 0mn 0N

Reprodukovatelnost v ramci kazdého uzivatele a mezi vsemi Sarzemi

VSechny Sarze, uzivatel A - uzivatel A 0,00 0,00 0,00 0,00
VSechny Sarze, uzivatel A - uzivatel B -0,46 0.44 -0,086 0,69
V8echny Sarze, uzivatel A - uzivatel C -0,31 0,60 -0,15 0.7

UzZivatel: Laboratorni technik, ktery provadél experimenty.

Sarze: Cislo $arze pouzité sady v této studii.

SD: Smérodatna odchylka.

Zobrazeny jsou praméry hodnot AAC: (N =120) a smérodatné odchylky dat znazornénych na obrazku 10 a obrazku 11.

Automatizovana izolace RNA

U minimalné 95 % zpracovanych vzorkd byl dosazen vytézek RNA >3 ug z 2,5 ml plné
lidské krve zdravych darcl. Obrazek 12 (strana 54) uvadi vytézky RNA z celkového
poc¢tu 216 vzorkl, které byly za uZiti automatizovaného protokolu zpracovany
3 laboranty se 3 Sarzemi sady. Protoze byly pro tyto studie pouzity sdruzené krevni
vzorky, nikoli individualni vzorky odebrané do zkumavek PAXgene Blood RNA Tubes
(BRT), vysledky neodrazi vytézky RNA ocekadvané uindividualnich vzork({
zjednotlivych odbérl krve. ProtoZe vytézky silné zavisi na darcich, mohou se
jednotlivé vytézky lisit (obrazek 12, strana 54).

Prinejmensim 95 % vzorkd nevykazovalo zadnou inhibici v RT-PCR v readlném ¢ase, kdyZz
eluat tvofil az 30 % reakcniho objemu RT-PCR. U automatizovaného protokolu nebyly
detekovany Zadné kfizove kontaminace mezi vzorky, jak prokézala kvantitativni real-time
RT-PCR usekvenci transkriptd ABL1 a FOS vRNA negativnich vzorcich (voda)
sparovanych s RNA pozitivnimi vzorky (pIna lidska krev) ve stejném béhu.
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RNA izolovana pomoci systému PAXgene Blood RNA System aautomatizovaného
protokolu je vysoce Cista, jak ukazuje nepfitomnost inhibice RT-PCR ahodnoty
Ageol Azgo mezi 1,8 a 2,2. Podil genomové DNA tvofiu > 95 % v8ech vzorkd < 1,0 % (w/w),
jak bylo zméfeno pomoci kvantitativni real-time PCR ujedné sekvence genu beta
aktinu. Obrazek 13 aobrazek 14 (strana 55) znazorfuji hodnoty Asso/Azs a relativni
genomovou DNA v8ech 216 vzorkd pfipravenych pomoci automatizovaného protokolu
3 laboranty se 3 Sarzemi sady.

Vytézek RNA(ug/2,5 ml krve), QlAcube Connect MDx
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Obrazek 12: Vytézek RNA - automatizované zpracovani pomoci pfistroje QlAcube Connect MDx. Vzorky krve od
jednotlivych darcl byly odebrany do zkumavek PAXgene Blood RNA Tubes (BRT). Obsah zkumavek byl sdruzen do

6 soubord darcl a nasledné znovu rozpipetovan. Celkem 216 zkumavek (tj. 36 v kazdém souboru) bylo zpracovano

3 rGznymilaboranty (A, B, C). Kazdy laborant pouzil pro automatizovanou izolaci pomoci pfistroje QlAcube Connect MDx 3
rtzné Sarze (1, 2, 3) sady PAXgene Blood RNA Kit a zpracoval Ctyfi replikaty z kazdeho z 6 soubor( darcl. Zobrazeny jsou
vytézky RNA vSech jednotlivych vzorkd na kazdou kombinaci laborant-$arze.
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Cistota RNA (Azs0/ Azso) QlAcube Connect MDx
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Obrazek 13: Cistota RNA (hodnoty Azso/ Azs0) - automatizované zpracovani pomoci pfistroje QlAcube Connect MDx.
RNA byla v ramci experimentu popsaném na obrazku 12 purifikovana 3 riznymi laboranty (A, B, C) za uZiti 3 rGznych Sarzi
(1,2, 3) sady PAXgene Blood RNA Kit pomoci pfistroje QlAcube Connect MDx. Zobrazeny jsou hodnoty Aseo/ Azso vSech
jednotlivych vzorkd na kazdou kombinaci laborant-$arze.

