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Zestawy PAXgene Blood RNA Kit nie sg dostepne we wszystkich krajach; prosimy o przestanie zapytania.

Umowa ograniczonej licencji

Uzytkowanie tego produktu oznacza wyrazenie zgody nabywcy lub uzytkownika zestawu PAXgene Blood RNA Kit na nastepujgce warunki:

1. Zestawu PAXgene Blood RNA Kit mozna uzywac wytacznie zgodnie z dokumentem PAXgene Blood RNA Kit — Instrukcja obstugi i tylko razem ze
sktadnikami zawartymi w zestawie. Firma PreAnalytiX nie udziela zadnej licencji w zakresie praw wiasnosci intelektualnej do uzytkowania lub taczenia
sktadnikow tego zestawu ze sktadnikami nienalezacymi do tego zestawu, z wyjatkiem przypadkoéw opisanych w dokumencie PAXgene Blood RNA Kit —
Instrukcja obstugi oraz dodatkowych protokotach dostepnych na stronie www.preanalytix.com.

2. Z wyjatkiem wyraznie okreslonych licencji, firma PreAnalytiX nie udziela gwaranciji, ze ten zestaw i/lub jego uzytkowanie nie narusza praw stron trzecich.

3. Zestaw oraz jego sktadniki sg przeznaczone do jednorazowego uzytku, nie mozna ich ponownie uzywaé, regenerowac ani odsprzedawac.

4. Firma PreAnalytiX nie udziela innych licencji, wyrazonych lub dorozumianych, poza tymi, ktére sg wyraznie okreslone.

5. Nabyweca i uzytkownik zestawu zobowigzuje si¢ nie podejmowac dziatan ani nie zezwala¢ innym osobom na podejmowanie dziatan, ktére moga doprowadzi¢
do wykonania lub umozliwi¢ wykonanie zabronionych czynnosci wymienionych powyzej.

6. Firma PreAnalytiX moze wyegzekwowac¢ przestrzeganie zakazéw niniejszej Umowy ograniczone;j licencji i wnie$¢ sprawe do dowolnego sadu i ma prawo
zazadac zwrotu kosztéw wszelkich postepowan i kosztéw sadowych, w tym wynagrodzen prawnikéw, zwigzanych z egzekwowaniem postanowiert Umowy
ograniczonej licencji lub wszelkich praw wtasnosci intelektualnej w odniesieniu zestawu i/lub jego sktadnikow.

Aktualne warunki licenciji s dostepne na stronie www.preanalytix.com.

Sprzedaz warunkowa

Opisywany w niniejszym dokumencie produkt jest objety licencjg na podstawie okreslonych zastrzezen o numerach US-7,270,953 i US-7,682,790, jak rowniez EP-
1820793 B1 oraz zagranicznych odpowiednikdw tych zastrzeZzen patentowych obejmujgcych stosowanie tego produktu w celu przetwarzania kompleksu kwaséw
nukleinowych utworzonego podczas pobierania prébki do probéwki PAXgene Blood RNA Tube.

HB-0101-007 BD-8945 1122120 © 2005-2020 PreAnalytiX GmbH, wszelkie prawa zastrzezone.

PreAnalytiX GmbH
Feldbachstrasse

CH — 8634 Hombrechtikon
Szwajcaria
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Dystrybutorzy firmy PreAnalytiX

Produkty PreAnalytiX sg wytwarzane i dystrybuowane przez firme QIAGEN lub BD dla

firmy PreAnalytiX. Produktéw nie mozna zamoéwi¢ w firmie PreAnalytiX GmbH.

Informacje kontaktowe lokalnego dystrybutora firmy PreAnalytiX znajdujg sie na ostatniej stronie.
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Zawartosc¢ zestawu

PAXgene Blood RNA Kit (50)

Nr katalogowy 762174

Liczba przygotowan 50

BR1 Resuspension Buffer [RES |BUF 20 ml
(Bufor do przygotowywania zawiesiny)

BR2 Binding Buffer (Bufor do wigzania)* |BIND [BUF 18 ml

BR3 Wash Buffer 1 (Bufor ptuczacy 1)* WASH |[BUF n 45 ml

BR4 Wash Buffer 2 (concentrate) (Bufor ptuczgcy 2 |WASH | BUF |2|CONC| 11 ml
(koncentrat))*

BR5 Elution Buffer (Bufor do elucji) ELU |BUF 6 ml

RNFW RNase-Free Water (bottle) (Woda wolna od | PEL [WASH]| 2 x 125 ml
RNaz (butelka))

PK Proteinase K (green lid) (Proteinaza K PROTK 2x1,4ml
(zielone wieczko))

PRC PAXgene RNA Spin Columns (red) (Kolumny [ PAXgene [RNA[COL| 5x 10
wiréwkowe PAXgene RNA (czerwone))

PT Processing Tubes (Probéwki do PROC [TUBE 6 x 50
przetwarzania) (2 ml)

Hemogard Secondary BD Hemogard™ Closures CLOS 50
(Dodatkowe zamknigcia BD Hemogard™)

MCT Microcentrifuge Tubes (Probéwki [ MIC [TUBE 3x50,1x10
mikrowiréwkowe) (1,5 ml)

RNFD DNase |, RNase-free (lyophilized) (DNaza I, 1500 jednostek
wolna od RNaz (liofilizowana)) Kunitza*

RDD DNA Digestion Buffer (white lid) (Bufor do DIG [BUF 2x2ml
trawienia DNA (biate wieczko))

DRB DNase Resuspension Buffer (tube, lilac lid) [DNase [RES|BUF 2 ml
(Bufor do przygotowywania zawiesiny DNazy
(proboéwka, liliowe wieczko))

PSC PAXgene Shredder Spin Columns (lilac) | PAXgene [SHRED [ COL | 5x 10
(Kolumny wiréwkowe PAXgene Shredder
(liliowe))

Instrukcja  PAXgene Blood RNA Kit — Instrukcja obstugi D] 1

obstugi (wersja 2)

* Produkt nie jest zgodny z odczynnikami dezynfekujgcymi, ktére zawierajg wybielacz. Zawiera sol guanidyny.
Informacje dotyczace bezpieczenstwa znajdujg sie na stronie 10.

T Bufor ptuczacy 2 (BR4) jest dostarczany w postaci koncentratu. Przed pierwszym uzyciem dodac¢ 4 objetosci
etanolu (96—100%, stopien czystosci cz.d.a.), zgodnie z instrukcjg na butelce, aby uzyska¢ roztwor roboczy.

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

Zawiera odczynniki wystarczajgce do przeprowadzenia <N> testéw

<

<N>

Zapoznac sie z instrukcjg uzycia

Data waznosci

=

IVD Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro

Numer katalogowy

I.OT Numer serii

Numer materiatu

J

COMP Skiadniki
@ Numer
STE RI LE R Metoda sterylizacji — sterylizacja promieniowaniem
Jednostki Kunitza
ADD Dodawanie
Zawiera
Zrekonstytuowany
Deoksyrybonukleaza |
Etanol
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GITC Izotiocyjanian guanidyny

RNase-Free DNase Set | RNase-Free DNase Set

GTIN Globalny numer jednostki handlowej
Nie uzywac¢ ponownie

Zakres temperatury

Gorny limit temperatury

Producent

B~ 9f

I\Ij Wazna informacja

Warunki przechowywania

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

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

System PAXgene Blood RNA System sktada sie z probdwki do pobierania krwi (PAXgene
Blood RNA Tube, BRT) oraz zestawu do oczyszczania kwaséw nukleinowych (PAXgene
Blood RNA Kit). Jego przewidzianym zastosowaniem jest pobieranie, przechowywanie
i transportowanie krwi oraz stabilizacia RNA wewnatrzkomérkowego w  zamknietej
probéwce, a nastepnie izolacja i oczyszczanie RNA pacjenta z krwi peinej na potrzeby
molekularnych testow diagnostycznych RT-PCR.

Parametry skutecznosci dla systemu PAXgene Blood RNA System ustalono
wylacznie za pomocag transkryptéw genéw FOS i IL1B. Uzytkownik jest
odpowiedzialny za ustalenie odpowiednich parametrow skutecznosci systemu
PAXgene Blood RNA System dla innych transkryptéw docelowych.

Wskazania dotyczgce stosowania

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

Ograniczenia w zakresie stosowania produktu

Zestaw PAXgene Blood RNA Kit jest przeznaczony do oczyszczania RNA
wewnatrzkomadrkowego z ludzkiej krwi petnej (4,8 x 106-1,1 x 107 leukocytéw/ml) do zastosowan
diagnostyki in vitro. Nie jest on przeznaczony do oczyszczania DNA genomowego lub
wirusowych kwaséw nukleinowych z ludzkiej krwi petnej. Ze wzgledu na ograniczong liczbe
transkryptow zwalidowanych pod katem specyfikaciji stabilizacji (transkrypty genéw FOS i IL1B)
nie okreslono parametrow skutecznosci dla wszystkich transkryptéw. W celu okreslenia, czy
konieczne jest przeprowadzenie walidacji dla innych transkryptow, uzytkownik powinien dokonaé¢
przegladu danych producenta oraz wtasnych danych.
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Produkt jest przeznaczony do stosowania przez profesjonalnych uzytkownikéw, takich jak

technicy i lekarze przeszkoleni w zakresie procedur diagnostyki in vitro.

Informacje na temat uzycia proboéwek PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) zawiera dokument
PAXgene Blood RNA Tube — Instrukcja obstugi (PAXgene Blood RNA Tube Handbook).

Kontrola jakosci

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

Pomoc techniczna

W firmie QIAGEN szczycimy sie jakoscig i dostepnoscig naszej pomocy technicznej.
W naszych dziatach serwisu technicznego pracujg do$wiadczeni naukowcy majgcy rozlegta
wiedze praktyczng i teoretyczng w dziedzinie biologii molekularnej oraz stosowania
produktow firmy PreAnalytiX. W razie jakichkolwiek pytan dotyczacych zestawu PAXgene
Blood RNA Kit prosimy o kontakt.

W celu uzyskania pomocy technicznej oraz dalszych informacji prosimy o kontakt
telefoniczny z dziatem serwisu technicznego firmy QIAGEN.

Informacje dotyczgce bezpieczenstwa

UE — wszelkie powazne incydenty zwigzane z wyrobem uzytkownicy powinni zgtaszaé
producentowi i wlasciwemu organowi krajowemu. Poza UE — informacje o incydentach
i zapytania dotyczace wyrobu nalezy kierowa¢ do lokalnego przedstawiciela firmy QIAGEN.
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Podczas pracy ze $rodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywa¢ odpowiedniego fartucha
laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych i okularéw ochronnych.

Podczas pracy z materiatami chemicznymi nalezy zawsze nosi¢ odpowiedni fartuch
laboratoryjny, jednorazowe rekawiczki i okulary ochronne, aby unikng¢ ryzyka zakazenia (np.
wirusem HIV lub wirusem zapalenia watroby typu B). W celu uzyskania dodatkowych informaciji
nalezy zapoznac¢ sie z odpowiednimi kartami charakterystyki (Safety Data Sheet, SDS). Sg one
dostepne online w wygodnym, kompaktowym formacie PDF na stronie www.preanalytix.com,
na ktdérej mozna wyszukiwaé, wyswietla¢ i drukowaé karty charakterystyki dla tego zestawu.

PRZESTROGA NIE dolewa¢ wybielacza Ilub roztworéw kwasowych
bezposrednio do odpadéw powstatych po przygotowaniu
prébek.

