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Domeniul de utilizare

A se utiliza pentru diagnosticarea in vitro.

PAXgene Blood RNA System consta dintr-un tub de recoltare a sangelui (PAXgene
Blood RNA Tube, BRT) si un kit de purificare a acidului nucleic (PAXgene Blood RNA
Kit). Acesta este destinat recoltarii, depozitarii si transportului sdngelui si stabilizarii
ARN-ului intracelular intr-un tub inchis, precum si izolarii si purificarii ulterioare a
ARN-ului gazda din séngele integral pentru RT-PCR utilizat in testarea pentru
diagnosticare moleculara.

Caracteristicile de performanta pentru PAXgene Blood RNA System au fost stabilite
doar cu transcriptii ale genelor FOS si IL1B Utilizatorul este responsabil pentru
stabilirea caracteristicilor de performanta adecvate ale PAXgene Blood RNA System
pentru alte transcriptii tinta.

Indicatii de utilizare

PAXgene Blood RNA Kit este destinat purificarii ARN-ului intracelular din sangele
integral recoltat in PAXgene Blood RNA Tube (BRT). Cand kitul este utilizat impreuna
cu PAXgene Blood RNA Tube (BRT), sistemul furnizeaza ARN intracelular purificat din
sange integral pentru RT-PCR utilizat in testarea pentru diagnosticare moleculara.

Utilizatori potentiali

Produsul este destinat utilizérii de catre utilizatori profesionisti, de exemplu,
tehnicieni si medici care sunt instruiti in procedurile de diagnosticare in vitro.

Acest kit este destinat uzului profesional.
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Descrierea si principiul

Introducere

Recoltarea sangelui integral este primul pas in multe teste moleculare utilizate
pentrustudierea ARN-ului celular. Totusi, o problema majorain astfel de experimente
este instabilitatea profilului de ARN celular in vitro. Studiile efectuate la PreAnalytiX
au aratat ca numarul de copii ale speciilor individuale de ARNm in sangele integral se
poate modifica de peste 1000 de ori in timpul depozitarii sau transportului la
temperatura camerei (Rainen et al., 2002). Acest fenomen este cauzat atat de
degradarea rapida a ARN-ului, cat si de expresia indusa a anumitor gene dupa
recoltarea sangelui. Astfel de modificari ale profilului de expresie a ARN-ului fac
imposibile studii fiabile ale expresiei genelor. Prin urmare, o metoda care pastreaza
profilul de expresie a ARN-ului in timpul si dupa flebotomie este esentiald pentru
analiza de precizie a expresiei genelor in sdngele integral uman.

Principiu si procedura

PreAnalytiX a dezvoltat un sistem care permite recoltarea, stabilizarea, depozitarea
sitransportul esantioanelor de sange integral uman, impreuna cu un protocol rapid si
eficient pentru izolarea ARN-ului intracelular. Sistemul necesita utilizarea tuburilor
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) pentru recoltarea sangelui si stabilizarea ARN-ului,
urmata de izolarea manuala sau automata a ARN-ului folosind PAXgene Blood RNA
Kit. Atat protocoalele manuale, cét si cele automate ofera performante echivalente
substantial in ceea ce priveste calitatea si rezultatul ARN. Date privind performanta
pentru protocolul manual (incepand de la pagina 47 si protocolul automat (incepand
de la pagina 56) sunt incluse in acest manual.

PAXgene Blood RNA System permite standardizarea etapelor fluxului de lucru pre-
analitic, de la recoltarea esantioanelor de sange pana la izolarea ARN-ului celular,
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conform standardului ISO 20186-1:2019, Examinari de diagnosticare moleculara in
vitro. Specificatii pentru procesele de examinare preliminarad pentru sédnge integral
venos. Partea 1: ARN celular izolat.

Recoltarea si stabilizarea probelor

Tuburile PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) contin un reactiv brevetat de stabilizare a
ARN-ului. Acest aditiv protejeaza moleculele de ARN impotriva degradarii induse de
RNaze si reduce la minimum modificarile ex vivo ale expresiei genelor.
Caracteristicile de performanta ale PAXgene Blood RNA System au fost stabilite cu
transcriptii ale genelor FOS si IL1B, care pot fi vizualizate incepand de la pagina 42.

Izolarea ARN-ului

PAXgene Blood RNA Kit este destinat izolarii ARN-ului total din 2,5 ml de séange
integral uman recoltat intr-un tub PAXgene Blood RNA Tube (BRT). Procedura este
simpla si poate fi efectuata folosind proceduri manuale sau automate (consultati
Figura 1 sau Figura 3, pagina 10 sau, respectiv, 12). in ambele protocoale, izolarea
incepe cu o etapa de centrifugare pentru a transforma acizii nucleici in peleti in
PAXgene Blood RNA Tube (BRT). Peletul este spalat si resuspendat, operatiuni
urmate de izolarea manuala sau automata a ARN-ului. in principiu, ambele protocoale
urmeaza aceleasi etape de protocol cu aceleasi componente ale kitului.
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Izolarea manuala de ARN-ului

in detaliu, peletul resuspendat este incubat in solutii tampon optimizate impreuna cu
proteinaza K (PK) pentru a realiza digestia proteinelor. Este efectuata o centrifugare
suplimentara prin coloana rotativd PAXgene Shredder (PSC) pentru a omogeniza
lizatul celular si aindeparta reziduurile celulare, iar lichidul supernatant al fractiei de
curgere este transferat intr-o eprubetd pentru microcentrifuga (microcentrifuge
tube, MCT) noud. Se adauga etanol pentru a ajusta conditiile de legare, iar lizatul este
aplicat pe o coloana rotativa pentru ARN PAXgene (PRC). in timpul unei scurte
centrifugari, ARN-ul se leaga selectivde membrana de silice PAXgene pe masura ce
contaminantii trec prin aceasta. Contaminantii ramasi sunt eliminati prin mai multe
etape eficiente de spalare. intre prima si a doua etapa de spalare, membrana este
tratata cu DNaz& | (RNFD) pentru a elimina urmele de ADN legat. Dupa etapele de
spalare, ARN-ul este eluat in solutie tampon de elutie (BR5) si denaturat termic.
Caracteristicile de performanta ale izolarii manuale a ARN-ului folosind PAXgene
Blood RNA System pot fi vizualizate la pagina 47.
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Figura 1: Procedura manuala PAXgene Blood RNA.
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Izolarea automata a ARN-ului

Izolarea ARN-ului din sange este automatizata pe QIAGEN QlAcube Connect MDx.
Instrumentul inovator utilizeaza tehnologie avansata pentru a procesa coloanele
rotative QIAGEN, permitand integrarea perfecta a pregatirii automate a probelor cu
randament redus in fluxul de lucru al laboratorului. Prepararea probelor folosind
OlAcube Connect MDx urmeaza aceleasi etape ca si procedura manuala (adica liza,
legare, spalare si elutie) si poate fi efectuata folosind acelasi produs PAXgene Blood
RNA Kit.

Scana ki bar code QlAcube Connect MDx

o

&

Figura 2: QlAcube Connect MDx.

(i) OIAGEN QlAcube Connect MDx nu este disponibil in toate tarile. Pentru detalii
—" suplimentare, contactati Serviciile tehnice QIAGEN.
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Protocolul de izolare automata a ARN-ului constad in 2 parti (sau protocoale),
.PAXgene Blood RNA Partea A" (din sangele din PAXgene Blood RNA Tube pentru
elutie) si ,PAXgene Blood RNA Partea B"(dupa elutie pana la ARN gata de utilizare), cu
o0 scurta interventie manualaintre cele 2 parti(consultati Figura 3).
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Transferatiin

Omogeni coloana rotativa
zati PAXgene Shredder Efectuati digerarea ADN-
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Spalati peletul Spalati

Adaugati etanolin
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rotativa pentru ARN
PAXgene (PRC)
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E
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Transferatiin pentru microcentrifuga (MCT)

|—G:%<—=%4=E€}C/i%‘—

tubul de si transferatiin agitatorul
procesare (PT)si OlAcube
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Z?Aftﬁéu' Spalati incalzitila 65 °C
u t

ARN gata de utilizare

Figura 3: Procedura automata PAXgene Blood RNA.
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Peletul de acid nucleic centrifugat, spalat si resuspendat (consultati ,Izolarea ARN-
ului’, pagina 8) este transferat din PAXgene Blood RNA Tube (BRT) in tuburile de
procesare (processing tube, PT), care sunt plasate in agitatorul termostatat de pe
masa de lucru QlAcube Connect MDx. Operatorul selecteaza si porneste protocolul
.PAXgene Blood RNA Partea A" din meniu. QlAcube Connect MDx efectueaza etapele
protocolului pana la elutia ARN-ului in solutia tampon de elutie (BR5). Operatorul
transfera MCT-urile care contin ARN-ul purificat in agitatatorul termostatat al
QlAcube Connect MDx. Operatorul selecteaza si porneste protocolul ,PAXgene Blood
RNA Partea B” din meniu, iar denaturarea termica este efectuata de QlAcube Connect
MDx. Caracteristicile de performanta ale izolarii automate a ARN-ului folosind
PAXgene Blood RNA System pe QlAcube Connect MDx pot fi vizualizate la pagina 56.
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Materiale furnizate

Continutul kitului

PAXgene Blood RNA Kit

Nr. de catalog

Numarul de dispozitive de recoltare

Denumire
com enta
BR1

BR2
BR3
BR4

BR5
RNFW
PK

PRC

PT

Hemogard™

MCT

RNFD

RDD

DRB

PSC

Handbook

Descriere

Resuspension Buffer (Solutie tampon de
resuspendare)

Binding Buffer (Solutie tampon de legare)*
Wash Buffer 1(Solutie tampon de spélare 1)*
Wash Buffer 2 (Solutie tampon de spélare 2)

(concentrat)!
Elution Buffer (Solutie tampon de elutie)

RNase-Free Water (Apa fara RNaza)(flacon)
Proteinase K (Proteinaza K)(capac verde)

PAXgene RNA Spin Columns (Coloane
rotative pentru ARN PAXgene)(rosii)t
Processing Tubes (Tuburi de procesare)(2
mlf

Secondary BD Hemogard Closures (Capace
secundare BD Hemogard)

Microcentrifuge Tubes (Eprubete pentru
microcentrifuga)(1,5 ml)}

DNase |, RNase-free (DNaza |, fara RNaza)
(liofilizata)

DNA Digestion Buffer (Solutie de digerare a
ADN-ului)(capac alb)

DNase Resuspension Buffer (Solutie tampon
de resuspendare DNaza)(tub, capac lila)
PAXgene Shredder Spin Columns (Coloane
rotative PAXgene Shredder)(lila)t

PAXgene Blood RNA Kit Handbook
(Manualul PAXgene Blood RNA Kit)
(versiunea 3)

[PAXgene [SHRED]|COL|

[Ti]

(50)
762174

Cantitate

20 ml

18 ml
45 ml
ml

6 ml
2x125ml
2x 1,4 ml

5x10
6x50
50
3x50,1x10
1500 unitati Kunitz"

2x2ml

* Nu este compatibil cu reactivii dezinfectanti care contin solutii de albire. Contine o sare de guanidina. Consultati
pagina 18 pentru Informatii de siguranta.

t Solutia tampon de spalare 2 (BR4) este furnizata sub forma de concentrat. inainte de prima utilizare, adaugati 4
volume de etanol(96-100 % v/v, grad de puritate p.a.) asa cum este indicat pe flacon pentru a obtine o solutie de

lucru.

t Fiecare coloana este ambalata intr-un blister de unica folosinta. Va rugam sa consultati informatiile de siguranta
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pentru instructiunile de eliminare.
§ Tuburile sunt disponibile in pungi de plastic, iar fiecare tub este de unica folosinta. Va rugdm sa consultati informatiile
de siguranta pentru instructiunile de eliminare.
Unitatile Kunitz sunt unitatile utilizate in mod obisnuit pentru masurarea DNazei |, definite drept cantitatea de DNaza |
care provoacd o crestere a Azo de 0,001 pe minut pe mililitru la 25 °C, pH 5,0, cu ADN puternic polimerizat ca substrat
(Kunitz, M. (1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 and 363).

-

Componentele kitului

Denumire Descriere Ingredient activ Concentratie
componenta

BR1 Resuspension Buffer (Solutie Niciunul
tampon de resuspendare)

BR2 Binding Buffer (Solutie tampon de Tiocianat de guanidina 230 pana la <50 % procent
legare) de masa
BR3 Wash Buffer 1(Solutie tampon de Tiocianat de guanidina >10 pana la <20 % procent
spélare 1) Etanol de masa
>3 panala<10 % procent
de masa
BR4 Wash Buffer 2 (Solutie tampon de Niciunul S
spélare 2)(concentrat)
BR5 Elution Buffer (Solutie tampon de Niciunul =
elutie)
RNFW RNase-Free Water (Apa fara RNaza) Niciunul -
(flacon)
PK Proteinase K (Proteinazd K)(capac  Proteinaza K >1panala<3 % procent de
verde) masa
RNFD DNase |, RNase-free (DNaza |, fara DNaza >90 panala<100 %
RNaza)(liofilizata) procent de masa
RDD DNA Digestion Buffer (Solutie de Niciunul =

digerare a ADN-ului)(capac alb)

DRB DNase Resuspension Buffer Niciunul =
(Solutie tampon de
resuspendare DNaza)(tub,
capac lila)
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Materiale necesare, dar nefurnizate

Atunci cand lucrati cu substante chimice, utilizati intotdeauna un halat de laborator,
manusi de unica folosinta si ochelari de protectie adecvati. Pentru informatii
suplimentare, consultati fisele cu date de securitate (Safety Data Sheets, SDS)
corespunzatoare, disponibile de la furnizorul produsului.