Genomova DNA (hm/hm)[ %], OlAcube Connect MDx
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Obrazek 14: Cistota RNA (% kontaminace genomovou DNA) - automatizované zpracovani pomoci pfistroje QlAcube
Connect MDx. RNA byla v ramci experimentu popsaném na obrazku 12 purifikovana 3 rdznymi laboranty (A, B, C) za uZiti
3 rGznych arzi(1, 2, 3) sady PAXgene Blood RNA Kit pomoci pfistroje OlAcube Connect MDx. Zobrazeno je mnoZstvi
genomoveé DNA (hm/hm) ve vSech jednotlivych vzorcich pro kazdou kombinaci laborant-$arze.

Automatizovany protokol izolace RNA za uziti systému PAXgene Blood RNA System
poskytuje vysoce reprodukovatelné aopakovatelné vysledky RT-PCR, takze
v klinicko-diagnostickych testech vykazuje vysokou robustnost.
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Stabilitaizolované RNA

Vzorky RNA izolované z krvi naplnénych zkumavek PAXgene Blood RNA Tubes pomoci
sady PAXgene Blood RNA Kit jsou stabilni po dobu 5 let pfi skladovani pfi teploté
-20°C a7 let pfi skladovani pfi -70 °C (koncovy bod studii).

PAXgene Blood RNA Kit (pfirucka) Navod k pouziti 02/2023 56



Dalezité poznamky

Pouzivani pfistroje QlAcube Connect MDx

Ujistéte se, Ze jste obeznameni sfungovanim pfistroje QlAcube Connect MDx.
Prostudujte si uzivatelskou pFirucku k pfistroji a veskeré dodate¢né informace, které
jsou s nim dodavany. Pfed zahajenim automatizovaného protokolu PAXgene Blood
RNA vénujte zvlastni pozornost ¢asti Informace o bezpecnosti.

Spusténi pristroje QlAcube Connect MDx

Zavfete kryt pfistroje QlAcube Connect MDx a pomoci vypinace pfistroj zapnéte
(viz obrazek 15, strana 58).

Ozve se pipnuti azobrazi se Uvodni obrazovka. Pfistroj automaticky provede
zahajovaci testy.
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Predni strana pfistroje QlAcube Connect MDx Vysunuta dotykova obrazovka

@

Pohled na pfistroj QlAcube Connect MDx zezadu Pohled na pfistroj QlAcube Connect MDx zezadu
(leva strana) (prava strana)

Obrazek 15: Vnéjsi prvky pfistroje QlAcube Connect MDx.

@ Dotykovéa obrazovka

@ Kryt

@ Odpadni zasuvka
@ Sitovy vypina¢

2 porty USB na levé strané dotykové
obrazovky; 2 porty USB za dotykovou
obrazovkou (modul Wi-Fi zasunuty do 1
portu USB)

Ethernetovy port RJ-45
Zasuvka pro napéjeci kabel

Vystup chladiciho vzduchu

GO ©
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Dotykovéa obrazovka

Pristroj QlAcube Connect MDx je fizen pomoci dotykové obrazovky. Dotykova
obrazovka uZivateli umoziuje ovladat pristroj a provede jej nastavenim pracovni
plochy. V prlbéhu zpracovani vzorku dotykova obrazovka zobrazuje stav protokolu a

zbyvajici Cas.

s
Obrazek 16: Vysunuta dotykova obrazovka pfistroje QlAcube Connect MDx.

Instalace protokoll na pfistroji QlAcube Connect MDx

Pred prvni pfipravou RNA na pfistroji QlAcube Connect MDx miZe byt nutné provést
Gvodni instalaci protokol(. Nainstalujte oba protokoly ,PAXgene Blood RNA Part A" a
.PAXgene Blood RNA Part B".

Protokoly pro pfistroj QlAcube Connect MDx jsou kdispozici na strankach
www.qiagen.com. Je zapotrebi je stahnout na USB flash disk dodany s pfistrojem.
Tyto protokoly budou do pfistroje pfeneseny prostfednictvim portu USB.