Bufor do wigzania (BR2) i bufor ptuczacy 1 (BR3) zawierajg chlorowodorek guanidyny, ktory
moze tworzy¢ wysoce reaktywne zwigzki w potgczeniu z wybielaczem. W przypadku rozlania
buforu do wigzania (BR2) lub buforu ptuczacego 1 (BR3) nalezy usung¢ go za pomocg
odpowiedniego detergentu laboratoryjnego i wody. W przypadku rozlania ptynu
zawierajgcego czynniki potencjalnie zakazne nalezy wyczys$ci¢ zalany obszar najpierw
detergentem laboratoryjnym i wodg, a nastepnie 1-procentowym (stezenie objetosciowe)
podchlorynem sodu (wybielaczem).

Mieszanine roztworu do stabilizacji RNA i krwi z probéwki PAXgene Blood RNA Tube (BRT)
mozna zdezynfekowaé, uzywajgc 1 objetosci dostepnego w handlu roztworu wybielacza
(5-procentowy podchloryn sodu) na 9 objetosci mieszaniny roztworu do stabilizacji RNA i krwi.

Odpady powstate po przygotowaniu probek, takie jak supernatanty z etapdw wirowania
wykonywanych w procedurze oczyszczania RNA, nalezy uznawaé za materiaty potencjalnie
zakazne. Przed utylizacjg odpaddéw nalezy wysterylizowac je w autoklawie lub spali¢, aby zniszczyé
wszelkie materialy zakazne. Utylizacie nalezy przeprowadza¢ zgodnie z obowigzujgcymi
przepisami.
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Do skfadnikow zestawu PAXgene Blood RNA Kit majg zastosowanie nastepujgce zwroty

wskazujgce na zagrozenia i okreslajgce $rodki ostroznosci. Informacje dotyczace
bezpieczenstwa probéwek PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) zawiera dokument PAXgene
Blood RNA Tube — Instrukcja obstugi.

Bufor BR2

gy

Bufor BR3

Zawiera: tiocyjanian guanidyny. Niebezpieczenstwo! Dziata szkodliwie po
potknigciu. Moze dziata¢ szkodliwie w kontakcie ze skérg lub w przypadku
wdychania. Powoduje powazne uszkodzenie oczu. Dziata szkodliwie na
organizmy wodne, powodujgc dtugotrwate skutki. W kontakcie z kwasami
uwalnia bardzo toksyczne gazy. Stosowac rekawice ochronne/odziez
ochronng/ochrone oczu/ochrone twarzy. W PRZYPADKU DOSTANIA
SIE DO OCZU: Ostroznie ptuka¢ wodg przez kilka minut. Wyja¢ soczewki
kontaktowe, jezeli sg zatoZzone i mozna je tatwo usung¢. Nadal ptukac.
Natychmiast skontaktowaé si¢ z OSRODKIEM ZATRUC lub lekarzem.

Zawiera: etanol; tiocyjanian guanidyny. Niebezpieczenstwo!
tatwopalna ciecz i opary. Powoduje powazne uszkodzenie oczu.
W kontakcie z kwasami uwalnia bardzo toksyczne gazy. Trzymac¢ z dala
od zrodet cieptaliskier/otwartego ognia/goracych powierzchni. Nie pali¢
papieroséw. Stosowaé rekawice ochronne/odziez ochronna/ochrone
oczu/ochrone twarzy. W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZzU:
Ostroznie ptuka¢ wodg przez kilka minut. Wyja¢ soczewki kontaktowe,
jezeli sg zatozone i mozna je tatwo usung¢. Nadal ptukaé. Natychmiast
skontaktowa¢ sig z OSRODKIEM ZATRUC Iub lekarzem.
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DNaza |

Proteinaza K

12

Zawiera: DNaze. Niebezpieczenstwo! Moze powodowaé reakcje
alergiczng skoéry. Moze powodowaé objawy alergii lub astmy lub
trudnosci w oddychaniu w nastepstwie wdychania. Unikac
wdychania pytu/dymu/gazu/mgietki/par/rozpylonej cieczy. Stosowac
rekawice ochronne/odziez ochronna/ochrone oczu/ochrone twarzy.
Stosowa¢ indywidualne $rodki ochrony drég oddechowych.
W PRZYPADKU narazenia lub problemoéw: Skontaktowac sie
z OSRODKIEM ZATRUC lub z lekarzem. Wyprowadzié lub wynie$é
poszkodowanego na $wieze powietrze i zapewni¢ warunki do
odpoczynku w pozycji umozliwiajgcej swobodne oddychanie.

Zawiera: proteinaze K. Niebezpieczenstwo! Powoduje fagodne
podraznienie skory. Moze powodowaé objawy alergii lub astmy lub
trudnosci w oddychaniu w nastepstwie wdychania. Unikac
wdychania pytu/dymu/gazu/mgietki/par/rozpylonej cieczy. Stosowac
rekawice ochronne/odziez ochronna/ochrone oczu/ochrone twarzy.
Stosowa¢ indywidualne $rodki ochrony drég oddechowych.
W PRZYPADKU narazenia lub problemoéw: Skontaktowac sie
z OSRODKIEM ZATRUC lub z lekarzem. Wyprowadzié lub wynie$é
poszkodowanego na $wieze powietrze i zapewni¢ warunki do
odpoczynku w pozycji umozliwiajgcej swobodne oddychanie.
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Wstep

Pobranie krwi petnej to pierwszy etap wielu oznaczen molekularnych wykonywanych w celu
badania RNA komdrkowego. Jednakze powaznym problemem wystepujgcym w takich
eksperymentach jest niestabilnos¢ profilu RNA komérkowego w warunkach in vitro.
W badaniach przeprowadzonych w firmie PreAnalytiX wykazano, ze liczba kopii
poszczegolnych rodzajow mRNA w krwi peinej moze zmieni¢ sie ponad 1000-krotnie
podczas przechowywania lub transportowania prébki w temperaturze pokojowej.* Jest to
spowodowane szybkim rozktadem RNA oraz indukowang ekspresja okreslonych genéw po
pobraniu krwi. Takie zmiany profilu ekspresji RNA uniemozliwiajg prowadzenie
wiarygodnych badan ekspresji genoéw. Z tego wzgledu w celu doktadnej analizy ekspresji
genow w ludzkiej krwi petnej kluczowe jest zastosowanie metody, ktéra umozliwia
zachowanie profilu ekspresji RNA podczas i po pobraniu krwi.

Zasada dziatania i procedura

Firma PreAnalytiX opracowata system, ktéry umozliwia pobranie, stabilizacje, przechowywanie
i transport probek ludzkiej krwi petnej, wraz z szybkim i wydajnym protokotem oczyszczania RNA
wewngtrzkomorkowego. System wymaga uzycia probowek PAXgene Blood RNA Tubes (BRT;
patenty w Stanach Zjednoczonych o numerach 6,602,718 i 6,617,170) do pobierania krwi
i stabilizacji RNA, a nastepnie recznego lub zautomatyzowanego oczyszczenia RNA za pomoca
zestawu PAXgene Blood RNA Kit. Protokdt reczny i protokdt zautomatyzowany zapewniajg
zasadniczo réwnowazng skuteczno$¢ pod wzgledem jakosci i uzysku RNA. W niniejszej
instrukcji obstugi zawarto dane skutecznosci dla protokotu recznego (strony 22—29) i protokotu
zautomatyzowanego (strony 31-35).

l./ o™ Aparat QIAGEN QIAcube Connect MDx nie jest dostepny we wszystkich krajach.

g Aby uzyska¢ wiecej informacji, nalezy skontaktowac sie z serwisem technicznym
firmy QIAGEN.

* Rainen, L. et al. (2002) Stabilization of mMRNA expression in whole blood samples. Clin. Chem. 48, 1883.
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Pobieranie i stabilizacja probek

Probowki PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) zawierajg zastrzezong mieszanine
odczynnikdbw opracowang na podstawie opatentowanej technologii stabilizacji RNA. Ta
mieszanina odczynnikbw chroni czasteczki RNA przed rozktadem przez RNazy
i minimalizuje zmiany w ekspresji genéw zachodzace pozaustrojowo. Probéwki PAXgene
Blood RNA Tubes (BRT) sg przeznaczone do pobierania ludzkiej krwi petnej i stabilizacji
RNA komérkowego przez maksymalnie 3 dni w temperaturze 18-25°C (Ryc. 1 2, strony 15
i 16) lub przez maksymalnie 5 dni w temperaturze 2—8°C (Ryc. 3i 4, strony 17 i 18). Aktualnie
dostepne dane wskazujg, ze mozliwa jest stabilizacja RNA przez co najmniej 11 lat
w temperaturze —-20°C lub —70°C*. Aby uzyska¢ wiecej danych z trwajgcych badan
dotyczgcych oceny stabilnosci probek w dituzszej perspektywie czasowej, nalezy
skontaktowac sie z dziatem serwisu technicznego firmy QIAGEN.

Rzeczywisty okres stabilizacji RNA moze rozni¢ sie w zaleznosci od rodzaju RNA
komérkowego i jego dalszego =zastosowania. Ze wzgledu na ograniczong liczbe
transkryptéw zwalidowanych pod katem specyfikacji stabilizacji (transkrypty genéw FOS
i IL1B) nie okreslono parametréw skutecznosci dla wszystkich transkryptéw. W celu
okreslenia, czy konieczne jest przeprowadzenie walidacji dla innych transkryptow,

uzytkownik powinien dokonaé przegladu danych producenta oraz wtasnych danych.

* Obecnie trwa diugoterminowe badanie przechowywania krwi w probéwkach PAXgene Blood RNA Tubes.
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Ryc. 1. Stabilnos¢ RNA w prébkach krwi w temperaturze 18-25°C: FOS. Pobrano krew od 10 dawcéw i otrzymane
prébki przechowywano (w dwoch powtérzeniach) w temperaturze 18-25°C przez wskazang liczbe dni, po ktérej
wykonywano oczyszczenie catkowitego RNA. [A] Krew pobrano i przechowywano w probéwkach PAXgene Blood RNA
Tubes (BRT), a nastepnie oczyszczono catkowity RNA za pomoca zestawu PAXgene Blood RNA Kit. [B] Krew pobrano i
przechowywano w standardowych probéwkach do pobierania krwi z EDTA jako antykoagulantem, a nastepnie oczyszczono
catkowity RNA, stosujgc standardowg metode ekstrakcji zwigzkdw organicznych z oczyszczeniem RNA na membranie
krzemionkowej. Wzgledne poziomy transkryptéw FOS okreslono, przeprowadzajgc reakcje dupleks real-time RT-PCR przy
uzyciu 18S rRNA jako wzorca wewnetrznego. Wartosci dla wszystkich probek naniesiono na wykres wraz ze Srednimi i
odchyleniami standardowymi wszystkich probek. Linie przerywane wskazujg +3x catkowitg precyzjg¢ oznaczenia (2,34 Cr).
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Ryec. 2. Stabilnos¢ RNA w prébkach krwi w temperaturze 18-25°C: IL1B. Pobrano krew i oczyszczono catkowity
RNA po przechowywaniu prébek w temperaturze 18-25°C, zgodnie z opisem na Ryc. 1. Wzgledne poziomy
transkryptéw IL1B okreslono, przeprowadzajgc reakcje dupleks real-time RT-PCR przy uzyciu 18S rRNA jako wzorca
wewnetrznego. Wartosci dla wszystkich probek naniesiono na wykres wraz ze srednimi i odchyleniami
standardowymi wszystkich probek. Linie przerywane wskazujg +3x catkowitg precyzje oznaczenia (1,93 Cr).
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Ryc. 3. Stabilnos¢ RNA w prébkach krwi w temperaturze 2-8°C: FOS. Pobrano krew od 10 dawcéw i otrzymane prébki
przechowywano (w dwéch powtdrzeniach) w temperaturze 2—8°C przez wskazang liczbe dni, po ktérej wykonywano
oczyszczenie catkowitego RNA. [A] Krew pobrano i przechowywano w probéwkach PAXgene Blood RNA Tubes (BRT),

a nastepnie oczyszczono catkowity RNA za pomocg zestawu PAXgene Blood RNA Kit. [B] Krew pobrano i przechowywano
w standardowych probéwkach do pobierania krwi z EDTA jako antykoagulantem, a nastepnie oczyszczono catkowity RNA,
stosujgc standardowa metode ekstrakcji zwiazkéw organicznych z oczyszczeniem RNA na membranie krzemionkowej.
Wzgledne poziomy transkryptow FOS okreslono, przeprowadzajac reakcje dupleks real-time RT-PCR przy uzyciu 18S rRNA
jako wzorca wewnetrznego. Wartosci dla wszystkich prébek naniesiono na wykres wraz ze $rednimi i odchyleniami
standardowymi wszystkich prébek. Linie przerywane wskazujg +3x catkowitg precyzje oznaczenia (2,34 Cr).
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Ryc. 4. Stabilnos¢ RNA w probkach krwi w temperaturze 2-8°C: IL1B. Pobrano krew i oczyszczono catkowity