Pentru toate protocoalele

e PAXgene Blood RNA Tubes (BRT, PreAnalytiX; nr. cat. 762165)
e FEtanol(96-100 % v/v, grad de puritate p.a.)

e Pipete*(10 pl-4 ml)

e Varfuri de pipeta fara RNaza, sterile, cu bariera de aerosolit

e Cilindru gradat?

e Centrifuga* capabild s& atingd 3000-5000 x g si echipata cu un rotor cu cupa
basculanta pentru a sustine tuburile PAXgene Blood RNA Tubes (BRT)

e Agitator vortex*
e Gheata zdrobita

e Marker permanent pentru etichetare

Pentru protocolul manual

e Microcentrifuga* cu viteza variabila, capabild sa atinga un interval de cel putin
1000-8000 x g, desi sunt aplicabile forte g mai mici si mai mari(consultati etapele
protocolului pentru detalii) si echipata cu un rotor pentru MCT-uri de 2 ml

" Asigurati-va ca dispozitivele si instrumentele au fost verificate, intretinute si calibrate cu regularitate, conform cu
recomandarile producatorului.

t Asigurati-va ca sunteti familiarizat cu instructiunile privind manipularea ARN-ului (Anexa A, pagina 75).
t Pentru adaugarea etanolului in solutia tampon BR4 concentrata.
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e Agitator-incubator* capabil s& incubeze la 55 °C si 65 °C si s& agite la >400 rpm,
farad a depéasi 1400 rpm (de exemplu, Eppendorf® Thermomixer Compact sau
echivalent)

Pentru protocolul automat

e Foarfece
e QlAcube Connect MDx*(QIAGEN, nr. cat. 9003070)

Consumabile QlAcube Connect MDx:

e Filter-Tips, 1000 pL (1024)(QIAGEN, nr. cat. 990352)f
e Reagent Bottles, 30 mL(6)(QIAGEN, nr. cat. 990393)
e Rotor Adapters (10 x 24)(QIAGEN, nr. cat. 990394)

Accesorii QlAcube Connect MDx:

e Rotor Adapter Holder (QIAGEN, nr. cat. 990392)

Pachete de servicii QlAcube Connect MDx:

e QlAcube Connect MDx System FUL-2 (QIAGEN, nr. cat. 9003071)
e QlAcube Connect MDx System FUL-3 (QIAGEN, nr. cat. 9003072)
e QlAcube Connect MDx System PRV-1(QIAGEN, nr. cat. 9003073)
e QlAcube Connect MDx Device PRV-1(QIAGEN, nr. cat. 9003074)
e QlAcube Connect MDx System PRM-1(QIAGEN, nr. cat. 9003075)

" Asigurati-va ca dispozitivul si instrumentul au fost verificate, intretinute si calibrate cu regularitate, conform cu
recomandarile producatorului.

t De asemenea, inclus in Starter Pack, OlAcube (QIAGEN, nr. cat. 990395).
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Avertismente si precautii

Pentru clientii din Uniunea Europeana, va rugam sa retineti ca aveti obligatia de a
raporta orice incident grav survenit in legatura cu dispozitivul catre producator si
autoritatea competenta a statului membruin care isi are sediul/domiciliul utilizatorul
si/sau pacientul.

Pentru clientii din afara Uniunii Europene, va rugam sa retineti ca este posibil sa aveti
obligatia de a consulta reglementarile locale privind raportarea incidentelor grave
surveniteinlegatura cu dispozitivul catre producator si/sau reprezentanta autorizata
a acestuia si autoritatea de reglementare in care isi are sediul/domiciliul utilizatorul
si/sau pacientul.

Informatii de siguranta

Atuncicand lucrati cu substante chimice si materiale periculoase din punct de vedere
biologic, utilizati intotdeauna un halat de laborator, manusi de unica folosinta si
ochelari de protectie adecvate. Pentru informatii suplimentare, vd rugam sa
consultati fisele cu date de securitate (Safety Data Sheet, SDS) corespunzatoare.
Acestea sunt disponibile online intr-un format PDF usor de utilizat si compact, la
adresa www.giagen.com/safety, unde puteti gasi, vizualiza si tipari fisa cu date de
securitate a fiecarei truse si componente a trusei QIAGEN.

e Toate substantele chimice si materialele biologice sunt potential periculoase.
Specimenele si probele de sange sunt potential infectioase si trebuie tratate ca
materiale periculoase din punct de vedere biologic.

e Aruncati deseurile periculoase din punct de vedere biologic si deseurile de kituri
in conformitate cu procedurile locale de siguranta.

Instructiuni de utilizare (manual) PAXgene Blood RNA Kit 02/2023 18


https://www.qiagen.com/gb/support/qa-qc-safety-data/safety-data-sheets/

Informatii pentru situatii de urgenta

CHEMTREC
in afara SUA si a Canadei +1703-527-3887

Precautii

Cand lucrati cu sange, luati masuri de precautei universale pentru a evita riscul de
expunere potentiald la agenti patogeni transmisi prin sange (de exemplu, HIV,
hepatita B si alte virusuri transmise prin sdnge). Purtati manusi, halate, echipament
de protectie a ochilor, alte echipamente individuale de protectie si efectuati
controale tehnice pentru a va proteja de expunerea la sange. Pentru informatii
suplimentare, va rugam sa consultati fisele cu date de securitate (Safety Data Sheet,
SDS) corespunzatoare. Acestea sunt disponibile online intr-un format PDF usor de
utilizat si compact, la adresa www.preanalytix.com unde puteti gasi, vizualiza si
tipari fisele cu date de securitate pentru acest kit.

ATENTIE
NU adaugati solutii de albire sau solutii acide direct in deseurile

rezultate din prepararea probelor.

Solutia tampon de legare (BR2) si solutia tampon de spélare 1(BR3) contin tiocianat
de guanidina, care, in combinatie cu solutiile de albire, poate forma compusi cu
reactivitate ridicata. Dacd solutia tampon de legare (BR2) sau solutia tampon de
spalare 1(BR3) se vars3, curatati cu un detergent adecvat pentru laborator si cu apa.
Daca se varsa lichid care contine agenti potential infectiosi, curatati mai intai zona
afectata cu detergent pentru laborator si cu apa, iar apoi cu hipoclorit de sodiu
(nalbitor) 1% (v/v).
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Solutia de stabilizare a ARN-ului si amestecul de sange din PAXgene Blood RNA Tube
(BRT) pot fi dezinfectate folosind 1 volum de solutie comerciala de albire (5 %
hipoclorit de sodiu) la 9 volume de solutie de stabilizare a ARN-ului si amestec de
sange.

Deseurile rezultate in urma prepararii probelor, cum ar fi lichidele supernatante din
etapele de centrifugare din procedura de izolare a ARN-ului, trebuie considerate
potential infectioase. Folositi containere pentru deseuri biologice periculoase
pentru a elimina materialele biologice. Eliminarea trebuie efectuata in conformitate
cu reglementarile si procedurile locale ale unitatii dumneavoastra.

Anumite componente ale PAXgene Blood RNA Kit sunt de unica folosinta. Consultati
Continutul kitului la pagina 14 pentru informatii despre componentele individuale.

Urmatoarele fraze de pericol si de precautie se aplica pentru componentele PAXgene
Blood RNA Kit. Consultati Manualul PAXgene Blood RNA Tube pentru informatii de
siguranta referitoare la tuburile PAXgene Blood RNA Tubes (BRT).

Solutie tampon BR2

Contine: tiocianat de quanidind. Pericol! Nociv in caz de
inghitire. Poate fi nociv in contact cu pielea sau prin inhalare.
Provoaca leziuni oculare grave. Nociv pentru mediul acvatic
cu efecte pe termen lung. In contact cu acizi, degaja un gaz
foarte toxic. A se evita aruncarea in mediul inconjurator.
Purtati manusi de protectie/imbracaminte de
protectie/ochelari de protectie/masca de protectie. iN cAZ
DE CONTACT CU OCHII: Clatiti cu atentie cu apa, timp de mai
multe minute. Scoateti lentilele de contact, daca este cazul si
daca acest lucru se poate face cu usurinta. Continuati sa
clatiti. IN CAZ DE expunere sau de posibild expunere: Sunati
imediat la un CENTRU DE INFORMARE TOXICOLOGICA sau la
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Solutie tampon BR3

DNazal

un medic. Eliminati continutul/recipientul la o unitate
autorizata de eliminare a deseurilor.

Contine: etanol; tiocianat de gquanidina. Pericol! Lichid si
vapori inflamabili. Provoacé leziuni oculare grave. in contact
cu acizi, degaja un gaz foarte toxic. A se pastra departe de
surse de caldura/scantei/flacari deschise/suprafete incinse.
Fumatul interzis. Purtati manusi de protectie/imbracaminte
de protectie/ochelari de protectie/masca de protectie. IN
CAZ DE CONTACT CU OCHII: Clatiti cu atentie cu apa, timp de
mai multe minute. Scoateti lentilele de contact, daca este
cazul si daca acest lucru se poate face cu usurinta. Continuati
sa clatiti. Sunati imediat la un CENTRU DE INFORMARE
TOXICOLOGICA sau la un medic.

Contine: DNaza. Pericol! Poate provoca o reactie alergica a
pielii. Poate provoca simptome de alergie sau astm sau
dificultati de respiratie in caz de inhalare. Evitati sa inspirati
praful. Purtati manusi de protectie/imbracaminte de
protectie/ochelari de protectie/mascéa de protectie. Purtati
echipament de protectie respiratorie. IN CAZ DE expunere
sau de posibila expunere: Sunati la un CENTRU DE
INFORMARE TOXICOLOGICA sau la un medic. Scoateti
persoana la aer curat si mentineti o pozitie confortabila
pentru respirat. Spalati imbracamintea contaminata inainte
de reutilizare.
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Depozitarea si manipularea reactivilor

Coloanele rotative PAXgene RNA (PRC), coloanele rotative PAXgene Shredder (PSC),
proteinaza K (PK) si solutiile tampon (BR1, BR2, BR3, BR4 si BR5) trebuie depozitate in
loc uscat, latemperaturaindicata pe eticheta kitului.

Setul de DNaza fara RNaza, care contine DNaza | (RNFD), solutie tampon de digerare
a ADN-ului (RDD) si solutie tampon de resuspendare a DNazei (DRB), este livrat la
temperatura ambianta. Depozitati toate componentele setului de DNaza fara RNaza
imediat dupa primire, la temperatura indicata pe eticheta. Daca este pastrat in
conditii corespunzatoare, kitul este stabil pana la data de expirare tiparita pe cutia
kitului.

Trebuie acordata atentie datelor de expirare si conditiilor de depozitare tiparite pe
cutiile si etichetele tuturor componentelor. Nu utilizati componente expirate sau
depozitate in mod incorect.

Stabilitatea in utilizare

Dupa prima utilizare a kitului, reactivii sunt stabili in flacoanele originale la
temperaturile indicate si pana la data de expirare indicata pe eticheta cutiei kitului.

Reactiviiintrodusiin flacoanele de reactivi ale QlAcube Connect MDx sunt stabili timp
de 3 luni de depozitare la temperatura camerei(15-25 °C).

DNaza | reconstituita (RNFD) este stabilé la 2-8 °C timp de 6 s&ptamani in flaconul de
sticla original (solutie standard).

Partile alicote de unica folosinta din solutia standard din MCT-urile de 1,5 ml (livrate
impreund cu kitul) sunt stabile timp de 9 luni de depozitare la -20 °C. Dupa
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decongelare, partile alicote de unica folosinta sunt stabile timp de 6 saptamani de
depozitare la 2-8 °C.
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Recoltarea, depozitarea si manipularea
esantioanelor

PAXgene Blood RNA Kit este destinat utilizarii cu sdngele recoltatin tuburile PAXgene
Blood RNA Tubes. Sangele trebuie recoltat in tuburi PAXgene Blood RNA Tubes (BRT)
conform instructiunilor din Manualul PAXgene Blood RNA Tube. Daca este necesar,
consultati Anexa C (pagina 83) pentru recomandari privind manipularea tuburilor
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT). Toate probele trebuie tratate ca potential
infectioase. Caracteristicile de performanta ale PAXgene Blood RNA System au fost
stabilite cu transcriptii ale genelor FOS si IL1B, care pot fi vizualizate la paginile
40-43.

Instructiuni de utilizare (manual) PAXgene Blood RNA Kit 02/2023 24



Protocol: I1zolarea manuala a ARN-ului total
din sédngele integral uman recoltat in tuburi
PAXgene Blood RNA Tubes

Informatii importante inainte de aincepe

Asigurati-va ca cutia kitului este intacta si nedeteriorata si ca solutiile tampon nu
s-au varsat. Nu utilizati un kit care a fost deteriorat.

Cand utilizati o pipeta, asigurati-va ca aceasta are volumul corect si ca lichidul
este aspirat si dozat cu grija si complet.

Pentru a evita transferul probelor in tubul sau coloana rotativa gresita, asigurati-
va ca toate tuburile si coloanele rotative sunt etichetate corespunzator folosind
un marker permanent. Etichetati capacul si corpul fiecarui tub (PT, MCT). Pentru
coloanele rotative, etichetati corpul PT-ului. Inchideti fiecare tub sau coloan
rotativa dupa ce lichidul este transferat in aceasta.

Scurgerile de probe si solutii tampon in timpul procedurii pot reduce rezultatul si
puritatea ARN-ului.

Daca nu se specifica altfel, toate etapele acestui protocol, inclusiv etapele de
centrifugare, trebuie efectuate la temperatura camerei(15-25 °C).

Din cauza sensibilitatii tehnologiilor de amplificare a acizilor nucleici, sunt necesare

urmatoarele precautii la manipularea probelor pentru a evita contaminarea

incrucisata:

Pipetati cu grija probain coloana rotativa (PSC, PRC)fara a uda marginea coloanei.

Inlocuiti intotdeauna varfurile pipetelor intre transferurile de lichide. Folositi
varfuri de pipete cu bariera de aerosoli.

Evitati atingerea membranei coloanei rotative (PSC, PRC) cu varful pipetei.

Dupa vortexarea sau incalzirea unui MCT, centrifugati-l scurt pentru a indeparta
picaturile din interiorul capacului.