Port USB (nachéazi se na strané dotykové obrazovky, viz obrazek 15, strana 58)
umoznuje spojeni mezi pristrojem QlAcube Connect MDx a USB flash diskem
dodavanym s pfistrojem. Soubory dat, jako napfiklad soubory typu log &i report,
mohou byt také z pfistroje pfeneseny pres port USB na USB flash disk.
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@ Port USB se smi pouzivat pouze pro USB flash disk dodavany spolecnosti
QIAGEN. Do tohoto portu nepfipojujte jina zafizeni.

@ Nevyjimejte USB flash disk b&hem stahovani protokoll, pfenosu soubord dat
nebo pfi béhu protokolu.

Dal$i podrobnosti o procesu nahravani protokol( do pfistroje QlAcube Connect MDx si
prosim pfectéte v prislusné prirucce k pristroji.

Naplnéni pfistroje QlAcube Connect MDx

Abyste usetfili ¢as, mlzete pfistroj naplnit béhem jednoho nebo obou 10minutovych
centrifugac¢nich krokl (krok 3 a 5), jak uvéadi kapitola ,Protokol: Automatizovana
izolace celkové RNA z pIné lidské krve odebrané do zkumavek PAXgene Blood RNA
Tubes(BRT)" na strané 32.

Reagencni lahvicky

Pred kazdym béhem na pfistroji QlAcube Connect MDx opatrné napliite 4 reagencni
lahvicky uvedené vtabulce 3 (strana61) reagenciemi az po vyznacenou rysku pro
maximum. Pokud to neni moznég, napliite je do Grovné dané objemy pufri dodavanych
vsadé PAXgene Blood RNA Kit. Na napinéné lahvicky a vicka jasné napiste nazvy pufrd
aumistéte je do nalezitych pozic na stojanu na reagencni lahvicky. Stojan umistéte na
pracovni desku pristroje, jak je zndzornéno (obrazek 17 a obrazek 18, na stranach 61a 62).

Dodavany objem pufru BR2 nenaplni reagencnilahvicku po vyznacenou rysku.
Pufry BR3 a BR4 nemusi naplnit lahvi¢ku po vyznacenou rysku, pokud byly
pouzity ke zpracovani vétdiho po¢tu vzorkl v predchozich bézich.

Pred umisténim lahvic¢ek na pracovni desku se ujistéte, ze jste z nich odstranili

vicka.
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@ Objem pufri dodavanych se sadou PAXgene Blood RNA Kit (50) vystaci
maximalné na 7pfiprav RNA v pfistroji QlAcube Connect MDx, pficemz

v kazdém béhu budou 2 az 12 vzorkd. Obecné je tfeba se vyhnout béhim s

malym poctem vzork( na jeden béh, aby bylo mozné zpracovat celkem 50

vzork( na sadu. Vice nez 7 béh( pfipravy RNA miZe mit za nasledek

nedostatec¢ny objem pufru pro zpracovani poslednich vzork(.

Tabulka 3: Pozice na stojanu na reagenénilahvi¢ky

Pozice Reagencie

1
2
3
4
5
6

Vazebny pufr(BR2)
Ethanol (96-100 %, obj.)
Promyvaci pufr 1(BR3)
Promyvaci pufr 2 (BR4)*
-(ponechte prazdné)

-(ponechte prazdne)

* Promyvaci pufr 2 (BR4) je dodavan jako koncentrat. Pfed prvnim pouzitim pfidejte do lahvi¢ky 4nasobny objem
ethanolu (96-100 % obj., stupen Cistoty p.a.), jak je popsano na lahvi¢ce, abyste vytvofili pracovni roztok.

®

Pozice 1
Vazebny
pufr(BR2)

Pozice 3
Promyvaci
pufr 1(BR3)

Pozice 5

Prazdny

Pozice 2
96-100%
ethanol
(obj./0bj.)

Pozice 4
Promyvaci
pufr 2 (BR4)

Pozice 6

Prazdny

Obrazek 17: Vlozeni stojanu na reagenéni lahvicky. [A] Schéma pozic a obsahu lahvicek na stojanu pro reagenéni
lahvicky. [B] VloZeni stojanu do pfistroje QlAcube Connect MDx.

PAXgene Blood RNA Kit (pfiru¢ka) Navod k pouziti

02/2023 61



Obrazek 18: Nahled do vnitFniho prostoru pfistroje QlAcube Connect MDx.