RNA po przechowywaniu prébek w temperaturze 2—-8°C, zgodnie z opisem na Ryc. 3. Wzgledne poziomy

transkryptéw IL1B okreslono, przeprowadzajac reakcje dupleks real-time RT-PCR przy uzyciu 18S rRNA jako wzorca

wewnetrznego. Wartosci dla wszystkich prébek naniesiono na wykres wraz ze $rednimi i odchyleniami

standardowymi wszystkich prébek. Linie przerywane wskazujg +3x catkowitg precyzje oznaczenia (1,93 Cr).
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Zatezanie i oczyszczanie RNA

Zestaw PAXgene Blood RNA Kit jest przeznaczony do oczyszczania catkowitego RNA z 2,5 ml
ludzkiej krwi petnej pobranej do probowki PAXgene Blood RNA Tube (BRT). Procedura ta jest
prosta i moze by¢ wykonywana w sposob reczny lub zautomatyzowany (patrz Ryc. 5i 10, strony
201 30). W obu protokotach oczyszczanie rozpoczynane jest od etapu wirowania wykonywanego
w celu osadzenia kwasow nukleinowych w probéwce PAXgene Blood RNA Tube (BRT). Osad
jest przeptukiwany i zawieszany ponownie, a nastgpnie wykonywane jest reczne lub
zautomatyzowane oczyszczenie RNA. Co do zasady, oba protokoly obejmujg te same etapy
protokotu, w ktérych stosowane sg te same sktadniki zestawu.

Reczne oczyszczanie RNA

W ujeciu szczegdtowym, zawieszony osad jest inkubowany w zoptymalizowanych buforach
z proteinazg K (PK) w celu wytrawienia biatek. W celu zhomogenizowania lizatu
komérkowego i usuniecia pozostatosci komoérek wykonywany jest dodatkowy etap wirowania
przez kolumne wiréwkowg PAXgene Shredder (PSC), a supernatant frakcji, ktéra przeptynie
przez kolumne, jest przenoszony do $wiezej probdowki mikrowirébwkowej. W celu
dostosowania warunkoéw wigzania dodawany jest etanol, a lizat jest nanoszony na kolumne
wiréwkowg PAXgene RNA (PRC). Podczas krétkiego wirowania RNA selektywnie wigze sa
do membrany krzemionkowej PAXgene, a zanieczyszczenia przeptywajg przez kolumne.
Pozostate zanieczyszczenia sg usuwane w kilku wydajnych etapach ptukania. Miedzy
pierwszym a drugim etapem ptukania membrana jest poddawana dziataniu DNazy | (RNFD)
w celu usuniecia sladowych ilosci zwigzanego DNA. Po etapach ptukania RNA jest eluowany
za pomocag buforu do elucji (BR5) i poddawany denaturacji cieplnej.

Catkowity RNA wyizolowany za pomocg systemu PAXgene Blood RNA System jest czysty.
W przypadku stosowania protokotu recznego wartosci Azso/A2s0 mieszczg sie w zakresie od
1,8 do 2,2, a DNA genomowy jest obecny w stezeniu <1% (stezenie procentowe wagowe)
w 295% sposrod wszystkich probek, co zmierzono, wykonujgc ilosciowa reakcje real-time
PCR dla sekwencji genu beta-aktyny. W co najmniej 95% sposrdéd probek nie
zaobserwowano inhibicji reakcji RT-PCR w przypadku stosowania do 30% eluatu.
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Ryc. 5. Reczna procedura PAXgene Blood RNA.
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W przypadku stosowania protokotu recznego $redni czas przygotowania probki (na
podstawie danych uzyskanych z 12 cykli przygotowan prébek) wynosi okoto 90 minut*, przy
czym czas pracy recznej wynosi jedynie 40 minut. Uzyski RNA z 2,5 ml ludzkiej krwi petnej
sg 23 ug dla 295% sposrdéd przetworzonych prébek. Ze wzgledu na to, ze uzyski zalezg
w znacznym stopniu od dawcy, poszczegolne uzyski moga sie rozni¢ miedzy sobg. System
PAXgene Blood RNA zapewnia wysoka odtwarzalnos$¢ i powtarzalnos¢ uzyskéw (Ryc. 6 7,
strony 22 i 23) oraz odtwarzalno$c¢ i powtarzalno$c¢ reakcji RT-PCR (Ryc. 8 i 9, strony 27
i 28) dla poszczegodlnych dawcéw, co sprawia, ze jest wysoce skuteczny w przypadku
klinicznych testow diagnostycznych.

Ryc. 6 (strona 22) wskazuje ogolng powtarzalno$c¢ i odtwarzalno$¢ systemu PAXgene Blood
RNA System. Wykonano dodatkowe badania w celu wykazania wptywu réznych serii
zestawu PAXgene Blood RNA oraz réznych operatoréw na odtwarzalnos¢ uzysku RNA
i wydajnos¢é reakcji real-time RT-PCR. Ze wzgledu na to, ze do badan tych uzywano
zbiorczych prébek krwi, a nie pojedynczych probéwek PAXgene Blood RNA Tubes (BRT),
wyniki nie odzwierciedlajg powtarzalno$ci systemu, w tym zmiennosci miedzy
poszczegolnymi pobraniami krwi, ale jedynie powtarzalno$é przygotowania probek (patrz
Ryc. 7, strona 23).

* Catkowity czas trwania protokotu, w tym poczatkowe etapy postepowania z probéwkami PAXgene Blood RNA
Tubes (wirowania, przeptukiwanie osadu i ponowne zawieszanie osadu).
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Sredni uzysk RNA (ug/2,5 ml krwi)
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Ryc. 6. Odtwarzalne i powtarzalne oczyszczanie RNA. Kazdy z 3 technikéw (A, B, C) przetworzyt recznie po
cztery probki krwi od kazdego z 14 dawcow. Uzywano trzech zestawdw wyposazenia, a wszystkie probki
przygotowane przez danego technika byly przetwarzane za pomoca tego samego wyposazenia. [A] Przedstawiono
$rednie i odchylenia standardowe uzysku RNA dla powtérzen prébek pobranych od tych samych dawcéw,
przetwarzanych przez réznych technikéw. [B] 3 réznych technikéw przetworzyto po dwanascie powtdrzen prébek
krwi od kazdego z 14 dawcow. Przedstawiono $rednie i odchylenia standardowe uzysku RNA dla prébek pobranych
od tych samych dawcéw, przetwarzanych przez wszystkich technikéw. Dla wszystkich prébek RNA wartosci
stosunku Azeo/Azs0 miescity sie w zakresie od 1,8 do 2,2.
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Ryc. 7. Powtarzalnosc¢ i odtwarzalnos¢ uzysku RNA dla réznych operatorow i serii zestawu PAXgene Blood
RNA Kit przy uzyciu zbiorczych prébek krwi. Prébki krwi pobrane od 30 réznych dawcéw zebrano do probédwek
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT; 12 probéwek na dawce, facznie 360 probowek). Zawartosé probéwek
zawierajgcych probki od 3 dawcoéw potgczono w jedng probke, a nastepnie ponownie rozdzielono na 36 prébek.

3 réznych operatoréw przetworzyto recznie te 36 prébek otrzymanych z puli 3 dawcéw. Kazdy operator uzywat 3
réznych serii zestawu PAXgene Blood RNA Kit do ekstrakgcji i przetwarzania czterech powtérzen probek z kazdej

z 10 pul dawcow. [A] Uzysk RNA i odchylenie standardowe dla kazdej kombinacji operator-seria. 3 ré6znych
operatorow (A, B, C) przetworzyto po cztery powtdérzenia prébek krwi z 10 pul dawcéw, uzywajac kazdej z 3 serii
zestawu (1, 2, 3). Przedstawiono $rednie uzyski (kolumny) i odchylenia standardowe (stupki btedéw) otrzymane na
podstawie czterech powtorzen prébki z tej samej puli dawcéw dla réznych operatoréw i réznych serii zestawu. [B]
Warto$¢ CV uzysku RNA na pule dawcéw dla wszystkich kombinacji operator-seria (A, B, C; 1, 2, 3) obliczona na
podstawie wartosci Sredniego uzysku i odchylenia standardowego uzysku przedstawionych na Ryc. 7A.
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Tabela 1A. Odtwarzalno$¢ w obrebie kazdej serii i dla kazdego uzytkownika dla wybranych pul dawcéw
(1, 6,9, 10)

Pula dawcéw 1
5,1 x 10° komérek/ml

Pula dawcéw 6
6,5 x 10° komorek/ml

Sredni uzysk

Sredni uzysk (ug)

Kombinacja danych (H9) SD (ug) CV (%) SD (ug) CV (%)
Seria 1, uzytkownik A 8,03 0,42 5 9,55 0,99 10
Seria 1, uzytkownik B 7,98 1,17 15 9,38 1,94 21
Seria 1, uzytkownik C 7,87 0,45 6 10,71 0,65 6
Seria 2, uzytkownik A 7,32 0,98 13 9,78 1,89 19
Seria 2, uzytkownik B 6,09 1,04 17 9,82 2,83 29
Seria 2, uzytkownik C 6,87 0,31 4 10,37 0,74 7
Seria 3, uzytkownik A 7,04 0,90 13 8,96 0,68 8
Seria 3, uzytkownik B 6,98 1,22 17 7,73 0,97 13
Seria 3, uzytkownik C 8,78 0,89 10 10,59 1,94 18

Pula dawcéw 9
8,4 x 10° komérek/ml

Pula dawcéw 10
10,2 x 10% komorek/ml

Sredni uzysk

Sredni uzysk (ug) SD (ug)

Kombinacja danych (ng9) SD (ug9) CV (%) CV (%)
Seria 1, uzytkownik A 7,52 0,41 6 7,96 0,49 6
Seria 1, uzytkownik B 8,82 1,72 19 8,90 0,76 9
Seria 1, uzytkownik C 10,14 1,46 14 10,22 1,29 13
Seria 2, uzytkownik A 6,92 0,27 4 7,63 1,23 16
Seria 2, uzytkownik B 7,20 0,71 10 7,00 0,56 8
Seria 2, uzytkownik C 9,14 1,52 17 11,56 1,21 10
Seria 3, uzytkownik A 8,18 0,76 9 7,85 0,82 10
Seria 3, uzytkownik B 6,41 0,88 14 8,88 2,17 24
Seria 3, uzytkownik C 10,78 0,56 5 10,88 0,37 3
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Tabela 1B. Odtwarzalnos$¢ dla kazdego uzytkownika i miedzy wszystkimi seriami dla wybranych pul dawcéw
(1, 6,9, 10)