Instructiuni de utilizare (manual) PAXgene Blood RNA Kit 02/2023 25



Purtati manusi pe tot parcursul procedurii. in caz de contact intre manusi si proba,
schimbati imediat manusile.

Inchideti coloana rotativa (PSC, PRC)inainte de a o introduce in microcentrifuga.
Centrifugati conform descrierii din procedura.

Deschideti doar cate o singura coloané rotativa (PSC, PRC) pe rand si aveti grija sa
evitati generarea de aerosoli.

Pentru procesarea paralela eficienta a mai multor probe, umpleti un suport cu PT-
uri in care pot fi transferate coloanele rotative (PSC, PRC) dupa centrifugare.
Aruncati PT-urile utilizate care contin fractia de curgere si introduceti coloanele
rotative (PSC, PRC)in PT-uri noiinainte de ale transferainapoi in microcentrifuga.

Operatiuni care trebuie executate inainte de incepere

Sangele trebuie recoltat in tuburi PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) conform
instructiunilor din Manualul PAXgene Blood RNA Tube. Daca este necesar,
consultati Anexa C (pagina 83) pentru recomandari privind manipularea tuburilor
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT).

Asigurati-va céa tuburile PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) sunt incubate timp de
cel putin 2 ore la temperatura camerei dupa recoltarea sangelui pentru a asigura
liza completa a celulelor sanguine si precipitarea ARN-ului. Incubarea PAXgene
Blood RNA Tube (BRT) peste noapte poate creste rezultatele. Daca incubarea
initiald a sdngeluila temperatura camerei timp de 2 ore nu a fost efectuatainainte
de depozitare la 2-8 °C, -20 °C sau -70 °C, atunci echilibrati mai intai PAXgene
Blood RNA Tube (BRT) la temperatura camerei si apoi incubati la aceasta
temperatura timp de 2 ore inainte de aincepe procedura.

Cititi informatiile de siguranta de la pagina 18.
Cititi instructiunile privind manipularea ARN-ului (Anexa A, pagina 79).

Asigurati-va ca instrumentele, cum ar fi pipetele si agitatorul-incubator, au fost
verificate si calibrate cu reqgularitate, conform cu recomandarile producatorului.
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e Un agitator-incubator este necesar in etapele 5 si 20. Setati temperatura
agitatorului-incubator la 55 °C.

e Solutiatampon de legare (BR2) poate forma un precipitat la depozitare. Daca este
necesar, incalziti-o la 37 °C pentru a se dizolva.

e Solutiatampon de spalare 2 (BR4) este furnizat sub forma de concentrat. inainte
de prima utilizare, addugati 4 volume de etanol (96-100 % v/v, grad de puritate
p.a.)asa cum este indicat pe flacon pentru a obtine o solutie de lucru.

e Daca utilizati setul de DNaza fara RNaza pentru prima data, preparati solutia
standard de DNaza |. Dizolvati DNaza | solida (RNFD; 1500 unitati Kunitz)*in 550 pl
de solutie tampon de resuspendare a DNazei(DRB)livratd impreuna cu setul. Aveti
grija s& nu se piarda DNaza | (RNFD) la deschiderea flaconului. Nu vortexati DNaza
| reconstituita (RNFD). DNaza | este deosebit de sensibila la denaturarea fizica.
Omogenizarea trebuie efectuata numai prin rasturnarea usoara a flaconului.

e DNaza | reconstituita (RNFD) poate fi depozitatd la 2-8 °C in flaconul de sticla
original (solutie standard) sau la -20 °C dup& scoaterea solutiei standard din
flaconul de sticla siimpértirea acesteia in parti alicote de unicéa folosinta (utilizati
MCT-ul de 1,5 ml livrat impreuna cu kitul; suficient pentru 5 parti alicote). Partile
alicote decongelate pot fi depozitate la 2-8 °C. Nu recongelati partile alicote dupa
decongelare.

e | areconstituirea si separarea in parti alicote a DNazei | (RNFD), asigurati-va ca
urmati instructiunile privind manipularea ARN-ului (Anexa A, pagina 79).

Procedura

1. Centrifugati PAXgene Blood RNA Tube (BRT) timp de 10 minute la 3000-5000 x g
folosind un rotor cu cupa basculanta.

" Unitatile Kunitz sunt unitatile utilizate in mod obisnuit pentru masurarea DNazei |, definite drept cantitatea de DNaza |
care provoacd o crestere a Azode 0,001 pe minut pe mililitru la 25 °C, pH 5,0, cu ADN puternic polimerizat ca substrat
(Kunitz, M. (1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 and 363).
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@ Asigurati-va ca proba de sange a fost incubata in PAXgene Blood RNA
Tube (BRT) timp de minimum 2 ore la temperatura camerei (15-25 °C)
pentru a realiza liza completa a celulelor sanguine si precipitarea ARN-

ului.

@ Rotorul trebuie sa contina adaptoare de tuburi pentru tuburi cu fund
rotund. Daca se utilizeaza alte tipuri de adaptoare sw tuburi, tuburile se
pot sparge in timpul centrifugarii.
2. Indepértatilichidul supernatant prin decantare sau pipetare. Adaugati 4 ml de ap3
fara RNaza (RNFW) in pelet si inchideti tubul folosind un cap secundar BD
Hemogard nou (livrat impreuna cu kitul).

Dacalichidul supernatant este decantat, aveti grija sa nu deranjati peletul si uscati
marginea tubului cu un prosop de hartie curat.

3. Vortexati pana cand peletul este vizibil dizolvat si centrifugati timp de 10 minute
la 3000-5000 x g folosind un rotor cu cupa basculanta. indepartati si aruncati
intrequl lichid supernatant.

Micile reziduuri ramase in lichidul supernatant dupa vortexare, dar inainte de
centrifugare, nu vor afecta procedura.

@ Indepé&rtareaincompleta a lichidului supernatant va inhiba liza si va dilua
lizatul si, prin urmare, va afecta conditiile de legare a ARN-ului la

membrana PAXgene.

4. Ad&ugati 350 pl de solutie tampon de resuspendare (BR1) si vortexati pana cand
peletul este vizibil dizolvat.

5. Pipetati probaintr-un MCT de 1,5 ml. Adaugati 300 pl de solutie tampon de legare
(BR2)si 40 pl de proteinaza K (PK). Amestecati prin vortexare timp de 5 secunde si
incubati timp de 10 minute la 55 °C folosind un agitator-incubator la 400-1400
rpm. Dupa incubare, setati temperatura agitatorului-incubator la 65 °C (pentru
etapa 20).

@ Nu amestecati solutia tampon de legare (BR2) cu proteinaza K (PK)
inainte de a le adauga in proba.
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6.

10.

1.

12.

Pipetati lizatul direct intr-un PSC (lila) introdus intr-un PT de 2 ml si centrifugati
timp de 3 minute la viteza maxima (dar fara a depasi 20.000 x g).

@ Pipetati cu grija lizatul in coloana rotativa (PSC) si verificati vizual daca
lizatul este transferat complet in coloana rotativa (PSC).

Pentru a preveni deteriorarea coloanelor (PSC) si a tuburilor (PT), nu depasiti
20.000xg.

@ Unele probe pot curge prin PSC fara centrifugare. Acest lucru se
intdmpla din cauza viscozitatii scazute a unor probe si nu ar trebui
considerat un indiciu al unei defectiuni a produsului.
Transferati cu grija intrequl lichid supernatant al fractiei de curgere intr-un MCT
de 1,5 ml nou, fara a deranja peletul din PT.

Adaugati 350 pl etanol (96-100 % v/v, grad de puritate p.a.). Amestecati prin
vortexare si centrifugati pentru scurt timp (1-2 s la 500-1000 x g) pentru a
indeparta picaturile din interiorul capacului tubului.

@ Durata centrifugarii nu trebuie sa depaseasca 1-2 secunde, deoarece
acest lucru poate duce la peletizarea acizilor nucleici si la reducerea

rezultatelor de ARN total.

Pipetati 700 pl de proba in PRC (rosu) introdus intr-un PT de 2 ml si centrifugati

timp de 1 minut la 8000-20.000 x g. Introduceti coloana rotativa (PRC)intr-un nou

PT de 2 ml si aruncati vechiul PT care contine fractia de curgere.

Pipetati proba ramasa in PRC si centrifugati timp de 1 minut la 8000-20.000 x g.

Introduceti coloana rotativa (PRC) intr-un nou PT de 2 ml si aruncati vechiul PT

care contine fractia de curgere.

® Pipetati cu grija proba in coloana rotativa (PRC) si verificati vizual daca
proba este transferata complet in coloana rotativa (PRC).

Pipetati 350 pl de solutie tampon de spalare 1(BR3)in PRC. Centrifugati timp de 1

minut la 8000-20.000 x g. Introduceti coloana rotativa (PRC) intr-un nou PT de 2

ml si aruncati vechiul PT care contine fractia de curgere.

Ad&ugati 10 yl de solutie standard de DNaza | (RNFD)la 70 pl de solutie tampon de
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13.

14.

15.

16.

17.

digerare a ADN-ului (RDD) intr-un MCT de 1,5 ml. Amestecati prin rasturnarea
usoara a tubului si centrifugati pentru scurt timp pentru a colecta lichidul rezidual
de pe partile laterale ale tubului.

Daca procesati, de exemplu, 10 probe, adaugati 100 pl de solutie standard de
DNaza | (RNFD) la 700 pl de solutie tampon de digerare a ADN-ului (RDD). Utilizati
MCT-urile de 1,56 ml livrate impreuna cu kitul.

@ DNaza | este deosebit de sensibila la denaturarea fizica. Omogenizarea
trebuie efectuata numai prin rasturnarea usoara a tubului. Nu agitati in
agitatorul vortex.
Pipetati amestecul de incubare de DNaza | (RNFD)(80 pl) direct pe membrana PRC
si asezati-l pe banc(20-30 °C) timp de 15 minute.

@ Asigurati-va ca amestecul de incubare de DNaza | (RNFD) este plasat
direct pe membrana. Digerarea DNazei va fi incompleta daca o parte din
amestec este aplicata si ramane pe peretii sau pe garnitura inelara a
coloanei rotative (PRC).
Pipetati 350 pl de solutie tampon de spalare 1(BR3)in PRC si centrifugati timp de
1 minut la 8000-20.000 x g. Introduceti coloana rotativa (PRC)intr-un nou PT de 2
ml si aruncati vechiul PT care contine fractia de curgere.

Pipetati 500 pl de solutie tampon de spalare 2 (BR4)in PRC si centrifugati timp de
1 minut la 8000-20.000 x g. Introduceti coloana rotativa (PRC)intr-un nou PT de 2
ml si aruncati vechiul PT care contine fractia de curgere.

@ Solutia tampon de spélare 2 (BR4) este furnizatd sub formé& de
concentrat. Asigurati-va ca etanolul este adaugat in solutia tampon de
spalare 2 (BR4) inainte de utilizare (consultati ,Operatiuni care trebuie
executate inainte de incepere”, pagina 26).

Ad&ugatiinca 500 pl de solutie tampon de spalare 2(BR4)in PRC. Centrifugati timp

de 3 minute la 8000-20.000 x g.

Aruncati PT-ul care contine fractia de curgere si introduceti PRC-ulintr-un PT de
2 ml nou. Centrifugati timp de 1 minut la 8000-20.000 % g.
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18. Aruncati PT-ul care contine fractia de curgere. Introduceti PRC-ulintr-un MCT de

19.

1,5 ml si pipetati 40 pl de solutie tampon de elutie (BR5) direct pe membrana PRC.
Centrifugati timp de 1 minut la 8000-20.000 x g pentru a elua ARN-ul.

Este important sa umeziti intreaga membrané cu solutie tampon de elutie (BR5)
pentru a obtine o eficienta maxima a elutiei.

Repetati etapa de elutie (etapa 18) conform descrierii, utilizand 40 pl de solutie
tampon de elutie (BR5) si acelasi MCT.

20. Incubati eluatul timp de 5 minute la 65 °C in agitatorul-incubator (de la etapa 5)

21.

fara agitare. Dupa incubare, raciti imediat pe gheata.

@ Aceastaincubare a probelor la 65 °C denatureaza ARN-ul pentru aplicatii
din aval. Chiar daca aplicatia din aval include o etapa de denaturare
termica, nu omiteti aceasta etapa. O denaturare suficienta a ARN-ului in
acest moment este esentiald pentru o eficienta maxima in aplicatiile din
aval.

Nu depasiti timpul sau temperatura de incubare.

Daca probele de ARN nu vor fi utilizate imediat, depozitati-le la-20 °C sau -70 °C.
Deoarece ARN-ul ramane denaturat dupa congelare si decongelare repetate, nu
este necesara repetarea incubarii la 65 °C. Daca utilizati probele de ARN intr-un
test de diagnosticare, urmati instructiunile furnizate de producator.

Pentru cuantificarea exacta a ARN-ului prin absorbanta la 260 nm, se recomanda
diluarea probelor cu 10 mM Tris-HCI, pH 7,5.* Diluarea probei in apa farad RNaza
poate genera valori mici imprecise.

Aduceti la zero spectrofotometrul folosind un blanc constand din aceeasi
proportie de solutie tampon de elutie (BR5) si solutie tampon Tris-HCI ca si in
probele care urmeaza sa fie masurate. Solutia tampon pentru elutie (BR5) are o

* Atunci cand lucrati cu substante chimice, utilizati intotdeauna un halat de laborator, manusi de unica folosinta si

In

ochelari de protectie adecvati. Pentru informatii suplimentare, consultati fisele cu date de securitate (Safety Data
Sheets, SDS) corespunzatoare, disponibile de la furnizorul produsului.
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absorbantaridicatala 220 nm, ceea ce poate genera niveluri mari ale absorbantei
in fundal, daca spectrofotometrul nu este adus la zero in mod corespunzator.
@ Pentru cuantificare in solutie tampon Tris HCI, utilizati relatia
Azs0=1= 44 pg/ml. Consultati Anexa B, pagina 81.