Viko odstredivky Sloty mikrocentrifuga¢nich zkumavek

Centrifuga 3 drazky pro stojany na $picky

Trepacka Otvory pro likvidaci $pi¢ek a kolonek

i L . Robotické rameno (obsahuje Tkanalovy pipetor, unasec,
Stojan na reagencni lahvicky i o

ultrazvukovy a opticky senzor a UV LED)
Senzor pro kontrolu $pi¢ek a zamek

krytu

OOOOO
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Odstfedovaci kolonky (PSC, PRC), mikrocentrifugaéni
zkumavky a plastové prfedméty k pfistroji QlAcube Connect
MDx

Umistéte 2 stojany na $picky naplnéné Spickami s filtry o objemu 1000 pl do pfistroje
OlAcube Connect MDx (viz obrazek 18, strana 62). Je-li potfeba, stojany doplrite.

Pouzivejte pouze Spicky sfiltrem oobjemu 1000 pl uré¢ené pro pouziti
s pfistrojem QlAcube Connect MDx.

Popiste permanentni fixou adaptéry do rotoru a mikrocentrifugacni zkumavky pro
kazdy vzorek. Oteviete PSC urtené kpouziti a ndzkami zcela odstfihnéte vicko
(viz obrazek 19).

@ Aby mohla roboticka ruka pfistroje QlAcube Connect MDx spravné fungovat,

zcela odstrante(odstrihnéte)vicka a umélohmotné ¢asti spojujicivicko a PSC
(viz obrazek 19). Jinak nemdze roboticka ruka PSC spravné uchopit.

Vicko kolonky

Vitko kolonky odstranéno
spravné nespravné. Cast
odstranéno vicka je stale
z PSC. pfipojeno k PSC.

Obrazek 19: Vlozeni PSC. PSC je vloZena do stfedni pozice adaptéru do rotoru. Pfed vloZzenim kolonky odstfihnéte vicko
PSC.
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Vlozte PSC (bez vicka, viz obrazek 19, strana 63), PRC a popsanou mikrocentrifugacni
zkumavku do nalezitych pozic do kazdého popsaného adaptéru do rotoru, jak je
uvedeno v tabulce 4 a na obrazku 20.

Ujistéte se, ze jsou vicka odstiedovacich kolonek (PAXgene RNA spin column,
@ PRC)a mikrocentrifugacnich zkumavek stlacena az na konec drazek na okraji
adaptéru do rotoru, jinak se mohou vicka béhem centrifugace odlomit.

Tabulka 4: Plastové predméty v adaptéru do rotoru

Pozice Reagencie Pozice vicka

1 Odstfedovaci kolonka PAXgene RNA (ervena, PRC) L1

2 Odstredovaci kolonka PAXgene Shredder (fialova, PSC)(pfed viozenim do adaptéru -
rotoru odstfihnéte vicko)

3 MCT* L3
*Pouzijte mikrocentrifugacni zkumavku MCT (1,5 ml), ktera je souc¢asti sady PAXgene Blood RNA Kit.

L2

L1
L3

Obrazek 20: Pozice v adaptéru do rotoru. Adaptér do rotoru méa 3 pozice pro zkumavky (1-3) a tfi pozice pro vicka (L1-L3).
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PInéni centrifugy

Vlozte sestavené adaptéry do rotoru do jamek centrifugy pfistroje QlAcube Connect
MDx, jak je znazornéno na obrazku 21 nize.

@ PFfi zpracovani méné nez 12vzork( musi byt rotor centrifugy napinén
paprskovité (viz obrazek 22, strana 66), aby zlstal vyvazen. Pred zacatkem
béhu protokolu musi byt nasazeny vSechny jamky centrifugy, ato i v pfipadé,
Ze je zpracovavano méné nez 12 vzork(. Jediny vzorek nebo 11 vzorkl nelze

zpracovat.

vy

Obrazek 21: Vkladani centrifugy do pristroje QlAcube Connect MDx. VloZte sestavené adaptéry do rotoru do jamek
centrifugy.
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Obrazek 22: PInéni centrifugy a tfepacky. Pozice centrifugy a tfepacky jsou zobrazeny pro zpracovani dvou (2) az deseti
(10) vzorkd. Jeden (1) nebo 11 vzorkd nelze zpracovat. Pfi zpracovani 12 vzork( jsou zapInény véechny pozice centrifugy

a tfepacky (bez obrazku).
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Zkumavky na zpracovani

Vyjméte z drazek pro mikrocentrifugacni zkumavky vSechny zkumavky, které zbyly
zpfedchozich béhl (viz obrazek18, strana 62). Naplite 3 mikrocentrifugacni
zkumavky mnozstvim reagencii uvedenym v tabulce 5 podle poétu vzork( v daném
béhu.