Pula dawcow 1
5,1 x 10° komérek/ml

Pula dawcéw 6
6,5 x 10° komérek/ml

Sredni uzysk

Sredni uzysk

Kombinacja danych (ng) SD (ug) CV (%) (1g) SD (ug) CV (%)
Uzytkownik A, wszystkie 7,46 0,85 11 9,43 1,22 13
serie

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

Uzytkownik C, wszystkie 7,84 0,98 13 10,56 1,15 11
serie

Pula dawcéw 9
8,4 x 10° komdrek/ml

Pula dawcéw 10
10,2 x 10% komorek/ml

Sredni uzysk

Sredni uzysk

Kombinacja danych (ng) SD (ug) CV (%) (ug) SD (ug) CV (%)
Uzytkownik A, wszystkie 7,54 0,72 10 7,81 0,82 11
serie

Uzytkownik B, wszystkie 7,48 1,50 20 8,26 1,54 19
serie

Uzytkownik C, wszystkie 10,02 1,34 13 10,89 1,10 10
serie

Tabela 1C. Odtwarzalno$¢ w obrebie kazdej serii i migdzy wszystkimi
dawcoéw (1, 6, 9, 10)

uzytkownikami dla wybranych pul

Pula dawcéw 1
5,1 x 10° komérek/ml

Pula dawcéw 6
6,5 x 10° komérek/ml

Sredni Sredni uzysk
Kombinacja danych uzysk (ug) SD (ug) CV (%) (ng9) SD (ug) CV (%)
Seria 1, wszyscy uzytkownicy 7,96 0,69 9 9,88 1,34 14
Seria 2, wszyscy uzytkownicy 6,76 0,93 14 9,99 1,84 18
Seria 3, wszyscy uzytkownicy 7,60 1,27 17 9,09 1,71 19

Pula dawcow 9 Pula dawcow 10
8,4 x 10° komoérek/ml 10,2 x 10° komérek/ml

Sredni Sredni uzysk
Kombinacja danych uzysk (ug) SD (ug) CV (%) (ng) SD (ug) CV (%)
Seria 1, wszyscy uzytkownicy 8,83 1,63 19 9,02 1,27 14
Seria 2, wszyscy uzytkownicy 7,75 1,36 18 8,73 2,31 26
Seria 3, wszyscy uzytkownicy 8,46 1,99 24 9,20 1,80 20
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Tabela 1D. Odtwarzalno$¢ miedzy wszystkimi seriami i wszystkimi uzytkownikami dla wybranych pul
dawcoéw (1, 6, 9, 10)

Pula dawcéw 1 Pula dawcéw 6
5,1 x 10° komérek/ml 6,5 x 10° komorek/ml
Sredni uzysk Sredni uzysk
Kombinacja danych (ng) SD (ug9) CV (%) (ng) SD (ug) CV (%)
Seria 1, wszyscy 7,44 1,09 15 9,66 1,65 17
uzytkownicy
Pula dawcéw 9 Pula dawcéw 10
8,4 x 10% komorek/ml 10,2 x 10° komorek/ml
Sredni uzysk Sredni uzysk
Kombinacja danych (ng) SD (ng) CV (%) (ng) SD (ug) CV (%)
Seria 1, wszyscy 8,35 1,70 20 8,99 1,80 20
uzytkownicy

Szczegdtowa analiza 4 reprezentatywnych pul dawcéw. Pule te wybrano na podstawie liczby
biatych krwinek w taki sposéb, aby odzwierciedlaty gorng, srednig i dolng wartos¢ zakresu
prawidtowego liczby biatych krwinek (4,8 x 106-1,1 x 107 leukocytéw/ml). Liczba biatych
krwinek reprezentuje $rednig warto$¢ obliczong na podstawie 3 wynikéw liczby biatych

krwinek otrzymanych dla prébek 3 réznych dawcdéw na pule dawcow.
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Ryc. 8. Odtwarzalnos¢ reakcji RT-PCR — miedzy uzytkownikami. Do reakcji real-time RT-PCR wykorzystano
RNA oczyszczony w eksperymencie opisanym na Ryc. 7. Wzgledne poziomy transkryptéw [A] FOS i [B] IL1B
okreslono, przeprowadzajac reakcje dupleks real-time RT-PCR przy uzyciu 18S rRNA jako wzorca wewnetrznego.
Wartosci dla wszystkich prébek naniesiono na wykres w odniesieniu do wartosci dla uzytkownika A (10 pul dawcéw x
3 serie zestawu x 4 powtérzenia = 120 zestawéw danych dla kazdego genu), ze $rednimi (czerwone linie) i
odchyleniami standardowymi (czarne stupki) dla wszystkich przedstawionych prébek. Linie przerywane wskazujg +3x
catkowitg precyzje oznaczen (FOS: 2,34 Cr; IL1B: 1,93 Cr).
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Ryc. 9. Odtwarzalnos¢ reakcji RT-PCR — miedzy seriami zestawu. Do reakcji real-time RT-PCR wykorzystano
RNA oczyszczony w eksperymencie opisanym na Ryc. 7. Wzgledne poziomy transkryptow [A] FOS i [B] IL1B
okreslono, przeprowadzajgc reakcje dupleks real-time RT-PCR przy uzyciu 18S rRNA jako wzorca wewnetrznego.
Wartosci dla wszystkich probek naniesiono na wykres w odniesieniu do wartosci dla serii 1 zestawu (10 pul dawcow
x 3 uzytkownikéw x 4 powtoérzenia = 120 zestawow danych dla kazdego genu), ze $rednimi (czerwone linie) i
odchyleniami standardowymi (czarne stupki) dla wszystkich przedstawionych prébek. Linie przerywane wskazujg +3x
catkowitg precyzje oznaczen (FOS: 2,34 Cr; IL1B: 1,93 Cr).
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Tabela 2. Podsumowanie danych dla reakcji RT-PCR z Ryc. 8i 9

System testowy Oznaczenie FOS/18S rRNA Oznaczenie IL1B/18S rRNA

Poréwnanie danych Srednia +SD Srednia +SD
(AACY) (AACY) (AACY) (AACY)

Odtwarzalnosé¢ dla kazdego uzytkownika i miedzy wszystkimi seriami

Wszyscy uzytkownicy, seria 1—seria 1 0,00 0,00 0,00 0,00

Wszyscy uzytkownicy, seria 1-seria 2 -0,03 0,48 -0,07 0,66

Wszyscy uzytkownicy, seria 1-seria 3 -0,21 0,52 0,11 0,71

Odtwarzalnos¢ dla kazdego uzytkownika i migdzy wszystkimi seriami

Wszystkie serie, uzytkownik A— 0,00 0,00 0,00 0,00

uzytkownik A

Wszystkie serie, uzytkownik A— -0,46 0,44 -0,06 0,69

uzytkownik B

Wszystkie serie, uzytkownik A— -0,31 0,60 -0,15 0,71

uzytkownik C

Uzytkownik: technik, osoba przeprowadzajgca badanie.

Seria: numer serii zestawu uzywanego podczas badania.

SD: odchylenie standardowe.

Przedstawiono $rednie wartosci AACt (N = 120) i odchylenia standardowe dla danych przedstawionych na Ryc. 8i 9.

Zautomatyzowane oczyszczanie RNA

Oczyszczanie RNA z krwi odbywa sie w sposéb zautomatyzowany w aparacie QIAGEN
QIAcube Connect MDx lub w klasycznym aparacie QIAGEN QlAcube (dalej okreslanym jako
QlAcube). Innowacyjne aparaty QIAcube wykorzystujg zaawansowang technologie do
przetwarzania kolumn wirdwkowych QIAGEN, umozliwiajgc ptynng integracje
niskoprzepustowego, zautomatyzowanego przygotowywania probek z pracg laboratoryjna.
Przygotowanie prébek za pomoca aparatéw QlAcube obejmuje te same etapy co procedura
reczna (tzn. lize, wigzanie, ptukanie i elucje), umozliwiajac dalsze korzystanie z zestawu
PAXgene Blood RNA Kit do oczyszczania w celu otrzymania RNA o wysokiej jakosci.
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Scan a kit bar code QlAcube Connect MDx

. B - | o

Ryc. 10. QlAcube Connect MDx.

Zautomatyzowany protokot oczyszczania RNA skfada sie z 2 czesci (protokotéw), ,PAXgene
Blood RNA Part A” (PAXgene Blood RNA — czes¢ A) i ,PAXgene Blood RNA Part B”
(PAXgene Blood RNA — czes$¢ B), miedzy ktérymi wymagane jest wykonanie krétkich

czynnosci recznych (patrz Ryc. 11, strona 31).
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Wymieszanie

Przeptukanie
osadu

Ponowne
zawieszenie

Przeniesienie

do probéwki do
przetwarzania
(PT)i
zatadowanie do
wytrzgsarki
aparatu QlAcube

D = ) =1l

Dodanie proteinazy K
(PK) i buforu do
wigzania (BR2)
Inkubacja

Przeniesienie do
kolumny PAXgene
Shredder Spin
Column (PSC)

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

Dodanie etanolu
do frakcji, ktéra
przeptyneta
przez kolumne

Naniesienie na
kolumne PAXgene
RNA Spin Column
(PRC)

Wigzanie catkowitego
RNA

Ptukanie

Ryc. 11. Zautomatyzowana procedura PAXgene Blood RNA.

Trawienie DNA

Ptukanie

Przeniesienie kolumny
PAXgene RNA Spin
Column (PRC)

Elucja

Zamkniecie wieczka
probéwki mikrowiréwkowej
(MCT) i przeniesienie jej do
wytrzgsarki aparatu
QlAcube

Ogrzanie do 65°C

RNA gotowe do uzycia

Odwirowany, przeptukany i ponownie zawieszony osad kwasu nukleinowego (patrz

LZatezanie i oczyszczanie RNA”, strona 19) jest przenoszony z probéwki PAXgene Blood
RNA Tube (BRT) do probéwek do przetwarzania (PT), ktére sa umieszczane w module
wytrzgsarki termicznej na stole roboczym aparatu QIAcube. Operator wybiera i uruchamia
protokot ,PAXgene Blood RNA Part A” (PAXgene Blood RNA — czes$¢ A) z menu. Aparaty
QlAcube wykonujg etapy protokotu az do etapu elucji RNA w buforze do elucji (BR5).
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Operator przenosi probowki mikrowiréwkowe (MCT) zawierajgce oczyszczony RNA do
modutu wytrzgsarki termicznej aparatéw QlAcube. Operator wybiera i uruchamia protokot
.PAXgene Blood RNA Part B" (PAXgene Blood RNA — czes$¢ B) z menu, a aparaty QIAcube
wykonujg denaturacje cieplna.

Sredni czas przygotowania prébki (na podstawie danych z 12 cykli przygotowan prébek) wynosi
151 minut*, przy istotnie krétszym czasie pracy recznej w poréwnaniu do protokotu recznego.