22.Inchideti la loc toate flacoanele care contin solutii tampon si apa fara RNaza,
flacoanele si tuburile care contin enzime si solutii tampon enzimatice, precum si
pungile care contin materiale plastice din kitul utilizat pentru protocol. Depozitati
continutul ramas al kitului conform descrierii din sectiunea ,Depozitarea si
manipularea reactivilor” (pagina 22) si ,Stabilitatea in utilizare” (pagina 22) panala
o utilizare ulterioara.
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Protocol: Izolarea automata a ARN-ului total
din sédngele integral uman recoltat in tuburi
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT)

Informatii importante inainte de aincepe

Asigurati-va ca cutia kitului este intacta si nedeteriorata si ca solutiile tampon nu
s-au varsat. Nu utilizati un kit care a fost deteriorat.

Cand utilizati o pipeta, asigurati-va ca aceasta are volumul corect si ca lichidul
este aspirat si dozat cu grija si complet.

Pentru a evita transferul probelor in tuburile si consumabilele din plastic gresite,
asigurati-va ca toate PT, MCT si adaptoarele de rotor sunt etichetate
corespunzator folosind un marker permanent. Etichetati capacul si corpul
fiecarui MCT, corpul fiecarui PT si peretele exterior al fiecarui adaptor de rotor.

Scurgerile de probe si solutii tampon in timpul procedurii pot reduce rezultatul si
puritatea ARN-ului.

Daca nu se specifica altfel, toate etapele acestui protocol, inclusiv etapele de
centrifugare, trebuie efectuate la temperatura camerei(15-25 °C).

Din cauza sensibilitatii tehnologiilor de amplificare a acizilor nucleici, sunt necesare

urmatoarele precautii la manipularea probelor pentru a evita contaminarea

incrucisata:

Pipetati cu grija probain PT, in fundul tubului, fara a uda marginea acestuia.

Inlocuiti intotdeauna varfurile pipetelor intre transferurile de lichide. Folositi
varfuri de pipete cu bariera de aerosoli.

Evitati atingerea membranei coloanei rotative (PSC, PRC) cu varful pipetei.

Dupa vortexarea sau incalzirea unui MCT, centrifugati-l scurt pentru a indeparta
picaturile din interiorul capacului.

Instructiuni de utilizare (manual) PAXgene Blood RNA Kit 02/2023 33



Purtati manusi pe tot parcursul procedurii. in caz de contact intre manusi si proba,
schimbati imediat manusile.

Operatiuni care trebuie executate inainte de incepere

Sangele trebuie recoltat in tuburi PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) conform
instructiunilor din Manualul PAXgene Blood RNA Tube. Daca este necesar,
consultati Anexa C (pagina 83) pentru recomandari privind manipularea tuburilor
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT).

Asigurati-va ca tuburile PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) sunt incubate timp de
cel putin 2 ore la temperatura camerei dupa recoltarea sangelui pentru a asigura
liza completa a celulelor sanguine si precipitarea ARN-ului. Incubarea PAXgene
Blood RNA Tube (BRT) peste noapte poate creste rezultatele. Daca PAXgene
Blood RNA Tube (BRT)a fost depozitat la 2-8 °C, -20 °C sau -70 °C dupé recoltarea
sangelui, maiintai aduceti-l la temperatura camerei si apoi tineti-l la temperatura
camerei timp de 2 ore inainte de inceperea procedurii.

Cititi informatiile de siguranta de la pagina 18.
Cititi ,Note importante”, pagina 60.
Cititi instructiunile privind manipularea ARN-ului (Anexa A, pagina 79).

Cititi Manualul de utilizare corespunzator pentru QlAcube Connect MDx si orice
informatii suplimentare furnizate impreuna cu instrumentul, acordand o atentie
deosebita informatiilor de siguranta.

Asigurati-va ca dispozitivele si instrumentele, cum ar fi pipetele si QlAcube
Connect MDx, au fost verificate si calibrate cu regqularitate, conform cu
recomandarile producatorului.

Solutiatampon de legare (BR2) poate forma un precipitat la depozitare. Daca este
necesar, incalziti-o la 37 °C pentru a se dizolva.

Solutia tampon de spalare 2 (BR4) este furnizata sub forma de concentrat. inainte
de prima utilizare, adaugati volumul corespunzator de etanol (36-100 % v/v, grad
de puritate p.a.)asa cum este indicat pe flacon pentru a obtine o solutie de lucru.

Instructiuni de utilizare (manual) PAXgene Blood RNA Kit 02/2023 34



e Daca utilizati setul de DNaza fara RNaza pentru prima data, preparati solutia
standard de DNaza |. Dizolvati DNaza | solida (RNFD; 1500 unitati Kunitz)*in 550 pl
de solutie tampon de resuspendare a DNazei(DRB)livrata impreuna cu setul. Aveti
grija sa nu se piarda DNaza | (RNFD) la deschiderea flaconului. Nu vortexati DNaza
| reconstituita (RNFD). DNaza | este deosebit de sensibila la denaturarea fizica.
Omogenizarea trebuie efectuata numai prin rasturnarea usoara a flaconului.

e DNaza | reconstituita (RNFD) poate fi depozitatd la 2-8 °C in flaconul de sticla
original (solutie standard) sau la -20 °C dup& scoaterea solutiei standard din
flaconul de sticla siimpartirea acesteiain parti alicote de unica folosinta (utilizati
MCT-ul de 1,5 ml livrat impreuna cu kitul; suficient pentru 5 parti alicote). Partile
alicote decongelate pot fi depozitate la 2-8 °C. Nu recongelati partile alicote dupa
decongelare.

e | areconstituirea si separarea in parti alicote a DNazei | (RNFD), asigurati-va ca
urmatiinstructiunile privind manipularea ARN-ului (Anexa A, pagina 79).

e |Instalati adaptorul corect de agitator (inclus in QlAcube Connect MDx; utilizati
adaptorul pentru tuburile safe-lock de 2 ml, marcate cu ,2") si asezati suportul
agitatorului deasupra adaptorului.

e Verificati sertarul Waste (Deseuri) si goliti-| daca este necesar.

e |Instalati orice protocoale aferente, daca nu ati facut-o deja pentru testarile
anterioare. QlAcube Connect MDx necesita descarcarea tuturor protocoalelor
gasite in fisierul .zip aferent. Consultati ,Instalarea protocoalelor pe QlAcube
Connect MDx", pagina 62.

Procedura

1. Inchideti capacul QlAcube Connect MDx si porniti instrumentul cu ajutorul

" Unitatile Kunitz sunt unitatile utilizate in mod obisnuit pentru masurarea DNazei |, definite drept cantitatea de DNaza |
care provoacd o crestere a Azode 0,001 pe minut pe mililitru la 25 °C, pH 5,0, cu ADN puternic polimerizat ca substrat
(Kunitz, M. (1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 and 363).

Instructiuni de utilizare (manual) PAXgene Blood RNA Kit 02/2023 35



comutatorului de alimentare (consultati Figura 15, pagina 61).

Se aude un semnal sonor si apare ecranul de pornire. Instrumentul realizeaza
automat testele de initializare.

2. Deschideti capacul QlAcube Connect MDx si incarcati reactivii si componentele
din plastic necesare in instrument. Consultati incarcarea QlAcube Connect MDx’,
pagina 63.

Pentru a economisi timp, incarcarea poate fi efectuata in timpul uneia sau
ambelor etape de centrifugare urmatoare, de 10 minute (etapele 3 si 5).

3. Centrifugati PAXgene Blood RNA Tube (BRT) timp de 10 minute la 3000-5000 x g
folosind un rotor cu cupa basculanta.

@ Asigurati-va ca proba de sénge a fost incubata in PAXgene Blood RNA
Tube (BRT) timp de minimum 2 ore la temperatura camerei (15-25 °C)
pentru a realiza liza completa a celulelor sanguine si precipitarea ARN-
ului.
® Rotorul trebuie sa contind adaptoare de tuburi pentru tuburi cu fund
rotund. Daca se utilizeaza alte tipuri de adaptoare sw tuburi, tuburile se
pot sparge in timpul centrifugarii.

4. Indepértati lichidul supernatant prin decantare sau pipetare. Daca lichidul
supernatant este decantat, aveti grija sa nu deranjati peletul si uscati marginea
tubului cu un prosop de hértie curat. Addugati 4 ml de apa fara RNaza (RNFW)in
pelet si inchideti tubul folosind un cap secundar BD Hemogard nou (livrat
impreuna cu kitul).

5. Vortexati pana cand peletul este vizibil dizolvat si centrifugati timp de 10 minute
la 3000-5000 x g folosind un rotor cu cupa basculanta. indepartati si aruncati
intregul lichid supernatant.

Micile reziduuri ramase in lichidul supernatant dupa vortexare, dar inainte de
centrifugare, nu vor afecta procedura.
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indepartarea incompleta a lichidului supernatant va inhiba liza si va dilua
lizatul si, prin urmare, va afecta conditiile de legare a ARN-ului la
membrana PAXgene.

8. Adaugati 350 pl de solutie tampon de resuspendare (BR1) si vortexati pana cand
peletul este vizibil dizolvat.

7. Pipetati probaintr-un PT de 2 ml.

@

Utilizati PT-urile de 2 mlincluse in PAXgene Blood RNA Kit.

8. Incarcati PT-urile deschise care contin proba in agitatorul QlAcube Connect MDx

(consultati Figura 18, pagina 65). Pozitiile probei sunt numerotate pentru a facilita
incércarea. Introduceti dopurile suporturilor pentru agitator (incluse in QlAcube
Connect MDx) in fantele de la marginea suportului agitatorului, langa fiecare PT.

Acest lucru permite detectarea probelorin timpul verificarii incarcarii.

@
@

Asigurati-va c& este instalat adaptorul corect de agitator (adaptor de
agitator, 2 ml, tuburi safe-lock, marcate cu ,2" inclus cu QlAcube
Connect MDx).

Daca procesati mai putin de 12 probe, asigurati-va ca incarcati suportul
agitatorului asa cum se aratain Figura 22, pagina 69. Una (1) sau 11 probe
nu pot fi procesate. Numerele pozitiilor din suportul agitatorului
corespund numerelor pozitiilor din centrifuga.

9. Inchideti capacul QlAcube Connect MDx (consultati Figura 15, pagina 61).

10. Selectati protocolul ,PAXgene Blood RNA Partea A" si porniti protocolul.

Urmati instructiunile de pe ecranul tactil al QlAcube Connect MDx.

@
@

Asigurati-va ca ambele parti ale programului (partea A si partea B) sunt
instalate pe QlAcube Connect MDx (consultati ,Instalarea protocoalelor
pe QlAcube Connect MDx", pagina 62).

Instrumentul va efectua verificari ale incarcarii pentru probe, varfuri,
adaptoare de rotor si flacoane de reactivi.

11. Dupa finalizarea protocolului ,PAXgene Blood RNA Partea A", deschideti capacul
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12.

13.
14.

15.

OlAcube Connect MDx (consultati Figura 15, pagina 61). indepartati si aruncati
PRC-ul din adaptoarele rotorului si PT-urile goale din agitator.

@ In timpul testarii, coloanele rotative sunt transferate din pozitia 1 a
adaptorului rotorului (pozitia capacului L1) in pozitia 3 a adaptorului
rotorului(pozitia capacului L2) de catre instrument (consultati Figura 20,
pagina 67).
Inchideti capacele tuturor MCT-urilor de 1,5 ml care contin ARN purificat in
adaptoarele rotorului(pozitia 3, pozitia capacului L3, consultati Figura 20, pagina
67). Transferati MCT-urile de 1,5 ml pe adaptorul agitatorului QlAcube Connect MDx
(consultati Figura 18, pagina 65).

inchideti capacul QlAcube Connect MDx (consultati Figura 15, pagina 61).

Selectati protocolul ,PAXgene Blood RNA Partea B” si porniti protocolul.

Urmati instructiunile de pe ecranul tactil al QlAcube Connect MDx.

@ Acest program incubeazéa probele la 65 °C si denatureaza ARN-ul pentru
aplicatii din aval. Chiar daca aplicatia din aval include o etapa de
denaturare termica, nu omiteti aceasta etapa. O denaturare suficienta a

ARN-ului in acest moment este esentiala pentru o eficientd maxima in
aplicatiile din aval.
Dupa finalizarea programului ,PAXgene Blood RNA Partea B”, deschideti capacul
OlAcube Connect MDx (consultati Figura 15, pagina 61). Asezati imediat MCT-urile
care contin ARN purificat pe gheata.

AVERTISMENT: Suprafata fierbinte. Agitatorul poate atinge
temperaturi de panala 70 °C (158 °F). Evitati atingerea acesteia atunci

cand este fierbinte.

@ Nu lasati ARN-ul purificat sa ramanain QlAcube Connect MDx. Deoarece
probele nu sunt racite, ARN-ul purificat se poate degrada. Prin urmare,
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17.

nu se recomanda rularile de pregatire a probelor nesupravegheate pe
parcursul noptii.

. Daca probele de ARN nu vor fi utilizate imediat, depozitati-le la =20 °C sau =70 °C.

Intrucat ARN-ul ramane denaturat dup& congelare si decongelare repetate, nu
este necesara repetarea protocolului de incubare termica (,PAXgene Blood RNA
Partea B"). Daca utilizati probele de ARN intr-un test de diagnosticare, urmati
instructiunile furnizate de producator.

Pentru cuantificarea exacta a ARN-ului prin absorbanta la 260 nm, se recomanda
diluarea probelorin 10 mM Tris-HCI, pH 7,5.* Diluarea probeiin apa fara RNaza poate
genera valori mici imprecise.

Aduceti la zero spectrofotometrul folosind un blanc constand din aceeasi
proportie de solutie tampon de elutie (BR5) si solutie tampon Tris-HCI ca si in
probele care urmeaza sa fie masurate. Solutia tampon pentru elutie (BR5) are o
absorbantaridicatala220 nm, ceea ce poate genera niveluri mari ale absorbantei
in fundal, daca spectrofotometrul nu este adus la zero in mod corespunzator.