Pro inkubacni smés z DNazy | pfeneste pipetou uvedeny objem pufru k digesci DNA
(RDD) do zkumavky na zpracovanivzorku a pfidejte uvedeny objem zasobniho roztoku
DNazy | (RNase-Free DNase, RNFD). Smés jemné promichejte ndbérem a naslednym
vypusténim pipety (opakujte trikrat za uziti pipetovaci $picky o objemu 1000 pl).

Pouzivejte 2ml zkumavky na zpracovani vzorku dodavané se sadou PAXgene

@ Blood RNA Kit. Jasné popiSte zkumavky nazvy reagencii a umistéte je do
odpovidajicich pozic vdrazkach pro mikrocentrifugaéni zkumavky, jak je
uvedeno v tabulce 6 (strana 68).

DNaza | (RNase-Free DNase, RNFD) je velmi nachylna k fyzikalni denaturaci.
@ Michejte pouze pomoci pipety apouzivejte pipetovaci Spicky s Sirokym

primeérem, abyste omezili smykové tfeni. Nevortexujte.

Ujistéte se, Ze pipetujete spravny objem uvedeny v tabulce 5 nize.
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Tabulka 5: PoZzadovany objem reagencii ve zkumavkach na zpracovani vzorku do drazek pro
mikrocentrifugaéni zkumavky

Objem reagencii pro uvedeny poé&et vzorkd (pl)

Pocet

vzorkl

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

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

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

10 472 775(97 DNazy | + 678 Buffer RDD) 1004
12 558 921(115 DNazy | + 806 Buffer RDD) n77

Tabulka 6: Sloty mikrocentrifugaénich zkumavek

Pozice
I e
Obsah Proteinase K Inkubacni smés DNazy | Eluéni pufr (BR5)
Nadobka Zkumavka na zpracovani*  Zkumavka na zpracovani* Zkumavka na

zpracovani*

*Pouzivejte 2ml zkumavky na zpracovani vzorku dodavané se sadou PAXgene Blood RNA Kit.
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Likvidace

Pro bezpec¢nou likvidaci po odbéru vzorku a manualni izolaci RNA si prectéte
Informace o bezpecnosti a opatfeni na stranach 18 a 19.

U automatizované izolace RNA pomoci pfistroje QlAcube Connect MDx se podivejte na

obrazek 21 a obrazek 22, strany 65 a 66. Jsou na nich znazornény vyhrazené sloty
pouzitych spicek a kolonek k likvidaci.
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Navod na reseni potizi

Uvedené navody mohou pomoci pfi FeSeni potizi, které mohou nastat pfi praci se
systémem. Dalsi informace mUzete najit mezi Castymi dotazy (Frequently Asked
Questions, FAQ) na strankdch naseho centra technické podpory:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Veédci ztechnické podpory spolecnosti
QIAGEN vzdy radi zodpovi vase otazky ohledné Udajl a protokoll v této pfirucce i
obecné k technologiim pro pfipravu vzorkd a jejich analyzam (moznosti navazani
kontaktu viz posledni strana nebo navstivte www.giagen.com).

Komentare a navrhy
Degradace RNA

a) Kontaminace RNazou Zajistéte, aby nebyly do reagencii béhem postupu nebo nasledné
manipulaci vneseny zadné stopy RNazy (viz pfiloha A, strana 76).

Nizky vytézek RNA

b) Odebrano méné nez 2,5 ml krve Ujistéte se, Ze bylo pfi odbéru odebrano do zkumavky PAXgene
do zkumavky PAXgene Blood Blood RNA Tube (BRT) 2,5 ml krve (viz prirucka PAXgene Blood RNA

=

RNA Tube (BRT) Tube).

c) Koncentrace RNA byla méfena Pro co nejpresnéjsi kvantifikaci musi byt RNA naredéna v 10mM Tris-
ve vodé HCI, pH 7,5* (viz pfiloha B, strana 77).

d) Do kolonek PRC byly béhem Kdyz pipetujete supernatant v kroku 7 manualniho protokolu, snazte

se neprenaset velké ¢astice (pfenos malych tlomkd pfipravu
nenarusuje).

krok( 9 a 10 manualniho
protokolu preneseny bunécné
zbytky.

e) Supernatant nebyl v kroku 3

uplné odstranén

Ujistéte se, ze byl odstranén veskery supernatant. Pokud
supernatant dekantujete, odstrarite kapky ulpélé na okraji zkumavky
PAXgene Blood RNA Tube (BRT) pomoci papirového ubrousku.
Vykonejte nalezita bezpe¢nostni opatieni, aby se zabranilo krizovym
kontaminacim.