Uzyski RNA z 2,5 ml ludzkiej krwi peinej sg =3 g dla 295% sposrod przetworzonych probek.
Ryc. 12 (strona 33) wskazuje uzyski RNA z tgcznie 216 prébek przygotowanych za pomocg
protokotu zautomatyzowanego przy uzyciu 3 serii zestawu przez 3 operatoréw. Ze wzgledu na to,
ze do tych badan uzywano zbiorczych probek krwi, a nie pojedynczych probowek PAXgene Blood
RNA Tubes (BRT), wyniki nie odzwierciedlajg uzysku RNA oczekiwanego dla pojedynczych prébek
pobranych podczas pojedynczego pobrania krwi. Ze wzgledu na to, ze uzyski zalezg w znacznym
stopniu od dawcy, poszczegdlne uzyski moga sie rézni¢ miedzy sobg (Ryc. 12, strona 33).

W co najmniej 95% sposrdd probek nie zaobserwowano inhibicji reakcji RT-PCR
w przypadku stosowania do 30% eluatu. W przypadku stosowania protokotu
zautomatyzowanego zanieczyszczenie krzyzowe miedzy prébkami jest niewykrywalne, co
zmierzono, wykonujgc ilosciowg reakcje real-time RT-PCR dla sekwencji transkryptow ABL1
i FOS w probkach negatywnych pod wzgledem RNA (woda) sparowanych z probkami
pozytywnymi wzgledem RNA (ludzka krew petna) podczas tego samego cyklu pracy.

RNA wyizolowane za pomocg systemu PAXgene Blood RNA System i zautomatyzowanego
protokotu jest czyste, na co wskazuje brak inhibicji reakcji RT-PCR oraz wartosci Azeo/Azso
mieszczace sie w zakresie od 1,8 do 2,2. DNA genomowy jest obecny w stezeniu <1% (stezenie
procentowe wagowe) w 295% sposréd wszystkich probek, co zmierzono, wykonujgc ilosciowa
reakcje real-time PCR dla sekwencji genu beta-aktyny. Na Ryc. 13 i 14 (strony 34 i 35)
przedstawiono wartosci Azeo/A2s0 i wzgledny DNA genomowy dla tgcznie 216 probek
przygotowanych za pomocg protokotu zautomatyzowanego przy uzyciu 3 serii zestawdw przez
3 operatorow.

* Catkowity czas trwania protokotu, w tym poczatkowe etapy postgpowania z probéwkami PAXgene Blood RNA
Tubes (wirowania, przeptukiwanie osadu i ponowne zawieszanie osadu).

32 PAXgene Blood RNA Kit — Instrukcja obstugi  12/2020



Uzysk RNA (ug/2,5 ml krwi): QlAcube
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Ryc. 12. Uzysk RNA — przetwarzanie zautomatyzowane A: QlAcube, B: QIAcube Connect MDx. Prébki od
poszczegélnych dawcéw pobrano do probéwek PAXgene Blood RNA Tubes (BRT). Zawarto$¢ probéwek potgczono
w 6 pul dawcdw, a nastgpnie ponownie rozdzielono na porcje. 3 réznych operatoréw (A, B, C) przetworzyto tacznie
216 probowek (po 36 na pulg). Kazdy operator uzywat 3 réznych serii (1, 2, 3) zestawu PAXgene Blood RNA Kit do
zautomatyzowanej ekstrakcji przy uzyciu wielu aparatow QlAcube i QlAcube Connect MDx i przetworzyt po cztery
powtdrzenia probek z kazdej z 6 pul dawcow. Przedstawiono uzyski RNA dla wszystkich poszczegdélnych prébek dla
kazdej kombinacji operator-seria.
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Uzysk RNA (Azs0/Azs0): QlAcube
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Ryc. 13. Czystos¢ RNA (wartosci Azso/A2s0) — przetwarzanie zautomatyzowane. A: QlAcube, B: QlAcube
Connect MDx 3 réznych operatoréw (A, B, C) przeprowadzito oczyszczanie RNA za pomocg 3 réznych serii (1, 2, 3)
zestawu PAXgene Blood RNA Kit, uzywajgc wielu aparatéw QlAcube i QlAcube Connect MDx w eksperymencie
opisanym na Ryc. 12. Przedstawiono warto$ci Azeo/A2s0 dla wszystkich poszczegélnych prébek dla kazdej kombinaciji

operator-seria.
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'DNA genomowy (stezenie procentowe wagowe) (%): QlAcube
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Ryc. 14. Czystos¢ RNA (% zanieczyszczenia DNA genomowym) — przetwarzanie zautomatyzowane, A:
QlAcube, B: QlAcube Connect MDx. 3 ré6znych operatoréw (A, B, C) przeprowadzito oczyszczanie RNA za
pomocg 3 réznych serii (1, 2, 3) zestawu PAXgene Blood RNA Kit, uzywajgc wielu aparatéw QlAcube i QlAcube
Connect MDx w eksperymencie opisanym na Ryc. 12. Przedstawiono ilosci DNA genomowego (stezenie procentowe
wagowe) dla wszystkich poszczegoélnych prébek dla kazdej kombinacji operator-seria.

Protokét zautomatyzowanego oczyszczania RNA za pomocg systemu PAXgene Blood RNA
System zapewnia wysokag odtwarzalnos¢ i powtarzalnos¢ wynikéw reakcji RT-PCR, jak
przedstawiono na Ryc. 15 i Ryc. 16 (strona 36 i 37), co sprawia, ze jest wysoce skuteczny
w przypadku klinicznych testéw diagnostycznych.
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Ryc. 15. Odtwarzalnos¢ reakcji RT-PCR — miedzy protokotem zautomatyzowanym (QlAcube) a recznym.

3 réznych operatoréw (A, B, C) przeprowadzito oczyszczanie RNA za pomocg 3 réznych serii (1, 2, 3) zestawu
PAXgene Blood RNA Kit, uzywajgc wielu aparatéw QlAcube oraz QlAcube Connect MDx i protokotu
zautomatyzowanego w eksperymencie opisanym na Ryc. 12. Réwnoczes$nie oczyszczano RNA z odpowiednich
probdwek zawierajgcych powtérzenie prébki, uzywajac protokotu recznego. Wzgledne poziomy transkryptow [A]
FOS i [B] IL1B okreslono, przeprowadzajac reakcjg dupleks real-time RT-PCR przy uzyciu 18S rRNA jako wzorca
wewnetrznego. Mozliwe réznice poziomu transkryptu pomiedzy RNA przygotowanym ze sparowanych probek krwi
z wykorzystaniem obu protokotéw ekstrakcji (automatycznego i recznego) obliczono metodg AACt. Poszczeg6line
wartosci AACt dla wszystkich par prébek (4 powtérzenia x 6 pul dawcow x 3 serie zestawu x 3 operatoréw = 216 par
dla kazdego genu) naniesiono na wykres jako pojedyncze punkty ze $rednimi (wieksze punkty) i odchyleniami
standardowymi (czarne stupki) dla wszystkich przedstawionych prébek. Linie przerywane wskazujg +3x catkowitg
precyzje oznaczen (FOS: 1,16 Cr; IL1B: 1,98 Cr; rézne precyzje oznaczenia w poréwnaniu do Ryc. 1-4, 8 9

z powodu réznych wersji oznaczenia).
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Ryc. 16. Odtwarzalnos¢ reakcji RT-PCR — miedzy aparatem QlAcube a aparatem QlAcube Connect MDx

w przypadku uzycia protokotu zautomatyzowanego. 3 r6znych operatoréw (A, B, C) przeprowadzito oczyszczanie
RNA za pomocg 3 réznych serii (1, 2, 3) zestawu PAXgene Blood RNA Kit, uzywajac protokotu zautomatyzowanego
w wielu aparatach QIAcube i QIAcube Connect MDx w eksperymencie opisanym na Ryc. 12. Wzgledne poziomy
transkryptow [A] FOS i [B] IL1B okreslono, przeprowadzajac reakcje dupleks real-time RT-PCR przy uzyciu 18S rRNA
jako wzorca wewnetrznego. Mozliwe réznice poziomu transkryptu pomiedzy RNA przygotowanym ze sparowanych
prébek krwi z wykorzystaniem obu aparatéw obliczono metodg AAC+. Poszczegdlne warto$ci AACt dla wszystkich par
prébek (4 powtdrzenia x 6 pul dawcéw x 3 serie zestawu x 3 operatoréw = 216 par dla kazdego genu) naniesiono na
wykres jako pojedyncze punkty ze $rednimi (wigksze punkty) i odchyleniami standardowymi (czarne stupki) dla
wszystkich przedstawionych prébek. Linie przerywane wskazujg +3x catkowitg precyzje oznaczen (FOS: 1,30 Cr; IL1B:
1,42 Cr; rézne precyzje oznaczenia w poréwnaniu do Ryc. 1-4, 8, 9 i 15 z powodu réznych wersji oznaczenia).
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Sprzet i odczynniki zapewniane przez uzytkownika

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

Dla wszystkich protokotéw

® Probéwki PAXgene Blood RNA Tubes (BRT, PreAnalytiX; nr kat. 762165)
® Etanol (96—100%, stopien czystosci cz.d.a.)

® Pipety* (od 10 pl do 4 ml)

e Jatowe koncowki do pipet z barierg aerozolowg, wolne od RNaz?

e Cylinder miarowy?*

e Wiréwka* umozliwiajgca wirowanie przy 3000-5000 x g, wyposazona w rotor wychylny
i kosze na probowki PAXgene Blood RNA Tubes (BRT)

o Wytrzgsarka*®
® Kruszony l6d

® Marker permanentny do opisywania sprzetu

Dla protokotu recznego

e Mikrowiréwka o zmiennej predkosci obrotowej* umozliwiajgca wirowanie w zakresie co
najmniej 1000-8000 x g, chociaz dopuszczalne sg mniejsze i wicksze wartosci sity
odsrodkowej (szczegoty zawierajg etapy protokotu), wyposazona w rotor dla probdwek

mikrowirowkowych o pojemnosci 2 ml

* Nalezy upewnic sig, ze wyroby i aparaty sa regularnie sprawdzane, konserwowane i kalibrowane zgodnie

z wytycznymi producenta.
T Nalezy upewnic sig, ze uzytkownik zaznajomit sig z wytycznymi dotyczgcymi postepowania z RNA (Zatacznik A, strona 71).
* Potrzebny do dodania etanolu do koncentratu buforu BR4.
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o Wytrzgsarka-inkubator* umozliwiajgca inkubacje w temperaturze 55°C i 65°C oraz
wytrzgsanie przy 2400 obr./min, nie przekraczajgc 1400 obr./min (np. Eppendorf®
Thermomixer Compact lub rownowazny aparat)

Dla protokotu zautomatyzowanego (z uzyciem aparatu QlAcube lub QIAcube
Connect MDx)

® Nozyczki

Materiaty eksploatacyjne do aparatéw QlAcube:

e Filter-Tips, 1000 pl (1024) (QIAGEN, nr kat. 990352)*
e Reagent Bottles, 30 ml (6) (QIAGEN, nr kat. 990393)"
e Rotor Adapters (10 x 24) (QIAGEN, nr kat. 990394)*
Akcesoria do aparatéw QlAcube:

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

Dla protokotu zautomatyzowanego z uzyciem aparatu QlAcube Connect MDx

® QIAcube Connect MDx* (QIAGEN, nr kat. 9003070)

Pakiety serwisowe do aparatu QlAcube Connect MDx:

® QIAcube Connect MDx System FUL-2 (QIAGEN, nr kat. 9003071)

® QIAcube Connect MDx System FUL-3 (QIAGEN, nr kat. 9003072)

® QIAcube Connect MDx System PRV-1 (QIAGEN, nr kat. 9003073)
® QIAcube Connect MDx Device PRV-1 (QIAGEN, nr kat. 9003074)

® QIAcube Connect MDx System PRM-1 (QIAGEN, nr kat. 9003075)

* Nalezy upewnic sig, ze wyroby i aparaty sg regularnie sprawdzane, konserwowane i kalibrowane zgodnie
z wytycznymi producenta.
T Zawarte rowniez w pakiecie Starter Pack, QlAcube (QIAGEN, nr kat. 990395).
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Dla protokotu zautomatyzowanego z uzyciem aparatu QlAcube

e QIAcube* (QIAGEN, nr kat. 9001882 [110 V])

* Nalezy upewni¢ sie, ze wyroby i aparaty sg regularnie sprawdzane, konserwowane i kalibrowane zgodnie
z wytycznymi producenta.
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Wazne informacje

Korzystanie z aparatow QIAcube

Nalezy upewni¢ sie, ze uzytkownik potrafi obstugiwa¢ aparat QlAcube. Przed
uruchomieniem zautomatyzowanych protokotéw PAXgene Blood RNA nalezy przeczytaé
podrecznik uzytkownika odpowiedniego aparatu QlAcube i wszelkie dodatkowe informacje
dostarczone z aparatem QIAcube, zwracajgc szczegoélng uwage na informacje dotyczgce

bezpieczenstwa.