@ Pentru cuantificare in solutie tampon Tris-HCI, utilizati relatia
Azso=1= 44 pg/ml. Consultati Anexa B, pagina 81.

Scoateti suportul pentru flacoane de reactivi de pe masa de lucru a QlAcube
Connect MDx (consultati Figura 18, pagina 65) si inchideti toate flacoanele de
reactivi cu capacele etichetate corespunzator. inchideti la loc toate flacoanele
care contin solutii tampon si apa fara RNaza, flacoanele si tuburile care contin
enzime si solutii tampon enzimatice, precum si pungile care contin materiale
plastice din kitul utilizat pentru protocol. Depozitati continutul ramas al kitului si
flacoanele de reactivi conform descrierii din sectiunea ,Depozitarea si
manipularea reactivilor”(pagina 22) si ,Stabilitatea in utilizare” (pagina 22) panala
o utilizare ulterioara.

* Atunci cand lucrati cu substante chimice, utilizati intotdeauna un halat de laborator, manusi de unica folosinta si

In

ochelari de protectie adecvati. Pentru informatii suplimentare, consultati fisele cu date de securitate (Safety Data
Sheets, SDS) corespunzatoare, disponibile de la furnizorul produsului.
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Scoateti si aruncati reactivii ramasi in PT-urile din fantele pentru MTC QlAcube
Connect MDx. Scoateti si aruncati adaptoarele rotorului din centrifuga. Goliti
sertarul Waste (Deseuri) al QlAcube Connect MDx (consultati Figura 15, pagina 61).
Inchideti capacul instrumentului si opriti instrumentul cu ajutorul comutatorului
de alimentare.
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Limitariin utilizarea produsului

PAXgene Blood RNA Kit este destinat izolarii ARN-ului intracelular din sangele
integral uman (4,8 x 10% - 1,1 x 107 leucocite/ml) pentru aplicatii de diagnosticare in
vitro. Nu este destinat izolarii ADN-ului genomic sau a acizilor nucleici virali din
sangele integral uman. Din cauza numarului limitat de transcriptii validate pentru
specificatiile de stabilizare (transcriptii ale genelor FOS si IL1B), caracteristicile de
performanta nu au fost stabilite pentru toate transcriptiile. Utilizatorii ar trebui sa
examineze datele producatorului si propriile date pentru a determina daca validarea
este necesara si pentru alte transcriptii. Componentele kitului sunt destinate
exclusiv utilizarii in protocolul manual si cel automat descrise in aceste instructiuni
de utilizare.

Consultati Manualul PAXgene Blood RNA Tube pentru informatii despre utilizarea
tuburilor PAXgene Blood RNA Tubes (BRT).

Controlul calitatii

In conformitate cu sistemul de management al calitatii certificat ISO al QIAGEN,
fiecare lot de PAXgene Blood RNA Kit este testat pentru specificatiile prestabilite,
pentru a asigura calitatea constanta a produsului.
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Caracteristici de performanta

Recoltarea si stabilizarea probelor

Tuburile PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) contin un reactiv brevetat de stabilizare a
ARN-ului. Acest aditiv protejeaza moleculele de ARN impotriva degradarii induse de
RNaze si reduce la minimum modificarile ex vivo ale expresiei genelor. Tuburile
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) sunt destinate recoltarii de sange integral uman si
stabilizarii ARN-ului celular timp de pana la 3 zile la 18-25 °C (Figura 4 si Figura 5,
paginile 43 si, respectiv, 44) sau pana la 5 zile la 2-8 °C (Figura 6 si Figura 7, paginile
45 si 48). In plus, sangele stabilizat poate fi pastrat in stare congelats. Datele
disponibile in prezent arata stabilizarea ARN-ului celular timp de cel putin 11 ani la
-20°C sau -70 °C*. Pentru mai multe informatii provenite din studiile in curs de
desfasurare care evalueaza stabilitatea pe perioade mai lungi de timp, va rugam sa
vizitati www.preanalytix.com sau sa contactati Serviciile tehnice QIAGEN.

Durata reala a stabilizarii ARN-ului poate varia in functie de specia de ARN celular si
de aplicatia din aval utilizata. Din cauza numarului limitat de transcriptii validate
pentru specificatiile de stabilizare (transcriptii ale genelor FOS si IL1B),
caracteristicile de performanta nu au fost stabilite pentru toate transcriptiile.
Utilizatorii ar trebui sd examineze datele producatorului si propriile date pentru a
determina daca validarea este necesara si pentru alte transcriptii.

" Un studiu pe termen lung privind depozitarea sangelui in tuburile PAXgene Blood RNA Tubes este in curs de
desfasurare.
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Figura 4: Stabilitatea ARN-ului in probele de sange la 18-25 °C: FOS. S-a prelevat sange de la 10 donatori aparent
sanatosi, cu probe duplicat, si s-a depozitat la 18-25 °C pentru numarul indicat de zile, urmat de izolarea ARN-ului total.
[A]Sangele a fost recoltat si depozitat in tuburi PAXgene Blood RNA Tubes (BRT), iar ARN-ul total a fost purificat
folosind PAXgene Blood RNA Kit.[B]Séngele a fost recoltat si depozitat in tuburi standard de recoltare a s&ngelui cu
EDTA ca anticoagulant, iar ARN-ul total a fost purificat folosind 0o metoda standard de izolare organica cu curatare a
ARN-ului pe bazé de membrana de silice. Nivelurile relative de transcriptii ale FOS au fost determinate prin real-time RT-
PCR duplex, utilizand ARNr 18S ca standard intern. Valorile pentru toate probele sunt reprezentate grafic, fiind afisate
mediile si abaterile standard ale tuturor probelor. Liniile punctate indica precizia totala de +3x a testului (2,34 Cr).
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Figura 5: Stabilitatea ARN-ului in probele de sange la 18-25 °C: IL1B. S-a prelevat sange si ARN-ul total a fost purificat,
dupa depozitare la 18-25 °C, asa cum este descris in Figura 4. Nivelurile relative de transcriptii ale IL1B au fost
determinate prin real-time RT-PCR duplex, utilizand ARNr 18S ca standard intern. Valorile pentru toate probele sunt
reprezentate grafic, fiind afisate mediile si abaterile standard ale tuturor probelor. Liniile punctate indicéa precizia totala
de +3x a testului (1,93 Cr).
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Figura 6: Stabilitatea ARN-ului in probele de sange la 2-8 °C: FOS. S-a prelevat sange de la 10 donatori, cu probe
duplicat, si s-a depozitat la 2-8 °C pentru numarul indicat de zile, urmat de izolarea ARN-ului total. [ A] Sangele a fost
recoltat si depozitat in tuburi PAXgene Blood RNA Tubes (BRT), iar ARN-ul total a fost purificat folosind PAXgene Blood
RNA Kit.[B]Sangele a fost recoltat si depozitat in tuburi standard de recoltare a sdngelui cu EDTA ca anticoagulant, iar
ARN-ul total a fost purificat folosind 0 metoda standard de izolare organica cu curatare a ARN-ului pe baza de membrana
de silice. Nivelurile relative de transcriptii ale FOS au fost determinate prin real-time RT-PCR duplex, utilizand ARNr 18S
ca standard intern. Valorile pentru toate probele sunt reprezentate grafic, fiind afisate mediile si abaterile standard ale

tuturor probelor. Liniile punctate indica precizia totald de +3x a testului (2,34 Cr).
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Figura 7: Stabilitatea ARN-ului in probele de sange la 2-8 °C: IL1B. S-a prelevat sange si ARN-ul total a fost purificat,
dupé depozitare la 2-8 °C, asa cum este descris in Figura 6. Nivelurile relative de transcriptii ale IL1B au fost determinate
prin real-time RT-PCR duplex, utilizand ARNr 18S ca standard intern. Valorile pentru toate probele sunt reprezentate
grafic, fiind afisate mediile si abaterile standard ale tuturor probelor. Liniile punctate indica precizia totala de +3x a
testului (1,93 Cr).
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Izolarea manuala de ARN-ului

ARN-ul total izolat folosind PAXgene Blood RNA System este pur. Folosind protocolul
manual, valorile Ao/ Azgo Se situeazéintre 1,8 si 2,2, iar ADN-ul genomic <1 % (procent
de maséa) este prezent in 95 % din toate probele, masurat prin real-time PCR
cantitativ, al unei secvente a genei beta-actina. Cel putin 95 % dintre probe nu
prezinta inhibare in RT-PCR atunci cand eluatul reprezinta pana la 30 % din volumul
de reactie RT-PCR.

Folosind protocolul manual, timpul mediu de preparare a probei (pe baza datelor din
12 rulari de preparare a probelor) este de aproximativ 90 de minute.*, cu doar 40 de
minute de lucru practic. Rezultatele ARN din 2,5 ml de sadnge integral uman sanatos
sunt 23 ug pentru 295 % din probele procesate. Deoarece rezultatele depind in mare
masura de donator, rezultatele individuale pot varia. Pentru donatorii individuali,
PAXgene Blood RNA System ofera rezultate extrem de reproductibile si repetabile
(Figura 8 si Figura 9, paginile 48 si, respectiv, 49) si RT-PCR reproductibild si
repetabila (Figura 10 si Figura 11, paginile 54 si, respectiv, 55), ceea ce il face extrem
de robust pentru testele de diagnosticare clinica.

Figura 8(pagina 45)indica repetabilitatea sireproductibilitatea generale ale PAXgene
Blood RNA System. Au fost efectuate studii suplimentare pentru a demonstra
influenta diferitelor loturi de kituri PAXgene Blood RNA si a diferitilor operatori
asupra reproductibilitatii rezultatului ARN si a performantei RT-PCR in timp real.
Intrucat pentru aceste studii s-au folosit probe de sange comasate in loc de tuburi
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) individuale, rezultatele nu reflecta repetabilitatea
sistemului, inclusiv fluctuatia dintre prelevarile individuale de sange, ci doar
repetabilitatea prepararii probei(consultati Figura 9, pagina 49).

* Timpul total de executie a protocolului, inclusiv manipularea initiald a tuburilor PAXgene Blood RNA Tubes
(centrifugari, spalare si resuspendare a peletilor).
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Figura 8: Izolarea reproductibila si repetabila a ARN-ului. Probe de s&nge in cvadruplicat de la 14 donatori au fost
procesate manual de fiecare dintre cei 3 tehnicieni (A, B, C). Au fost utilizate trei seturi de echipamente, iar toate
probele preparate de un singur tehnician au fost procesate folosind acelasi echipament. [A]Sunt prezentate mediile si
abaterile standard ale rezultatului ARN per probe replicate de la aceiasi donatori si tehnicieni diferiti. [ B] Douasprezece
probe de sange replicate de la fiecare dintre cei 14 donatori au fost procesate de cétre cei 3 tehnicieni diferiti. Sunt
prezentate mediile si abaterile standard ale rezultatului ARN per probe de la aceiasi donatori si de la toti tehnicienii.
Pentru toate probele de ARN, rapoartele Azo/A2soau variat intre 1,8 si 2,2.
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Figura 9: Repetabilitatea si reproductibilitatea rezultatului ARN pentru diferiti operatori si loturi de PAXgene Blood
RNA Kit, utilizand probe de sange comasate. Probe de sange de la 30 de donatori diferiti au fost recoltate in tuburi
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT; 12 tuburi per donator, 360 de tuburi in total). Continutul tuburilor de la 3 donatori a fost
comasat si ulterior divizat din nou in parti alicote in 36 de probe. Aceste 36 de probe per grup de 3 donatori au fost
procesate manual de 3 operatori diferiti. Fiecare operator a utilizat 3 loturi diferite de PAXgene Blood RNA Kit pentru
izolarea ARN-ului si a procesat probe in cvadruplicat din fiecare dintre cele 10 grupuri de donatori. [ A] Rezultatul ARN si
abaterea standard pentru fiecare combinatie operator-lot. Probe de sange in cvadruplicat de la 10 grupuri de donatori au
fost procesate de 3 operatori diferiti (A, B, C) cu fiecare dintre cele 3 loturi de kituri (1, 2, 3). Sunt prezentate rezultatele
medii (coloane) si abaterile standard (bare de eroare) per proba in cvadruplicat din acelasi grup de donatori pentru
operatori diferiti si loturi diferite de kituri. [B]CV al rezultatului ARN per grup de donatori pentru toate combinatiile
operator-lot (A, B, C; 1, 2, 3), calculat din rezultatul mediu si abaterea standard a rezultatului, prezentate in Figura 9A.
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Tabelul 1A: Reproductibilitatea in cadrul fiecarui lot si in cadrul fiecarui utilizator pentru grupurile de
donatori selectate(1, 6, 9, 10)

Grupul de donatori 1(5,1x 108 Grupul de donatori 6(8,5 x 10°
GemiTsfieres celule/ml) celule/ml)
datelor Rezultat CV (%) Rezultat CV (%)
Lotul 1, utilizatorul 8,03 0,42 5} 9,55 0,99 10
A
Lotul 1, utilizatorul 7,98 117 15 9,38 1,94 21
B
Lotul 1, utilizatorul 7,87 0,45 6 10,71 0,65 6
(o]
Lotul 2, 7,32 0,98 13 9,78 1,89 19
utilizatorul A
Lotul 2, 6,09 1,04 17 9,82 2,83 29
utilizatorul B
Lotul 2, 6,87 0,31 4 10,37 0,74 7
utilizatorul C
Lotul 3, 7,04 0,90 13 8,96 0,68 8
utilizatorul A
Lotul 3, 6,98 1,22 17 7.73 0,97 13
utilizatorul B

Lotul 3,
utilizatorul C

8,78 0,89 10 94 18
- Grupul de donatori 9(8,4 x 10° celule/ml) | Grupul de donatori 10 (10,2 x 108 celule/ml)

Rezultat CV(%) Rezultat CV (%)
mediu (pg) mediu (pg)
0,41 6 0,49 6

10,59 1

Lotul 1, utilizatorul 7,52

A

Lotul 1, utilizatorul 8,82 172 19 8,90 0,76 9
B

Lotul 1, utilizatorul 10,14 1,46 14 10,22 1.29 13
(]