SASISIS

Po odbéru inkubujte krev ve zkumavce PAXgene Blood RNA Tube
(BRT) nejméné 2 hodiny.

f) Po odbéru do zkumavky
PAXgene Blood RNA Tube (BRT)
se krev inkubuje méné nez 2
hodiny

=

* Pri manipulaci s chemikaliemi noste vzdy laboratorni odév, jednorazové rukavice a ochranné bryle. Dalsi informace si
vyhledejte v pfislusnych bezpecénostnich listech (BL), které obdrzite od dodavatele vyrobku.
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Komentare a navrhy

Nizka hodnota Azs0/ A2s0
g) Pri méreni Azso/ Azso byla RNA K fedéni RNA pfed méfenim Cistoty pouzivejte 10mM Tris-HCI,
nafedéna vodou pH 7,5*(viz pfiloha B, strana 77).

vynulovan jehoz pomér eluéniho pufru (BR5)a fediciho pufru 10mM Tris-HCI,
pH 7.5, odpovida méFenym vzorkim. Elu¢ni pufr (BR5) mé pfi 220 nm
vysokou absorbanci, coZz mizZe vést k vysokym hodnotam absorbance pozadi,
pokud nebyl nulovy bod spektralniho fotometru nastaven spravné.

h) Spektrofotometr nebyl spravné @ Pro vynulovani spektralniho fotometru pouzijte slepy vzorek (blank),

Porucha pfristroje

i) Pristroj QlAcube Connect MDx Prectéte si uzivatelskou prirucku k pristroji QlAcube Connect MDx. Vénujte
nefungoval spravné pozornost ¢asti o feSeni potizi. Ujistéte se, Ze je pristroj spravné udrzovan, jak
je popsano v uzivatelske prirucce.

* Wilfinger, W.W., Mackey, M., and Chomczynski, P.(1997) Effect of pH and ionic strength on the spectrophotometric
assessment of nucleic acid purity. BioTechniques 22, 474.
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Symboly

V navodu k pouZiti anebo na obalu aznaceni se mohou objevit nasledujici symboly:
Dalsi symboly jsou vysvétleny v ¢asti Obsah soupravy (strana 6).

Symbol Definice symbolu

V<N1> Verze <N1> produktu

Obsahuje dostatek reagencii pro <N2> testl

N

<N2>

Prostudujte si navod k pouziti

Pouzijte do

Zdravotnicky prostrfedek pro diagnostiku in vitro

Katalogove Cislo

LOT Cislo 8arze

MA Cislo materialu
Komponenty
Cislo

Jednotky Kunitz
Pridani

CONT Obsahuje

BEEEEEE B E

Rekonstituovano
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Deoxyribonukleaza |

Ethanol

Guanidin isothiokyanat
Sada RNase-Free DNase Set

Globalni ¢islo obchodni polozky

Teplotni omezeni

Horni teplotni limit

Vyrobce

Evropsky zplnomocnény zastupce podle nafizeni(EU)
2017/746

Ddlezita poznamka
Doplnéni ethanolu

Oznaceni CE Tento vyrobek splniuje pozadavky nafizeni
(EU)2017/746 pro diagnostické zdravotnické prostredky
invitro.

Jedinec¢ny identifikator zafizeni

Upozornéni

VAROVANI: Horky povrch
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Kontaktni udaje

Ve spolec¢nosti QIAGEN jsme hrdi na kvalitu a dostupnost nasi technické podpory.
V nasich oddélenich technické podpory pracuji zkuSeni védci srozsahlymi
praktickymi a teoretickymi zkusenostmi v oblasti molekularni biologie a vyuZivani
produktd PreAnalytiX. Pokud mate otazky ohledné sady PAXgene Blood RNA Kit,
nevahejte a kontaktujte nas.