O ile nie zaznaczono inaczej, instrukcje w tej sekcji majg zastosowanie zaréwno do aparatu
QIlAcube Connect MDx, jak i do aparatu QIAcube.

Uruchamianie aparatéw QIAcube

Zamkng¢ pokrywe aparatu QlAcube i wigczy¢ aparat QlAcube za pomocg przetgcznika
zasilania (QIAcube Connect MDx: patrz Ryc. 17, strona 42; QlAcube: Ryc. 18, strona 43).

Zostanie wyemitowany sygnat dzwiekowy i pojawi sie ekran poczgtkowy. Aparat

automatycznie wykonuje testy inicjalizacji.
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Widok aparatu QIAcube Connect MDx z przodu Wyciagniety ekran dotykowy

ey |
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Widok aparatu QlAcube Connect MDx z tytu Widok aparatu QlAcube Connect MDx z tytu

Ryc. 17. Elementy zewnetrzne aparatu QlAcube Connect MDx.

@ Ekran dotykowy

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

Pokrywa Port RJ-45 sieci Ethernet

Szuflada Waste (Odpady) Gniazdo dla przewodu zasilania

Przetacznik zasilania Wylot powietrza chfodzgcego

OO
OO ©
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| — g
Ryc. 18. Widok aparatu QIAcube z przodu.
@ Ekran dotykowy @ Port USB za panelem ochronnym

@ Pokrywa @ Przetacznik zasilania

@ Port szeregowy RS232 za panelem ochronnym @ Szuflada Waste (Odpady)
(do uzytku wytacznie przez technikéw serwisu
aparatow firmy QIAGEN)
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Ekran dotykowy

Aparatami QlAcube steruje sie za pomocg ekranu dotykowego. Ekran dotykowy umozliwia
uzytkownikowi obstuge aparatu i prowadzi uzytkownika przez konfiguracje stotu roboczego.

Podczas przetwarzania probek na ekranie dotykowym wyswietlany jest status protokotu

i czas pozostaty do konca.

Ryc. 19. Wyciagniety ekran dotykowy aparatu QIAcube Connect MDx

Instalowanie protokotow w aparatach QlAcube

Zanim mozliwe bedzie wykonanie pierwszego cyklu przygotowan RNA w aparatach
QlAcube moze by¢ konieczna wstepna instalacja protokotéw. Zainstalowac oba protokoty
,PAXgene Blood RNA Part A” (PAXgene Blood RNA — cze$¢ A) i ,PAXgene Blood RNA
Part B” (PAXgene Blood RNA — czes$é B).

Protokoty dla aparatu QIAcube Connect MDx sg dostepne na  stronie
www.giagen.com/products/diagnostics-and-clinical-research/solutions-for-laboratory-
developed-tests/giacube-connect-mdx/#resources  (www.giagen.com/MyQIlAcube  dla

aparatu QlAcube) i nalezy je pobra¢ na pamie¢ USB dostarczang z aparatami QlAcube. Te

protokoly zostang przestane do aparatu przez port USB.

Port USB (QlAcube Connect MDx: znajduje sie z boku ekranu dotykowego, patrz Ryc. 17,
strona 42; QIlAcube: za panelem ochronnym, patrz Ryc. 18, strona 43) umozliwia

podtgczanie aparatow QIAcube do dostarczanej razem z nimi pamieci USB.
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Za posrednictwem portu USB mozna réwniez przestac pliki danych, takie jak pliki dziennika

lub pliki raportéw, z aparatu QlAcube do pamigci USB.

l/ ™, Port USB jest przeznaczony do uzytku wytgcznie z pamiecig USB dostarczong
\!) przez firme QIAGEN. Nie nalezy podtaczac innych urzadzen do tego portu.

~ e Nie nalezy wycigga¢ pamieci USB podczas pobierania protokotdéw, przesytania
|
\\!/ plikéw danych lub w trakcie wykonywania protokotu.

Wiecej informacji o procesie przekazywania protokotdw do aparatéw QlAcube mozna
znalez¢ w instrukcji obstugi uzywanego aparatu.

tadowanie aparatu QlAcube

W celu zaoszczedzenia czasu fadowanie mozna wykonywa¢ podczas jednego lub obu
10-minutowych etapéw wirowania (etapy 3 i 5) w czesci ,Protokét: zautomatyzowane
oczyszczanie catkowitego RNA z ludzkiej krwi petnej pobranej do probéwek PAXgene Blood
RNA Tubes (BRT)”, strona 63.

Butelki na odczynniki

Przed kazdym cyklem pracy w aparacie QlAcube nalezy ostroznie napetni¢ 4 butelki na
odczynniki odczynnikami wymienionymi w Tabeli 3 (strona 46) do wskaznika poziomu
maksymalnego lub, jesli nie jest to mozliwe, do poziomu, na ktéry pozwalajg objetosci
buforow dostarczonych w zestawie PAXgene Blood RNA Kit. Wyraznie oznaczy¢ butelki
i wieczka nazwami buforéw i wlozy¢ napetnione butelki z odczynnikami na odpowiednie
miejsca w statywie na butelki na odczynniki. Zatadowac¢ statyw na stét roboczy aparatu
QlAcube w przedstawiony sposéb (Ryc. 20-22, strony 46—48).

l./'-'\. Dostarczona objetosé buforu BR2 nie wypei butelki na odczynnik do poziomu
Az wskaznika. Bufory BR3 i BR4 mogg nie wypetni¢ butelki do poziomu wskaznika po

przetworzeniu wielu prébek w poprzednich cyklach pracy.
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Przed umieszczeniem butelek na stole roboczym nalezy upewni¢ sie, ze zdjeto

ey
K!/ z nich wieczka.

e, Objetosci buforéw dostarczone w zestawie PAXgene Blood RNA Kit (50) wystarczajg

K! j na maksymalnie 7 cykli przygotowan RNA w aparacie QlAcube przy liczbie probek od
2 do 12 na cykl. Ogdlnie rzecz biorgc, nalezy unika¢ wykonywania cykli roboczych
Z malg liczbg prébek, aby przetworzy¢ facznie 50 prébek na zestaw przy maksymalnie
7 cyklach przygotowan RNA. W przypadku wykonania wiecej niz 7 cykli przygotowan
RNA moze zabrakng¢ buforéw do przetworzenia ostatnich prébek.

Tabela 3. Pozycje w statywie na butelki na odczynniki

Pozycja

Odczynnik

o A WN P

Bufor do wigzania (BR2)
Etanol 96-100%

Bufor ptuczacy 1 (BR3)
Bufor ptuczacy 2 (BR4)*
— (pozostawi¢ pustg)
— (pozostawi¢ pustg)

* Bufor ptuczacy 2 (BR4) jest dostarczany w postaci koncentratu. Przed pierwszym uzyciem doda¢ 4 objetosci
etanolu (96—100%, stopien czystosci cz.d.a.), zgodnie z instrukcjg na butelce, aby uzyska¢ roztwor roboczy.

@ Pozycjanr1

Bufor do
wigzania
(BR2)

Pozycjanr 3
Bufor
ptuczacy 1
(BR3)

Pozycja nr 5

Pusta

Pozycjanr 2
Etanol 96—
100%

Pozycjanr 4
Bufor
ptuczacy 2
(BR4)

Pozycja nr 6

Pusta

Ryc. 20. Ladowanie statywu na butelki na odczynniki. [A] Schemat pozycji i zawarto$ci butelek w statywie na
butelki na odczynniki. [B] Ladowanie statywu do aparatu QlAcube (jako przyktad pokazano aparat QlAcube).
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Ryc. 21. Widok wnetrza aparatu QlAcube Connect MDx.

Pokrywa wiréwki
Wiréwka

Wytrzgsarka

Statyw na butelki na odczynniki

Czujnik koncéwek i zamek pokrywy

© GOGO
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Gniazda na prob6éwki mikrowiréwkowe
3 gniazda na statywy na koncowki

Gniazda do utylizacji korcéwek i kolumn

Ramig robota (wyposazone w pipetor
1-kanatowy, chwytak, czujnik ultradzwigkowy
i optyczny oraz diode LED emitujacg
promieniowanie ultrafioletowe)

a7



Ryc. 22. Widok wnetrza aparatu QlAcube.

O,
®
®
®
®
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Pokrywa wiréwki

Wiréwka

Wytrzgsarka

Statyw na butelki na odczynniki

Czujnik koncowek

Gniazda na prob6éwki mikrowiréwkowe
Statywy na koncowki
Gniazda do utylizacji koncéwek i kolumn

Ramig robota

OEOE
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Kolumny wiréwkowe (PRC, PSC), probéwki mikrowiréwkowe (MCT) i sprzety
z tworzywa sztucznego do aparatéw QIAcube
Umiesci¢ 2 statywy na koncowki wypetnione korncowkami z filtrem, 1000 pl, w aparacie QlAcube

(patrz Ryc. 21 i 22, strony 47 i 48). W razie potrzeby uzupetni¢ statywy koricowkami.

@ Uzywaé wytgcznie koncowek z filtrem 1000 pl, przeznaczonych do uzytku
z aparatami QlAcube.

Oznaczy¢ adaptery rotora i probéwki mikrowiréwkowe (MCT) dla kazdej probki, uzywajgc
markera permanentnego. Otworzy¢ kolumny wirbwkowe PAXgene Shredder (PSC), ktore
bedg uzywane, a nastepnie catkowicie odcig¢ wieczka, uzywajgc nozyczek (patrz Ryc. 23,
strona 49).

. Dla prawidtowej pracy zmechanizowanego chwytaka aparatow QIAcube nalezy
@ zupetnie usuna¢ (odcig€) wieczka i wszystkie elementy z tworzywa sztucznego faczace
wieczko z kolumnami wiréwkowymi PAXgene Shredder (PSC; patrz Ryc. 23).
W przeciwnym razie zmechanizowany chwytak nie bedzie mégt prawidlowo chwyci¢

kolumn wiréwkowych (PSC, PRC).

Nieprawidto
WO usuniete
wieczko
kolumny;
czesé
wieczka
wcigz
przytgczona
do kolumny

Prawidtow
0 usuniete
wieczko
kolumny

Ryc. 23. tadowanie kolumny wiréwkowej PAXgene Shredder (PSC). Kolumna wiréwkowa PAXgene Shredder
(PSC) jest tadowana na $rodkowg pozycje adaptera rotora. Przed zatadowaniem kolumny nalezy odcig¢ wieczko.
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Zatadowac¢ kolumne wirowkowg PAXgene RNA (PRC), kolumne wiréwkowg PAXgene

Shredder (PSC; bez wieczka, patrz Ryc. 23, strona 49) i opisang probéwke mikrowiréwkowg

na odpowiednie pozycje w kazdym oznaczonym adapterze rotora w sposob przedstawiony

w Tabeli 4 i na Ryc. 24.