Lotul 2, 6,92 0,27 4 7,63 1,23 16
utilizatorul A

Lotul 2, 7,20 0.7 10 7,00 0,56 8
utilizatorul B

Lotul 2, 9,14 1,52 17 11,56 1.21 10
utilizatorul C

Lotul 3, 8,18 0,76 9 7,85 0,82 10
utilizatorul A

Lotul 3, 6,41 0,88 14 8,88 2,17 24
utilizatorul B

Lotul 3, 10,78 0,56 5 10,88 0,37 3
utilizatorul C
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Tabelul 1B: Reproductibilitatea in cadrul fiecarui utilizator siintre toate loturile pentru grupurile de
donatori selectate(1, 6, 9, 10)

Grupul de donatori 1(5,1x 108 Grupul de donatori 6(8,5 x 10°
Combinarea celule/ml) celule/ml)

RIS Rezultat CV(%) Rezultat CV(%)
mediu (pg) mediu (pg)

Utilizatorul A, 7,46 0,85 n 9,43 1,22 13
toate loturile
Utilizatorul B, 7,02 131 19 8,98 2,09 23
toate loturile
Utilizatorul C, 7,84 0,98 13 10,56 1,15 n

toate loturile

Grupul de donatori 9(8,4 x 10° celule/ml) | Grupul de donatori 10 (10,2 x 10¢ celule/ml)

Rezultat SD(ug) CV (%) Rezultat SD(ug) CV (%)
mediu (pg) mediu (pg)
10 7,81 0,82 1

Utilizatorul A, 7,54 0,72

toate loturile

Utilizatorul B, 7,48 1,50 20 8,26 1,54 19
toate loturile

Utilizatorul C, 10,02 1,34 13 10,89 1,10 10

toate loturile
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Tabelul 1C: Reproductibilitatea in cadrul fiecarui lot siintre toti utilizatorii pentru grupurile de donatori
selectate(1, 6, 9, 10)

Grupul de donatori 1(5,1x 108 Grupul de donatori 6(8,5 x 10°
Combinarea celule/ml) celule/ml)

CELL Rezultat CV (%) Rezultat CV (%)
mediu (pg) mediu (pg)

Lotul 1, toti
utilizatorii
Lotul 2, toti 6,76 0,93 14 gi9y 1,84 18
utilizatorii
Lotul 3, toti 7,60 1.27 17 9,09 1.7 19
utilizatorii

Grupul de donatori 9(8,4 x 10° celule/ml) | Grupul de donatori 10 (10,2 x 108 celule/ml)

Rezultat SD(pg) CV (%) Rezultat SD(ug) CV (%)
mediu (pg) mediu (pg)
8,83 1,63 19 9,02 1,27 14

Lotul 2, toti Ulkd 1,36 18 8,73 2,31 26
utilizatorii
Lotul 3, toti 8,46 1,99 24 9,20 1,80 20
utilizatorii

Lotul 1, toti
utilizatorii
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Tabelul 1D: Reproductibilitatea intre toate loturile si toti utilizatorii pentru grupurile de donatori
selectate(1, 6, 9, 10)

Grupul de donatori 1(5,1x 108 Grupul de donatori 6(8,5 x 10°
Combinarea celule/ml) celule/ml)

RIS Rezultat CV(%) Rezultat CV(%)
mediu (pg) mediu (pg)

Lotul 1, toti
utilizatorii

- Grupul de donatori 9(8,4 x 10° celule/ml) | Grupul de donatori 10 (10,2 x 108 celule/ml)

Rezultat CV(%) Rezultat CV(%)
medlu(pg) mediu (pg)

Lotul 1, toti
utilizatorii

Analiza detaliata a 4 grupuri reprezentative de donatori. Grupurile au fost selectatein
functie de numarul de celule albe sireflecta valorile superioare, medii siinferioare ale
intervalului normal al numarului de celule albe (4,8 x10%-1,1x107 leucocite/ml).
Numarul de celule albe reprezinta valoarea medie a celor 3 numere de celule albe de
la cei 3 donatori per grup de donatori.
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Figura 10: Reproductibilitatea RT-PCR — intre utilizatori. ARN-ul purificat in experimentul descris in Figura 9 a fost
utilizata pentru real-time RT-PCR. Nivelurile relative de transcriptii ale [A]FOS si[B]IL1B au fost determinate prin real-
time RT-PCR duplex, utilizand ARNr 18S ca standard intern. Valorile pentru toate probele sunt reprezentate grafic, in
raport cu valorile pentru utilizatorul A (10 grupuri de donatori x 3 loturi de kituri x 4 replicate = 120 seturi de date pentru
fiecare gena), cu medii (linii rosii) si abateri standard (bare negre) pentru toate probele prezentate. Liniile punctate
indica precizia totald de +3x a testelor (FOS: 2,34 Cr; IL1B: 1,93 Cr).
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Figura 11: Reproductibilitatea RT-PCR —intre loturi de kituri. ARN-ul purificat in experimentul descris in Figura 9 a fost
utilizata pentru real-time RT-PCR. Nivelurile relative de transcriptii ale [AJFOS si[B]IL1B au fost determinate prin real-
time RT-PCR duplex, utilizand ARNr 18S ca standard intern. Valorile pentru toate probele sunt reprezentate grafic, in
raport cu valorile pentru lotul de kituri 1(10 grupuri de donatori = 3 utilizatori x 4 replicate = 120 seturi de date pentru
fiecare gena), cu medii (linii rosii) si abateri standard (bare negre) pentru toate probele prezentate. Liniile punctate
indica precizia totald de +3x a testelor (FOS: 2,34 C+; IL1B: 1,93 Cr).
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Tabelul 2: Rezumatul datelor RT-PCR din Figura 10 si Figura 11

Compararea datelor Medie (AACt) | *SD(AACt) | Medie(AACt) | +SD(AAC)

Reproductibilitatea in cadrul fiecarui utilizator si intre toate loturile

Toti utilizatorii, lotul 1-lotul 1 0,00 0,00 0,00 0,00
Toti utilizatorii, lotul 1-lotul 2 -0,03 0,48 -0,07 0,66
Toti utilizatorii, lotul 1-lotul 3 -0.21 0,62 0n 0.7

Reproductibilitatea in cadrul fiecarui utilizator si intre toate loturile

Toate loturile, utilizatorul A-utilizatorul A 0,00 0,00 0,00 0,00
Toate loturile, utilizatorul A-utilizatorul B -0,46 0,44 -0,06 0,69
Toate loturile, utilizatorul A-utilizatorul C -0,31 0,60 -0,15 0,71

Utilizator: Tehnicianul care a efectuat studiul.

Lot: Numarul lotului de kituri utilizat in acest studiu.

SD: Abatere standard.

Valorile AACTmedii (N = 120) si abaterile standard sunt prezentate pentru datele din Figura 10 si Figura 11.

Izolarea automata a ARN-ului

Rezultatele ARN din 2,5 ml de s&nge integral uman sanatos sunt 23 ug pentru 295 %
din probele procesate. Figura 12 (pagina 57) indica rezultate ARN dintr-un total de
216 probe preparate folosind protocolul automat cu 3 loturi de kituri de catre 3
operatori. intrucat pentru aceste studii s-au folosit probe de sange comasate in loc
de tuburi individuale PAXgene Blood RNA Tubes (BRT), rezultatele nu reflecta
rezultatul ARN asteptat din probele individuale ale unor prelevari individuale de
sange. Intrucat rezultatele depind in mare méasura de donator, rezultatele individuale
pot varia(Figura 12, pagina 57).

Cel putin 95 % dintre probe nu prezinta inhibare in RT-PCR atunci cand eluatul
reprezinta panala 30 % din volumul de reactie RT-PCR. Folosind protocolul automat,
contaminarea incrucisata intre probe este nedetectabild, masuratd prin RT-PCR
cantitativa, in timp real, a secventelor transcriptiilor de ABL1 si FOS in probe ARN-
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negative (apa) asociate cu probe ARN-pozitive (sange integral uman) in aceeasi
rulare.

ARN-ul izolat cu PAXgene Blood RNA System si protocolul automat este pur, asacum
este demonstrat de lipsa inhibarii RT-PCR si de valorile Azso/Azso intre 1,8 si 2,2. ADN-
ul genomic este prezentla<l % (procent de masa)in =95 % din toate probele, masurat
prin real-time PCR cantitativa a unei secvente a genei beta-actina. Figura 13 si Figura
14 (pagina 58) prezinta valorile Asso/Asgo i ADN-ul genomic relativ pentru un total de
216 probe preparate folosind protocolul automat cu 3 loturi de kituri de catre 3
operatori.

Rezultat ARN (ug/2,5 ml séange) QlAcube Connect MDx
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Figura 12: Rezultat ARN — procesare automata cu QlAcube Connect MDx. Probele de sange de la donatori individuali au
fost recoltate in tuburi PAXgene Blood RNA Tubes (BRT). Continutul tuburilor a fost comasat in 6 grupuri de donatori si
ulterior divizat din nou in parti alicote. In total, 216 tuburi (adica 36 per grup) au fost procesate de 3 operatori diferiti (A,
B, C). Fiecare operator a utilizat 3 loturi diferite (1, 2, 3) de PAXgene Blood RNA Kit pentru izolarea automata cu QlAcube
Connect MDx si a procesat probe in cvadruplicat de la fiecare dintre cele 6 grupuri de donatori. Rezultatele ARN ale
tuturor probelor individuale sunt prezentate pentru fiecare combinatie operator-lot.
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Puritatea ARN-ului (Azso/ A2s0) QlAcube Connect MDx
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Figura 13: Puritatea ARN-ului (valorile Azs0/ A2s0) — procesare automata cu QlAcube Connect MDx. ARN-ul a fost purificat
de 3 operatori diferiti (A, B, C) folosind 3 loturi diferite (1, 2, 3) de PAXgene Blood RNA Kit cu QlAcube Connect MDx in
experimentul descris in Figura 12. Valorile Azso/ A2s0ale tuturor probelor individuale sunt afisate pentru fiecare combinatie
operator-lot.

ADN genomic (procent de masa)[ %] QlAcube Connect MDx
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Figura 14: Puritatea ARN-ului (% contaminare cu ADN genomic) — procesare automata cu QlAcube Connect MDx. ARN-
ul a fost purificat de 3 operatori diferiti (A, B, C) folosind 3 loturi diferite (1, 2, 3) de PAXgene Blood RNA Kit cu QlAcube

Connect MDx in experimentul descris in Figura 12. Cantitatile de ADN genomic (procent de masa) din toate probele
individuale sunt prezentate pentru fiecare combinatie operator-lot.

Protocolul automat de izolare a ARN-ului utilizand PAXgene Blood RNA System ofera
rezultate RT-PCR extrem de reproductibile si repetabile, ceea ce il face extrem de
robust pentru testele de diagnosticare clinica.
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Stabilitatea ARN-ului izolat

Probele de ARN izolate din tuburile PAXgene Blood RNA Tubes umplute cu sange
folosind PAXgene Blood RNA Kit sunt stabile timp de 5 ani de depozitare la-20 °C si 7
ani de depozitare la-70 °C (punctul final al studiilor).
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Note importante

Utilizarea QlAcube Connect MDx

Asigurati-va ca sunteti familiarizat cu operarea QlAcube Connect MDx. Cititi manualul
de utilizare al instrumentului si orice informatii suplimentare furnizate impreuna cu
instrumentul, acordand o atentie deosebita informatiilor de siguranta, inainte de a
incepe protocolul automat PAXgene Blood RNA.

Pornirea QlAcube Connect MDx

inchideti capacul QlAcube Connect MDx si porniti instrumentul cu ajutorul
comutatorului de alimentare (consultati Figura 15, pagina 61).

Se aude un semnal sonor siapare ecranul de pornire. Instrumentul realizeaza automat
testele deinitializare.
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Vedere din fata a QlAcube Connect MDx
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@

Vedere din spate a QlAcube Connect MDx (partea Vedere din spate a QlAcube Connect MDx (partea dreapta)
stanga)

Figura 15: Caracteristicile externe ale QlAcube Connect MDx.

Ecran tactil 2 porturi USB in partea stanga a ecranului tactil;
2 porturi USB in spatele ecranului tactil (modulul
Wi-Fi conectat la 1port USB)

Capacul Port Ethernet RJ-45

Sertarul Waste

. Mufa cablu de alimentare
(Deseuri)

Comutator de

X Orificiu de evacuare aer de racire
alimentare

OO G
OO ©®
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Ecran tactil

QlAcube Connect MDx este controlat prin intermediul unui ecran tactil. Ecranul tactil
ii permite utilizatorului sa opereze instrumentul siil ghideaza prin configurarea mesei
de lucru. in timpul procesérii probelor, ecranul tactil afiseaza starea protocolului si

timpul ramas.

Figura 16: Ecranul tactil extras al QlAcube Connect MDx.

Instalarea protocoalelor pe QlAcube Connect MDx

Este posibil sa fie necesara o instalare initiala a protocolului Tnainte de a putea fi
efectuata prima rulare de preparare a ARN-ului pe QlAcube Connect MDx. Instalati
ambele protocoale, ,PAXgene Blood RNA Partea A", si ,PAXgene Blood RNA Partea B".

Protocoalele pentru QlAcube Connect MDx sunt furnizate la adresa www.giagen.com
si trebuie descarcate pe stickul USB livrat impreuna cu instrumentul. Aceste
protocoale vor fi transferate catre instrument prin portul USB.

Portul USB (situat pe partea laterald a ecranului tactil; consultati Figura 15, pagina 61)
permite conectarea QlAcube Connect MDx la stickul USB livrat impreuna cu
instrumentul. Fisierele de date, cum ar fi fisierele jurnal sau fisierele raport, pot fi
transferate si prin portul USB de la instrument la stickul USB.
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@ Portul USB este destinat utilizarii exclusive cu stickul USB furnizat de
QIAGEN. Nu conectati alte dispozitive la acest port.