Pro technickou podporu a vice informaci navstivte nase centrum technické podpory
na internetové adrese www.giagen.com/Support, volejte na telefonni ¢islo 00800-
22-44-6000, kontaktujte jedno ztechnickych servisnich oddéleni spole¢nosti
QIAGEN anebo nase mistni distributory (viz zadni strana obalu nebo navstivte webové
stranky www.giagen.com).
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Priloha A: Obecné pokyny pro manipulaci s RNA

Manipulace s RNA

@

Ribonukleazy (RNazy) jsou velmi stabilni a aktivni enzymy, které obecné
nevyzaduji ke své funkci pfitomnost kofaktorl. Vzhledem k tomu, ze
RNazy je tézké inaktivovat a kdegradaci RNA staci jiz velmi malé
mnozstvi, neméli byste proto pouzivat zadné laboratorni pomdcky z
umelé hmoty nebo ze skla, které nebyly predtim zbaveny kontaminaci
RNazou. Béhem izolace apo ni dbejte disledné na to, aby se
nedopatfenim do vzorku RNA nedostaly RNazy. Abyste vytvofili a udrzeli
prostfedi bez obsahu RNazy, musite pfi pfipravé a pouzivani roztoku
anadobek kjednorazovému ¢i opakovanému pouziti pfi praci s RNA
dodrzovat pfisluSna bezpecnostni opatfeni.

Obecné pokyny k manipulaci

@

Prace s RNA by méla vzdy probihat podle zasad Fadné mikrobiologické a
aseptické pracovnitechniky. Ruce a prachové ¢astice pfenaseji bakterie
a plisné a jsou tedy nejcastéjsi zdroj kontaminace RNazou. PFi
manipulaci sreagenciemi a vzorky RNA vzdy noste latexové nebo
vinylové rukavice, abyste zabranili kontaminaci RNazou z povrchu klze
nebo ze zapraSeného laboratorniho vybaveni. Jednorazové rukavice
¢asto vymenujte a uzavirejte vSechny zkumavky ihned po pouziti. Pokud
chcete purifikovanou RNA pro nasledujici aplikace rozpipetovat,
ponechte ji naledu.

Protokoly kodstranéni kontaminaci RNazou ze sklenénych materiall a roztok(l

naleznete ve v§eobecnych metodickych publikacich molekularni biologie, jako napf.
Sambrook, J. a Russell, D. W.(2001) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3. vydani,
Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor Laboratory Press.
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Priloha B: Kvantifikace a stanoveni kvality
celkové RNA

Kvantifikace RNA

Koncentrace RNA by méla byt uréena mérenim absorbance pfi 260 nm (Azo) ve
spektralnim fotometru. Aby bylo dosaZeno co nejpfesnéjsiho méreni, mél by zaznam
leZzet v linearni oblasti spektralniho fotometru. Absorbance 1jednotky pfivinové délce
260 nm odpovida koncentraci 44 pg RNA na ml(As = 1= 44 pg/ml). Tento vztah plati
jen pro méreni v 10 mM Tris-HCI, pH 7,5.* Proto by mél byt vzorek RNA v pripadé
potfeby nafedén 10 mM Tris-HCI. Jak je popsano nize (viz kapitola ,Cistota RNA” na
strané 78), pomér hodnot absorbanci pfi 260 nm a 280 nm je pfibliznym méritkem
Cistoty RNA. Ujistéte se, ze jsou kyvety pouzité pro méreni vzork( RNA prosté RNazy.
Pro vynulovani spektralniho fotometru pouZijte slepy vzorek (blank), jehoz pomér
elu¢niho pufru(BR5)a Fediciho pufru Tris-HCl odpovida méfenym vzorkdm. Eluéni pufr
(BR5) ma pfi 220 nm vysokou absorbanci, coz mizZe vést kvysokym hodnotam
absorbance pozadi, pokud nebyl nulovy bod spektralniho fotometru nastaven
spravne. Nize je uveden priklad vypoctu kvantifikace RNA.

Objem vzorku RNA = 80 pl
Redé&ni(1/15) = 10 pl vzorku RNA + 140 pl 10mM Tris-HCI, pH 7,5
Méreniabsorbance nafedéného vzorku v kyvetach prostych RNazy.
Aggo = 0,3
Koncentrace vzorku = 44 x Aggg x faktor Fedéni
= 44x0,3x15
= 198 pg/ml
Celkovy vyt