[’f—') Upewni¢ sie, ze wieczka kolumny wirowkowej (PRC) i probowki mikrowiréwkowej
(MCT) sg dopchniete az do dna gniazd przy krawedzi adaptera rotora.
W przeciwnym razie wieczka zostang odtamane podczas wirowania.

Tabela 4. Sprzet laboratoryjny w adapterze rotora

Pozycja Odczynnik Pozycja
wieczka
1 Kolumna wirébwkowa PAXgene RNA L1
(czerwona, PRC)
2 Kolumna wiréwkowa PAXgene Shredder
(liliowa, PSC)

(odcigé wieczko przed wiozeniem do
adaptera rotora)

3 Probéwka mikrowiréwkowa (MCT)" L3

* Uzywacé probowek mikrowiréwkowych (MCT; 1,5 ml) dotgczonych do zestawu PAXgene Blood RNA Kit.

. @o@}‘

Ryc. 24. Pozycje w adapterze rotora. W adapterze rotora znajdujg sie trzy pozycje probéwek (1-3) i trzy pozycje
wieczek (L1-L3).
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t adowanie wirdwki

Zatadowa¢ zmontowane adaptery rotora do koszy wirowki w sposdb przedstawiony na
Ryc. 25 ponize;j.

. W przypadku przetwarzania mniej niz 12 probek nalezy upewni¢ sie, ze rotor
@ wirowki zatadowano w taki sposéb, aby byt wywazony promieniowo (patrz Ryc. 26,
strona 52). Wszystkie kosze wiréwki musza by¢ zamontowane przed rozpoczeciem
protokotu, nawet jesli przetwarzanych jest mniej niz 12 prébek. Nie mozna

przetwarzac pojedynczej (jednej) probki lub 11 probek.

Ryc. 25. Ladowanie wiréwki w aparatach QlAcube. Zatadowa¢ zmontowane adaptery rotora do koszy wiréwki
(jako przyktad pokazano aparat QlAcube Connect MDx).
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e @f- 1T Xelilk
Q0 ONO)]
2 probki 8 8 3 prébki 8 8 ?
(ON®) s\l @ O
IO Ollh2 IO Ollhz
[ X [ N©)
[ X [ X
4 prébeki 8 8 5 prébek 8 8
(ON®) @ O
(ON®) (ON®)
[ X | [ X |
[ X ® 0
6 prébek 8 8 7 probek 8 :
(ON®) (ON®)
(ON®) ® O
2
8 prébek j 9 prébek
&
10 prébek

Ryc. 26. Ladowanie wiréwki i wytrzasarki. Przedstawiono pozycje wirdwki i wytrzgsarki uzywane w celu
przetwarzania od dwéch (2) do dziesieciu (10) probek. Nie mozna przetwarzaé jednej (1) probki ani 11 probek.
W przypadku przetwarzania 12 prébek zajete sg wszystkie pozycje wiréwki i wstrzasarki (brak ilustracji).
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Probowki do przetwarzania (PT)

Wyciggng¢ wszystkie probowki do przetwarzania (PT), ktére pozostaty w gniazdach na
probowki mikrowiréwkowe po poprzednich cyklach pracy (QIAcube Connect MDx: patrz
Ryc. 21, strona 47; QlAcube: patrz Ryc. 22, strona 48). Napetni¢ 3 probéwki do
przetwarzania (PT) iloscig odczynnikéw podang w Tabeli 5 odpowiednio do liczby probek
przetwarzanych w cyklu pracy.

W celu przygotowania mieszaniny inkubacyjnej DNazy | nalezy za pomoca pipety dodac¢
wskazang objeto$¢ buforu do trawienia DNA (RDD) do probéwki do przetwarzania (PT),
a nastepnie doda¢ wskazang objetos¢ roztworu podstawowego DNazy | (RNFD).
Wymieszaé, delikatnie pipetujgc catg objeto$¢ mieszaniny w goére i w dot 3 razy, uzywajgc
koncowki do pipety 1000 pl.

Uzywac probowek do przetwarzania (PT) o pojemnosci 2 ml dotgczonych do zestawu
PAXgene Blood RNA Kit. Wyraznie opisa¢ probdéwki nazwami odczynnikéw i umiescic je na
odpowiednich pozycjach w gniazdach na probéwki mikrowirowkowe, w sposob
przedstawiony w Tabeli 6 (strona 54).

l,/'-'\, DNaza | (RNFD) jest szczegolnie wrazliwa na denaturacje fizyczng. Mieszaé
‘\!/ wylgcznie za pomocg pipety, uzywajgc koncowek do pipety o duzym otworze

wylotowym, aby zminimalizowac tarcie. Nie wytrzasac.

o™, Nalezy upewni¢ sie, ze za pomocg pipety dodawane sg wymagane objetosci
|
\|/ okreslone w Tabeli 5 ponizej.
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Tabela 5. Wymagane objetosci odczynnikéw, ktore nalezy dodaé¢ do probéwek do przetwarzania
umieszczonych w gniazdach probéwek mikrowiréwkowych.

Objetos¢ odczynnika dla wskazanej liczby prébek (ul)

Bufor do elucji

Liczba prébek Proteinaza K (PK) Mieszanina inkubacyjna DNazy | (BR5)
2 126 187 (23 DNazy | + 164 buforu Buffer RDD) 313
8 170 261 (33 DNazy | + 228 buforu Buffer RDD) 399
4 213 334 (42 DNazy | + 292 buforu Buffer RDD) 486
5 256 407 (51 DNazy | + 356 buforu Buffer RDD) 572
6 299 481 (60 DNazy | + 421 buforu Buffer RDD) 658
7 342 554 (69 DNazy | + 485 buforu Buffer RDD) 745
8 386 627 (78 DNazy | + 549 buforu Buffer RDD) 831
9 429 701 (88 DNazy | + 613 buforu Buffer RDD) 918
10 472 775 (97 DNazy | + 678 buforu Buffer RDD) 1004
12 558 921 (115 DNazy | + 806 buforu Buffer RDD) 1177

Tabela 6. Gniazda na prob6wki mikrowiréwkowe

Pozycja
A B C
Zawartosé Proteinaza K Mieszanina inkubacyjna DNazy | Bufor do elucji (BR5)
Naczynie Probéwka do przetwarzania Probéwka do przetwarzania (PT)* Probéwka do

(PT)*

przetwarzania (PT)*

* Uzywac probowek do przetwarzania o pojemnosci 2 ml dotgczonych do zestawu PAXgene Blood RNA Kit.
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Protokot: reczne oczyszczanie catkowitego RNA
z ludzkiej krwi petnej pobranej do probowek
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT)

Wazne informacje przed rozpoczeciem

Upewni¢ sie, ze opakowanie zestawu jest nienaruszone i nieuszkodzone, a zaden

z buforéw nie wyciekt. Nie uzywac zestawu, ktory jest uszkodzony.

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

Aby unikng¢ przenoszenia prébek do nieprawidtowych probéwek lub kolumn wirdwkowych,
nalezy upewnic sie, ze wszystkie probowki i kolumny wiréwkowe zostaty prawidiowo
opisane markerem permanentnym. Opisa¢ wieczko i boczng czes¢ kazdej probowki (PT,
MCT). W przypadku kolumny wiréwkowej opisa¢ boczng czes¢ powigzanej z nig probowki
do przetwarzania (PT). Po przeniesieniu ptynu do probowki lub kolumny wirdwkowej nalezy
ja zamknac.

Rozlanie probek i buforéw podczas procedury moze spowodowac obnizenie uzysku

i jakosci RNA.

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

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

Z powodu czutosci technologii amplifikacji kwasu nukleinowego podczas postepowania

z prébkami konieczne jest podjecie nastepujgcych srodkéw ostroznosci w celu unikniecia

zanieczyszczenia krzyzowego:

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

Nalezy zawsze zmienia¢ koncowki pipet pomiedzy przenoszeniami ptynow. Uzywaé
koncéwek do pipet z barierg aerozolowa.
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Unikac¢ dotykania membrany kolumny wirdwkowej (PRC, PSC) kohcowka pipety.

Po wytrzgsaniu lub ogrzewaniu probowki mikrowiréwkowej (MCT) krotko odwirowacé

kolumne, aby usuna¢ krople z wnetrza wieczka.

Nosi¢ rekawiczki przez caly czas przeprowadzania procedury. W przypadku kontaktu

rekawiczek z probka natychmiast zmieni¢ rekawiczki.

Przed umieszczeniem kolumny wiréwkowej (PRC, PSC) w mikrowiréwce nalezy jg

zamkng¢. Odwirowaé w sposéb opisany w procedurze.

Otwiera¢ tylko jedng kolumne wiréwkowg (PRC, PSC) naraz i zachowa¢ ostroznosé,

aby unikng¢ wytwarzania aerozoli.

W celu wydajnego réwnolegtego przetwarzania wielu prébek nalezy napetni¢ statyw
probéwkami do przetwarzania (PT), do ktérych bedzie mozna przenies¢ kolumny
wirowkowe (PRC, PSC) po wirowaniu. Wyrzuci¢ zuzyte probéwki do przetwarzania (PT)
zawierajgce plyn, ktory przeptynat przez kolumne, a nastepnie umiesci¢ nowe probéwki do

przetwarzania (PT) z kolumnami wirbwkowymi (PRC, PSC) bezposrednio w mikrowiréwce.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

56

Krew nalezy pobra¢ do probéwek PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) zgodnie z instrukcjami
zawartymi w dokumencie PAXgene Blood RNA Tube — Instrukcja obsfugi. W razie potrzeby
mozna zapoznac sie z zaleceniami dotyczgcymi postepowania z probéwkami PAXgene
Blood RNA Tubes (BRT), przedstawionymi w Zatgczniku C (strona 77).

Aby zapewni¢ catkowitg lize krwinek, nalezy upewnic sie, ze po pobraniu krwi probowki
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) sg inkubowane przez co najmniej 2 godziny

w temperaturze pokojowej. Inkubacja probowki PAXgene Blood RNA Tube (BRT)
przez noc moze spowodowac zwiekszenie uzysku. Jesli po pobraniu krwi probéwka
PAXgene Blood RNA Tube (BRT) byta przechowywana w temperaturze 2—-8°C, —20°C
lub —=70°C, przed rozpoczeciem procedury nalezy doprowadzi¢ jg do temperatury
pokojowej, a nastepnie przechowywac jg w temperaturze pokojowej przez 2 godziny.

Przeczyta¢ informacje dotyczgce bezpieczenstwa na stronie 9.

Przeczyta¢ wytyczne dotyczgce postepowania z RNA (Zatgcznik A, strona 74).
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o Upewnic¢ sie, ze wyroby i aparaty, takie jak pipety i wytrzgsarka-inkubator, byty
regularnie sprawdzane i kalibrowane zgodnie z wytycznymi producenta.

® Wytrzgsarka-inkubator jest uzywana w etapach 5 i 20. Ustawi¢ temperature
wytrzasarki-inkubatora na 55°C.

® Podczas przechowywania buforu do wigzania (BR2) moze wytrgcic¢ sie osad. W razie

potrzeby ogrza¢ bufor do temperatury 37°C, aby rozpusci¢ osad.

e Bufor ptuczacy 2 (BR4) jest dostarczany w postaci koncentratu. Przed pierwszym
uzyciem dodac 4 objetosci etanolu (96—-100%, stopien czystosci cz.d.a.), zgodnie

z instrukcjag na butelce, aby uzyskac¢ roztwér roboczy.