@ Nu scoateti stickul USB in timp ce descarcati protocoale sau transferati
fisiere de date sauin timpul unei rulari de protocol.

Pentru mai multe detalii despre procesul de incarcare a protocoalelor in QlAcube
Connect MDx, consultati manualul de utilizare al instrumentului.

incarcarea OlAcube Connect MDx

Pentru a economisi timp, incarcarea poate fi efectuata in timpul uneia sau ambelor
etape de centrifugare de 10 minute (etapele 3 si 5) din ,Protocol: Izolarea automatéa a
ARN-ului total din sdngele integral uman recoltat in tuburi PAXgene Blood RNA Tubes
(BRTY', pagina 33.

Flacoane de reactivi

Inainte de fiecare rulare pe QlAcube Connect MDx, umpleti cu grija cele 4 flacoane de
reactivi cu reactivii enumerati in Tabelul 3 (pagina 60) pana la nivelul maxim al
indicatorului sau, daca acest lucru nu este posibil, pana la nivelul permis de volumele
de solutie tampon furnizate in PAXgene Blood RNA Kit. Etichetati flacoanele si
capacele in mod clar cu denumirile solutiilor tampon si asezati flacoanele de reactivi
umplute in pozitiile corespunzatoare de pe suportul pentru flacoane de reactivi.
Incarcati suportul pe masa de lucru a instrumentului, asa cum se arata (Figura 17 si
Figura 18, paginile 65 si, respectiv, 65).

@ Volumul furnizat de solutie tampon BR2 nu va umple un flacon de reactivi
pana la nivelul indicatorului. Este posibil ca solutiile tampon BR3 si BR4 sa
nu umple flaconul pana la nivelul indicatorului dupa procesarea mai multor

probein rularile anterioare.
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@ Asigurati-va ca ati scos capacele de pe flacoane inainte de a le aseza pe
masa de lucru.

@ Volumele de solutii tampon furnizate in PAXgene Blood RNA Kit (50) sunt
suficiente pentru maximum 7 ruldri de preparare a ARN-ului pe QlAcube
Connect MDx cu 2 pana la 12 probe per rulare. in general, rularile cu un numér
mic de probe perrulare ar trebui evitate pentru procesarea unui total de 50
de probe per kit. Mai mult de 7 rulari de preparare a ARN-ului pot duce la

volume insuficiente de solutii tampon pentru procesarea ultimelor probe.

Tabelul 3: Pozitii in suportul pentru flacoane de reactivi

T T

1 Solutie tampon de legare (BR2)

2 Etanol (96-100 % v/v)

3 Solutie tampon de spélare 1(BR3)
4 Solutie tampon de spalare 2 (BR4)*
5 - (lasati gol)

6 - (lasati gol)

* Solutia tampon de spalare 2 (BR4) este furnizata sub forma de concentrat. inainte de prima utilizare, adaugati 4
volume de etanol(96-100 % v/v, grad de puritate p.a.)asa cum este indicat pe flacon pentru a obtine o solutie de
lucru.

s

Pozitia 1
Solutie tampon de
legare (BR2)

Pozitia 2
96-100 %
v/v etanol

Pozitia 4
Solutie tampon
de spalare 2
(BR4)

Pozitia3
Solutie
tampon de
spalare 1(BR3)

Pozitia5 Pozitia 6

Gol Gol
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Figura 17: incircarea suportului pentru flacoane de reactivi. [A] Schema a pozitiilor si continutului flacoanelor in
suportul pentru flacoane de reactivi. [B] incarcarea suportului pe QlAcube Connect MDx.

Figura 18: Vedere in interior a QlAcube Connect MDx.

Capac centrifuga Fante pentru MCT

Centrifuga 3 fante pentru suporturi pentru varfuri

Agitator Fante de eliminare pentru varfuri si coloane

Brat robotizat (include cap de pipetare cu 1canal, graifar,

Suport pentru flacoane de reactivi senzor cu ultrasunete si optic si LED UV)

Senzor de varf si blocarea capacului

@OOOO
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Coloane rotative (PSC, PRC), MCT si componente din plastic
QlAcube Connect MDx

Asezati 2 suporturi pentru varfuri umplute cu varfuri cu filtru de 1000 pl pe QlAcube
Connect MDx(consultati Figura 18, pagina 65). Reumpleti suporturile cu varfuri atunci
cand este necesar.

@ Folositi doar varfuri cu filtru de 1000 pl concepute pentru utilizarea cu
QOlAcube Connect MDx.

Etichetati adaptoarele rotorului si MCT-ul pentru fiecare proba folosind un marker
permanent. Deschideti PSC-ul care urmeaza sa fie utilizat si taiati complet capacul
folosind o foarfeca(consultati Figura 19).

@ Pentru functionarea corecta a graifarului robotizat QlAcube Connect MDx,

indepartati complet (taiati) capacele si toate piesele din plastic care

conecteaza capacul de PSC (consultati Figura 19). in caz contrar, graifarul
robotizat nu poate prinde corect PSC-ul.

Capacul
Capacul coloa.nei afost
coloanei a fost scos mco_rect.
scos corect din O parte din
PSC. capac este
incd atasata de
PSC.

Instructiuni de utilizare (manual) PAXgene Blood RNA Kit 02/2023 66



Figura 19: Incarcarea PSC. PSC-ul este incarcat in pozitia din mijloc a adaptorului rotorului. Taiati capacul PSC inainte de
incarcarea coloanei.

Incarcati PSC-ul (fara capac, consultati Figura 19, pagina 67), PRC si MCT etichetat in
pozitiile corespunzatoare din fiecare adaptor de rotor etichetat, asa cum se aratain
Tabelul 4 si Figura 20.

® Asigurati-va ca toate capacele coloanei rotative (PRC) si MCT sunt impinse
completinjos, panalafundul fantelor de la marginea adaptorului rotorului, in
caz contrar, capacele se vor rupe in timpul centrifugarii.

Tabelul 4: Consumabile din plastic in adaptorul rotorului

Reactiv Pozitia
capacului

1 Coloana rotativa PAXgene ARN (rosie, PRC) L1

2 Coloana rotativa PAXgene Shredder (lila, PSC)(t&iati capacul inainte de a-l introducein -
adaptorul rotorului)

3 MCT* L3

* Utilizati MCT-ul (1,5 ml)inclus in PAXgene Blood RNA Kit.

L2
L1
L3

Figura 20: Pozitii in adaptorul rotorului. Adaptorul rotorului are 3 pozitii pentru tuburi (1-3) si trei pozitii pentru capace
(L1-L3).

Instructiuni de utilizare (manual) PAXgene Blood RNA Kit 02/2023 67



Incarcarea centrifugei

Incarcati adaptoarele de rotor asamblate in cupele centrifugei QlAcube Connect MDx,
asacum se aratain Figura 21 dedesubt.

@ Daca procesati mai putin de 12 probe, asigurati-va ca incarcati rotorul
centrifugei echilibrat radial (consultati Figura 22, pagina 69). Toate cupele
centrifugei trebuie montate inainte de inceperea unei rulari de protocol,

chiar daca trebuie procesate mai putin de 12 probe. Nu se poate procesa o

singura proba(una) sau 11 probe.

Figura 21: incarcarea centrifugei pe OlAcube Connect MDx. incarcati adaptoarele de rotor asamblate in cupele
centrifugei.
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Figura 22: incarcarea centrifugei si a agitatorului. Pozitiile centrifugei si ale agitatorului sunt indicate pentru
procesarea a doua(2) pana la zece (10) probe. Una (1) sau 11 probe nu pot fi procesate. Pentru procesarea a 12 probe,
toate pozitiile centrifugei si ale agitatorului sunt incarcate (imaginea nu este afisata).
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Tub de procesare

indepartati orice PT-uri ramase in fantele MCT din rularile anterioare (consultati
Figura 18, pagina 65). Umpleti 3 PT-uri cu cantitatea de reactivi indicatdin Tabelul 5in
functie de numarul de probe din rulare.

Pentru amestecul de incubare pentru DNaza |, pipetati volumul indicat de solutie
tampon de digerare a ADN-ului (RDD)intr-un PT si adaugati volumul indicat de solutie
standard de DNaza | (RNFD). Amestecati pipetand usor intreqgul amestec n sus si in
jos de 3 ori, folosind un varf de pipeta de 1000 pl.

@ Utilizati PT-urile de 2 ml incluse in PAXgene Blood RNA Kit. Etichetati clar
tuburile cu denumirile reactivilor si plasati-le in pozitia corespunzatoare in
fantele MCT, asa cum este indicat in Tabelul 6 (pagina 67).

® DNaza | (RNFD) este deosebit de sensibila la denaturarea fizica. Amestecati
doar prin pipetare, folosind varfuri de pipeta cu diametru larg pentru a

reduce probabilitatea de retezare. Nu agitati in agitatorul vortex.

Asigurati-va ca pipetati doar volumul necesar, asa cum este indicat in Tabelul 5 de
mai jos.
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Tabelul 5: Volumul de reactivi necesar in PT-uri pentru fantele MCT

Numarul Volumul de reactiv pentru numarul indicat de probe (pl)

CReEE Proteinaza K (PK) Amestec de incubare DNaza | Solutie tampon de
elutie (BR5)

2 126 187(23 DNaza | + 164 solutie tampon RDD) 313

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

9 429 701(88 DNaza | + 613 solutie tampon RDD) 918

10 472 775 (97 DNaza | + 678 solutie tampon RDD) 1004
12 558 921(115 DNaza | + 806 solutie tampon RDD) n77

Tabelul 6: Fante pentru MCT

__
Continut Proteinaza K Amestec de incubare DNaza | Solutie tampon de elutie
(BR5)
Recipient Tub de procesare* Tub de procesare* Tub de procesare*

* Utilizati PT-urile de 2 mlincluse in PAXgene Blood RNA Kit.

Instructiuni de utilizare (manual) PAXgene Blood RNA Kit 02/2023 7



Eliminare

Pentru eliminarea in siguranta dupa recoltarea esantioanelor si izolarea manuala a
ARN-ului, consultati informatiile de siguranta si precautiile de la paginile 18 si,

respectiv, 19.

In plus, pentru izolarea automatd a ARN-ului folosind QlAcube Connect MDX,
consultati Figura 21 si Figura 22, paginile 68 si, respectiv, 69, indicand fantele
dedicate pentru varfuri si coloane utilizate pentru eliminare.
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Ghid de depanare

Acest ghid de depanare poate fi util pentru rezolvarea oricaror probleme care pot
aparea. Pentru informatii suplimentare, consultati pagina intrebari frecvente din
cadrul Centrului nostru pentru asistenta tehnica:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Cercetatorii din cadrul Serviciilor Tehnice
QIAGEN va stau intotdeauna la dispozitie pentru a raspunde la orice intrebari pe care
le aveti despre informatiile si protocoalele din acest manual sau proba, precum si
despre tehnologiile de prelevare si testare (pentru datele de contact, consultati
ultima pagina sau vizitati www.qiagen.com).

ARN degradat

Aveti grija sa nu introduceti RNaze in reactivi in timpul procedurii sau
al manipularii ulterioare (consultati Anexa A, pagina 79).

a) Contaminarea cu RNaza

)

Rezultat ARN slab

b) Mai putin de 2,5 ml de sange
recoltat in PAXgene Blood RNA
Tube (BRT)

Asigurati-va ca se recolteaza 2,5 ml de sdnge in PAXgene Blood RNA
Tube (BRT; consultati Manualul PAXgene Blood RNA Tube)

ARN-ul trebuie diluat in 10 mM Tris-HCI, pH 7,5* pentru o cuantificare
precisa(consultati Anexa B, pagina 81).

Concentratia de ARN masurata in
apa

2,

Evitati transferul particulelor mari la pipetarea lichidului supernatant
in etapa 7 a protocolului manual (transferul de reziduuri mici nu va
afecta procedura).

d) Reziduuri celulare transferate in
PRC in etapele 9 si 10 ale
protocolului manual

Asigurati-va ca intregul lichid supernatant este indepartat. Daca
lichidul supernatant este decantat, indepartati picaturile de pe
marginea PAXgene Blood RNA Tube (BRT) prin tamponare pe un
prosop de hartie. Luati masurile de precautie adecvate pentru a
preveni contaminarea incrucisata.

(0}

Lichidul supernatant nu a fost
indepartat complet in etapa 3

SASISAS

* Atunci cand lucrati cu substante chimice, utilizati intotdeauna un halat de laborator, manusi de unica folosinta si
ochelari de protectie adecvati. Pentru informatii suplimentare, consultati fisele cu date de securitate (Safety Data
Sheets, SDS) corespunzatoare, disponibile de la furnizorul produsului.
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f) Dupé recoltareain PAXgene Incubati sdngele in PAXgene Blood RNA Tube (BRT) timp de cel putin 2
Blood RNA Tube (BRT), sangele ore dupa recoltare.
este incubat timp de mai putin

de 2 ore

Valoare Aze0/ A2s0 scazuta

g) Apa utilizata pentru diluarea Folositi 10 mM Tris-HCI, pH 7,5 pentru a dilua ARN-ul inainte de
ARN-ului pentru masurarea masurarea puritatii.* (consultati Anexa B, pagina 81).

Azso/ Azgo

corect lazero aceeasi proportie de solutie tampon de elutie (BR5) si 10 mM Tris-HClI,
pH 7,5, ca siin probele care urmeaza sa fie masurate. Solutia tampon
pentru elutie (BR5) are o absorbanta ridicata la 220 nm, ceea ce poate
genera niveluri mari ale absorbantei in fundal, daca spectrofotometrul
nu este adus la zero in mod corespunzator.

Defectiune a instrumentului

i) OlAcube Connect MDx nu a Cititi Manualul de utilizare OlAcube Connect MDx, acordand o atentie deosebita
functionat corect sectiunii Depanarea. Asigurati-va ca instrumentul este intretinut corespunzator,
asa cum este descris in manualul de utilizare.

h) Spectrofotometrul nu este adus @ Aduceti la zero spectrofotometrul folosind un blanc constand din

* 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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Simboluri

In instructiunile de utilizare sau pe ambalaj si pe etichete pot aparea urméatoarele
simboluri. Simbolurile suplimentare sunt explicate in Continutul kitului (pagina 6).

V<N1> Versiunea <N1> a produsului

Contine reactivi suficienti pentru <N2> testari

<

<N2>

Consultati instructiunile de utilizare

Data de expirare

Dispozitiv medical pentru diagnostic in vitro

Numar de catalog

o
-

EEEEEEEEE =

Numar de lot
Numar material
Componente
Numar

Unitati Kunitz
Adaugare
CONT Contine
Standardul

Dezoxiribonucleaza |
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Etanol
|zotiocianat de guanidina
|RNase-Free DNase Set | Set de DNaza fara RNaza
GTIN Numérul global de articol comercial (GTIN)

Limita de temperatura

Limita superioara de temperatura

Producator

Reprezentantd europeand autorizata, in conformitate cu
Regulamentul (UE) 2017/746

Nota importanta

Adaugarea de etanol

Marcaj CE. Acest produs indeplineste cerintele
Regulamentului (UE) 2017/746 privind dispozitivele
medicale pentru diagnostic in vitro.

Identificator unic dispozitiv

Atentie

AVERTISMENT: Suprafata fierbinte

P[> =
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Date de contact

in cadrul QIAGEN, respectdm standarde inalte in ceea ce priveste calitatea si
disponibilitatea asistentei tehnice. Departamentele noastre de Servicii tehnice sunt
formate din cercetatori cu experienta avand cunostinte practice si teoretice
extensive in domeniul biologiei moleculare si al utilizarii produselor PreAnalytiX. Daca
avetiintrebari despre PAXgene Blood RNA Kit, nu ezitati sa ne contactati.

Pentru asistenta tehnica si informatii suplimentare, consultati Centrul nostru pentru
asistenta tehnica la adresa www.giagen.com/Support, apelati numarul de telefon
00800-22-44-6000 sau contactati Departamentele de Servicii tehnice ale QIAGEN
sau distribuitorii locali (consultati coperta a patra sau vizitati www.giagen.com).
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Anexa A: Observatii generale privind
manipularea ARN

Manipularea ARN-ului

@

Ribonucleazele (RN-aze) sunt enzime foarte stabile si active care, in
general, nu au nevoie de cofactori pentru a functiona. Deoarece RNazele
sunt dificil de inactivat, iar pentru degradarea ARN-ului sunt suficiente
cantitati infime, nu utilizati nici un material din plastic sau sticla fara a
elimina maiintai o posibila contaminare cu RNaze. Trebuie sa actionati cu
mare grija pentru a evita introducerea din greseald a RNazelor in proba de
ARN n timpul sau dupa procedura de izolare. Pentru a crea si a mentine
un mediu lipsit de RNaze, trebuie luate masuri de precautie in timpul
pretratarii si al utilizarii recipientelor si solutiilor (de unica folosinta sau
nu)atunci cand se lucreaza cu ARN.

Manipularea generala

@

Atunci cand se lucreaza cu ARN, trebuie sa se utilizeze intotdeauna o
tehnica microbiologica aseptica adecvata. Mainile si particulele de praf
sunt purtatoare de bacterii si mucegaiuri si sunt cele mai frecvente surse
de contaminare cu RNaze. Purtatiintotdeauna manusi de latex sau de vinil
in timpul manipularii reactivilor si a probelor de ARN pentru a preveni
contaminarea cu RN-aze de la suprafata pielii sau de la echipamentul de
laborator prafuit. Schimbati frecvent manusile sitineti eprubetele inchise
ori de cate ori este posibil. Pastrati ARN purificat pe gheata atunci cand
partile alicote sunt pipetate pentru aplicatii in aval.

Protocoalele pentru indepartarea contaminarii cu RNaza din materialele din sticla si
solutii pot fi gasite in ghiduri generale de biologie moleculara, cum ar fi Sambrook, J.
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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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Anexa B: Cuantificarea si determinarea
calitatii ARN-ului total

Cuantificarea ARN-ului

Concentratia ARN-ului trebuie determinata prin masurarea absorbantei la 260 nm
(Ags0)intr-un spectrofotometru. Pentru a asigura semnificatia, citirile trebuie sa fie in
intervalul liniar al spectrofotometrului. O absorbanta de 1 unitate la 260 nm
corespunde la 44 pg de ARN per ml(Azso =1= 44 pg/ml). Aceasta relatie este valabila
numai pentru masuratoriin 10 mM Tris-HCI, pH 7,5.* Prin urmare, daca este necesar sa
se dilueze proba de ARN, acest lucru trebuie facut in 10 mM Tris-HCI. Dupa cum se
discutd mai jos (consultati ,Puritatea ARN-ului”, pagina 82), raportul dintre valorile
absorbantei la 260 si 280 nm ofera o estimare a puritatii ARN-ului. Cand masurati
probe de ARN, asigurati-va ca in cuvete nu existd RNaza. Aduceti la zero
spectrofotometrul folosind un blanc constand din aceeasi proportie de solutie
tampon de elutie (BR5) si solutie tampon Tris-HCl ca siin probele care urmeaza sa fie
masurate. Solutia tampon pentru elutie (BR5) are o absorbanta ridicata la 220 nm,
ceea ce poate genera niveluri mari ale absorbanteiin fundal, daca spectrofotometrul
nu este adus la zero in mod corespunzator. Un exemplu de calcul implicat in
cuantificarea ARN-ului este prezentat mai jos.

Volumul probei de ARN 80 pl
Dilutie (1/15) 10 pl de prob& de ARN + 140 pl 10 mM Tris-HCI, pH 7,5
Mé&surati absorbanta probei diluate intr-o cuveta (fara RNaza).

Azsg = 0,3
Concentratia probei = 44 x Ao x factor de dilutie
=  44x0,3x15
= 198 pg/ml
Rezultat total = concentratie x volumul probei in mililitri

* Atunci cand lucrati cu substante chimice, utilizati intotdeauna un halat de laborator, manusi de unica folosinta si
ochelari de protectie adecvati. Pentru informatii suplimentare, consultati fisele cu date de securitate (Safety Data
Sheets, SDS) corespunzatoare, disponibile de la furnizorul produsului.
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198 pg/ml = 0,08 ml
15,8 ug ARN

Puritatea ARN-ului

Raportul dintre citirile la 260 si 280 nm (Azs0/ A2s0) oferd o estimare a puritatii ARN-ului
in raport cu contaminantii absorbiti in UV, cum ar fi proteinele. Totusi, raportul
Azeo/ Azgo este influentat considerabil de pH. Un pH mai scazut are carezultat un raport
Azso/ Azgo Mmai mic si o sensibilitate redusa la contaminarea cu proteine.* Pentru valori
precise, se recomanda masurarea absorbantei in 10 mM Tris-HCI, pH 7,5. ARN-ul pur
are un raport Aso/Aze de 1,8-2,2 in 10 mM Tris-HCI, pH 7,5. Aduceti la zero
spectrofotometrul folosind un blanc constand din aceeasi proportie de solutie
tampon de elutie (BR5) si solutie tampon Tris-HCI ca siin probele care urmeazé s fie
masurate. Solutia tampon pentru elutie (BR5) are o absorbanta ridicata la 220 nm,
ceea ce poate genera niveluri mari ale absorbanteiin fundal, daca spectrofotometrul
nu este adus la zero in mod corespunzator.

* 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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Anexa C: Manipularea tuburilor PAXgene
Blood RNA Tubes (BRT)

@ Urmatoarele recomandari de la BD pot fi utile la manipularea tuburilor

PAXgene Blood RNA Tubes(BRT). Consultati Manualul PAXgene Blood RNA
Tube pentru mai multe informatii despre tuburile PAXgene Blood RNA
Tubes (BRT).

Instructiuni pentruindepartarea capacului BD Hemogard

1.

Prindeti PAXgene Blood RNA Tube (BRT) cu o méana, plasand degetul mare sub
capacul BD Hemogard. (Pentru o stabilitate sporita, asezati bratul pe o suprafata
solida.) Cu cealaltda mana, rasuciti capacul BD Hemogard, impingand simultan in
sus doar cu degetul mare al celeilalte maini, pana cand dopul tubului este slabit.

2. Indepartati degetul mare inainte s& ridicati capacul. Nu folositi degetul mare

pentru a impinge capacul de pe PAXgene Blood RNA Tube (BRT). Atentie: Daca
PAXgene Blood RNA Tube (BRT) contine sange, exista un risc de expunere. Pentru
apreveniaccidentareain timpul indepartarii capacului, este important ca degetul
mare folosit pentru aimpinge in sus capacul sa nu maiintrein contact cu PAXgene
Blood RNA Tube (BRT) imediat ce capacul BD Hemogard este slabit.

Ridicati capacul de pe PAXgene Blood RNA Tube (BRT). in cazul putin probabil in
care protectia din plastic se desprinde de dopul de cauciuc, nu puneti capacul la
loc. Indepartati cu grija dopul de cauciuc de pe PAXgene Blood RNA Tube (BRT).
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Instructiuni pentru inserarea capacului secundar BD Hemogard

1. Punetilaloc capacul peste PAXgene Blood RNA Tube (BRT).

2. Rasuciti si impingeti ferm in jos pana cand dopul este asezat complet.
Reintroducerea completa a dopului este necesara pentru fixarea in siguranta a
capacului pe PAXgene Blood RNA Tube (BRT)in timpul manipularii.
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Informatii pentru comanda

T S N

PAXgene Blood RNA Kit 50 de coloane rotative PAXgene, 50 de 762174
(50) coloane rotative Shredder, tuburi de

procesare, DNaza | fara RNaza, reactivi si

solutii tampon fara RNaza. A se utiliza

impreuna cu tuburile PAXgene Blood RNA

Tubes

PAXgene Blood RNA Tubes 100 de tuburi de recoltare a sangelui 762165
(100)

Produse similare care pot fi comandate de la QIAGEN pentru izolarea automata a ARN-ului pe QlAcube

Starter Pack, OlAcube Pachetul include: suporturi pentru flacoane 990395
de reactivi(3); benzi de etichetare a
suportului(8); varfuri cu filtru de 200 pl (1024);
Varfuri cu filtru de 1000 pl (1024); varfuri cu
filtru de 1000 pl,
cu diametru larg (1024); flacoane de reactivi
de 30 ml(18); adaptoare de rotor (240); suport
pentru adaptorul rotorului

Filter-Tips, 1000 pL (1024)  Varfuri cu filtru sterile, de unica folosinta, pe 990352
suport
Reagent Bottles, 30 mL (6) Flacoane de reactivi(30 ml) cu capace; 990393

pachet de 6; pentru utilizare cu suportul
pentru flacoane de reactivi QlAcube

Rotor Adapters (10 x 24) Pentru 240 de preparari: 240 de adaptoare de 990394
rotor de unica folosinta; pentru utilizare cu
QlAcube

Reagent Bottle Rack Suport pentru 6 flacoane de reactivi de 30 ml 9026197
pe masa de lucru QlAcube

Rotor Adapter Holder Suport pentru 12 adaptoare de rotor de unica 990392
folosinta; pentru utilizare cu QlAcube

Produse similare care pot fi comandate de la BD pentru recoltarea sangelui cu tuburi PAXgene Blood

RNA Tubes (BRT)*

BD Vacutainer® Safety Ac 21G, 0,75 inch (0,8 x 19 mm), tub de 12 367286/
Lok™ Blood Collection Set  inch (305 mm) cu adaptor luer; 50 per 367281
cutie, 200 per ladita
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T S N

BD Vacutainer® Push Ac 21G 3/4 inch (0,8 x 19 mm), tub de 12 inch 367344
Button Blood Collection (305 mm) cu adaptor luer. 50/cutie, 200/1adita
Set

BD Vacutainer One-Use Numai ladita pentru diametre de 13 mm si 16 364815
Holder mm; 1000/1adita

BD Vacutainer Plus Serum  Recipient de 13 x 75 mm, 4,0 ml, cu capac BD 368975/
Tubes Hemogard rosu si eticheta de hartie; 367812

100/cutie, 1000/1adita

BD Vacutainer EST Tube Recipient de 13 x 75 mm 3,0 ml cu capac BD 362725
Hemogard transparent si eticheta
transparenta; 100/cutie, 1000/ladita

BD Vacutainer No Additive  Recipient de 13 x 75 mm, 3,0 ml, cu capac BD 366703
(Z) Tube Hemogard transparent si eticheta de hartie;
100/cutie, 1000/1adita

* Aceste accesorii de recoltare a sangelui reprezinta produse tipice care pot fi utilizate cu tuburile PAXgene Blood RNA
Tubes (BRT). Pentru a afla mai multe despre aceste accesorii, inclusiv despre cum sa le comandatji, vizitati
www.preanalytix.com.
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Istoricul revizuirilor documentului

[R1]aprilie 2022 Editie IVDR initiala

[R2]februarie 2023 Adresa PreAnalytiX GmbH s-a schimbat din ,Feldbachstrasse”in ,Garstligweg 8".
Produse BD addugate in Informatii pentru comanda. Informatii de siguranta
actualizate.
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Note
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Pentru informatii actualizate privind licentele si clauzele de declinare a raspunderii
specifice produselor, consultati ghidul sau manualul de utilizare al kitului PreAnalytiX

sau QIAGEN respectiv. Ghidurile si manualele de utilizare ale kiturilor PreAnalytiX si
QOIAGEN sunt disponibile la adresele www.preanalytix.com si www.giagen.com sau
pot fi solicitate de la Serviciile tehnice QIAGEN sau distribuitorul dvs. local.

Better samples o~ :
More toeZplore - Preéﬁ?l&ﬂ,x

Explorati mai multe la: www.preanalytix.com
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Pentru comenzi www.qgiagen.com/shop | Suport tehnic www.support.qia?\‘en.com | Site web www.qgiagen.com sau www.preanalyéié.com
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