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

® Aktualne dane wskazujg, ze zrekonstytuowang DNaze | (RNFD) mozna przechowywac
w temperaturze 2—-8°C przez maksymalnie 6 tygodni. W celu diugoterminowego
przechowywania DNazy | (RNFD) nalezy przenies¢ roztwor podstawowy ze szklanej fiolki,
podzieli¢ go na porcje przeznaczone do jednorazowego uzytku (uzy¢ probowek
mikrowirowkowych [MCT] o pojemnosci 1,5 ml dostarczonych z zestawem; wystarczajg one
do przygotowania 5 porcji) i przechowywac w temperaturze —20°C przez maksymalnie
9 miesiecy. Rozmrozone porcje mozna przechowywac w temperaturze 2—-8°C przez

maksymalnie 6 tygodni. Rozmrozonych porcji nie nalezy zamraza¢ ponownie.

® Nalezy upewnic sie, ze podczas rekonstytuciji i rozdzielania na porcje roztworu DNazy |
(RNFD) przestrzegane sg wytyczne dotyczace postepowania z RNA (Zatacznik A, strona 74).

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

1.

58

Wirowa¢ probowke PAXgene Blood RNA Tube (BRT) przez 10 minut przy 3000-5000 x g,

uzywajgc rotora wychylnego.

|-‘/ i\ Aby zapewni¢ catkowitg lize krwinek, nalezy upewnic sie, ze probka krwi byta

\\—) inkubowana w probowce PAXgene Blood RNA Tube (BRT) przez co najmniej
2 godziny w temperaturze pokojowej (15-25°C).

I\JJ W rotorze musz.a z.na.jdowac': sie’ adaptery d'o probéwel’< o] okrag.’rym d.r'1i’e.

— W przypadku uzycia innych typow adapteréw do probéwek moze dojs¢ do

pekniecia probéwek podczas wirowania.

Usung¢ supernatant poprzez dekantacje lub za pomocg pipety. Doda¢ 4 ml wody

wolnej od RNaz (RNFW) do osadu, a nastepnie zamkng¢ probéwke, uzywajac nowego

dodatkowego zamknigcia BD Hemogard (dostarczone z zestawem).

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

osuszy¢ brzeg probowki czystym recznikiem papierowym.

. Wytrzgsa¢ do momentu, gdy widoczne bedzie rozpuszczenie osadu, a nastepnie

wirowac przez 10 minut przy 3000-5000 x g, uzywajgc rotora wychylnego. Usungé
i wyrzucic caty supernatant.
Niewielka ilos¢ nierozpuszczonego osadu w supernatancie obecna po worteksowaniu,
ale przed wirowaniem, nie zaktéci procedury.
Ci) Nie(:.a’rlfowite? u§uniecie supernaténtu dorprovvladzi do in’hibicj.i lizy |

— rozcienczenia lizatu, co spowoduje zaktécenie warunkéw wigzania RNA do

membrany PAXgene.

Doda¢ 350 pl buforu do przygotowywania zawiesiny (BR1) i wytrzgsa¢ do momentu,
gdy widoczne bedzie rozpuszczenie osadu.
Za pomocg pipety przenies¢ probke do probéwki mikrowiréwkowej (MCT) o pojemnosci
1,5 ml. Doda¢ 300 pl buforu do wigzania (BR2) i 40 ul proteinazy K (PK). Wymiesza¢,
wytrzgsajac przez 5 sekund, a nastepnie inkubowaé przez 10 minut w temperaturze
55°C przy 400—-1400 obr./min, uzywajgc wytrzasarki-inkubatora. Po inkubacji ustawi¢
temperature wytrzgsarki-inkubatora na 65°C (do etapu 20).
|-’/i-\- Nie miesza¢ buforu do wigzania (BR2) i proteinazy K (PK) przed dodaniem
U ich do prébki.
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6. Za pomoca pipety naniesé lizat bezposrednio na kolumne wiréwkowg PAXgene
Shredder (PSC; liliowa) umieszczong w probdéwce do przetwarzania (PT) o pojemnosci
2 ml, a nastepnie wirowac przez 3 minuty przy maksymalnej predkos$ci (ale nie
przekraczajgc sity odérodkowej 20 000 x g).
(j) Ostroznie nanies¢ lizat na kolumne wiréwkowa (PSC) za pomocg pipety, a
- nastepie wzrokowo sprawdzic, czy caty lizat zostat przeniesiony na kolumne
wiréwkowg (PSC).

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

|"/ij Niektore probki mogg przeptynac przez kolumne wirdwkowg PAXgene Shredder
N (PSC) bez wirowania. Jest to spowodowane niskg lepkoscig prébek i nie nalezy

tego uznawac za oznake nieprawidtowego dziatania produktu.

7. Ostroznie przenies$¢ caly supernatant frakgji, ktéra przeptyneta przez kolumne, do
Swiezej probowki mikrowiréwkowej (MCT) o pojemnosci 1,5 ml, nie naruszajac osadu w
probdwce do przetwarzania.

8. Doda¢ 350 pl etanolu (96—100%, stopien czystosci cz.d.a.). Wymiesza¢, wytrzasajac, a
nastepnie krotko odwirowaé (1-2 sekundy przy 500-1000 x g), aby usung¢ krople z
wnetrza wieczka.

(j) Wirowanie .n’ie moze trwa.é d+uzej’ni2 1-2 rsekundy,. gdyz. rr.mog+o.by to
- doprowadzi¢ do osadzenia kwasow nukleinowych i zmniejszenia uzysku

catkowitego RNA.

9. Za pomoca pipety nanies¢ 700 pl probki na kolumne wiréwkowg PAXgene RNA (PRC;
czerwona) umieszczong w probowce do przetwarzania (PT) o pojemnosci 2 ml, a nastepnie
wirowaé przez 1 minute przy 8000—20 000 x g. Umiesci¢ kolumne wiréwkowg (PRC)

w nowej probéwce do przetwarzania (PT) o pojemnosci 2 ml i wyrzucic starg probéwke do

przetwarzania (PT) zawierajgca frakcje, ktéra przeptyneta przez kolumne.
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10.Za pomoca pipety nanies¢ pozostatg objetos¢ prébki na kolumne wirowkowg PAXgene

RNA (PRC), a nastepnie wirowac przez 1 minute przy 8000—20 000 x g. Umiesci¢
kolumne wiréwkowg (PRC) w nowej probdéwce do przetwarzania (PT) o pojemnosci
2 ml i wyrzucic¢ starg probowke do przetwarzania (PT) zawierajaca frakcje, ktéra
przeptyneta przez kolumne.
(\i) Ostroznie nanies¢ probke na kolumne wiréwkowg (PRC) za pomoca pipety, a
- nastepie wzrokowo sprawdzi¢, czy cata probka zostata przeniesiona na
kolumne wiréwkowg (PRC).

11.Za pomoca pipety nanies¢ 350 ul buforu ptuczgcego 1 (BR3) na kolumne wiréwkowg

PAXgene RNA (PRC). Wirowac¢ przez 1 minute przy 8000—20 000 x g. Umiesci¢
kolumne wiréwkowa (PRC) w nowej probéwce do przetwarzania (PT) o pojemnosci
2 ml i wyrzucic¢ starg probdwke do przetwarzania (PT) zawierajgca frakcje, ktéra
przeptyneta przez kolumne.

12.Doda¢ 10 pl roztworu podstawowego DNazy | (RNFD) do 70 pl buforu do trawienia

DNA (RDD) w proboéwce mikrowirowkowej (MCT) o pojemnosci 1,5 ml. Wymieszac,
delikatnie ostukujgc probéwke, a nastepnie krétko odwirowac, aby zebra¢ pozostatosci
ptynu ze $cianek probowki.

W przypadku przetwarzania, na przyktad 10 probek, doda¢ 100 pl roztworu podstawowego
DNazy | (RNFD) do 700 pl buforu do trawienia DNA (RDD). Uzywaé probdwek
mikrowirowkowych (MCT) o pojemnosci 1,5 ml dostarczonych z tym zestawem.
(i) DNaza | jest szczeg6lnie wrazliwa na denaturacje fizyczng. Mieszanie nalezy

wykonywac jedynie poprzez delikatne ostukiwanie probéwki. Nie wytrzgsac.

13.Za pomoca pipety nanies¢ mieszanine inkubacyjng DNazy | (RNFD) (80 pl)

60

bezposrednio na membrane kolumny wirdwkowej PAXgene RNA (PRC) i pozostawi¢
na stole roboczym (20-30°C) na 15 minut.

|'/-i) Upewni¢ sie, ze mieszanina inkubacyjna DNazy | (RNFD) zostata naniesiona
= bezposrednio na membrane. Trawienie DNaz bedzie niecatkowite, jesli czesé
mieszaniny zostanie naniesiona na $cianki lub pierscien O-ring kolumny

wiréwkowej (PRC) i pozostanie na nim.
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14.Za pomocg pipety nanies¢ 350 pl buforu ptuczacego 1 (BR3) na kolumne wiréwkowg
PAXgene RNA (PRC), a nastepnie wirowac przez 1 minute przy 8000—20 000 x g.
Umiesci¢ kolumne wiréwkowg (PRC) w nowej probéwce do przetwarzania (PT)
0 pojemnosci 2 ml i wyrzucié starg probéwke do przetwarzania (PT) zawierajgcg
frakcje, ktora przeptyneta przez kolumne.

15.Za pomocg pipety nanies¢ 500 ul buforu ptuczacego 2 (BR4) na kolumne wiréwkowa
PAXgene RNA (PRC), a nastepnie wirowac¢ przez 1 minute przy 8000-20 000 x g.
Umiesci¢ kolumne wiréwkowg (PRC) w nowej probéwce do przetwarzania (PT)
o pojemnosci 2 ml i wyrzuci¢ starg probéwke do przetwarzania (PT) zawierajgca
frakcje, ktora przeptyneta przez kolumne.
(\i) BfJfo.r ptuczacy 2 (B.R4.) jest dostarczany w postaci koncentratu. Przed

- uzyciem upewni¢ sie, ze do buforu ptuczacego 2 (BR4) dodano etanol (patrz
»Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem”, strona 56).

16.Nanies¢ kolejne 500 pl buforu ptuczacego 2 (BR4) na kolumneg wirowkowg PAXgene
RNA (PRC). Wirowa¢ przez 3 minuty przy 8000-20 000 x g.

17.Wyrzuci¢ probéwke do przetwarzania (PT) zawierajgcg frakcje, ktéra przeptyneta przez
kolumne, i umiesci¢ kolumne wirowkowg PAXgene RNA (PRC) w nowej probéwce do
przetwarzania (PT) o pojemnosci 2 ml. Wirowac¢ przez 1 minute przy 8000-20 000 x g.

18.Wyrzuci¢ probéwke do przetwarzania (PT) zawierajacg frakcje, ktdra przeptyneta przez
kolumne. Umiesci¢ kolumne wiréwkowg PAXgene RNA (PRC) w probdwce
mikrowirowkowej (MCT) o pojemnosci 1,5 ml, a nastepnie za pomoca pipety nanies¢
40 pl buforu do elucji (BR5) bezposrednio na membrane kolumny wiréwkowej
PAXgene RNA (PRC). Wirowa¢ przez 1 minute przy 8000—20 000 x g w celu elucji
RNA.
W celu osiggniecia maksymalnej wydajnosci elucji istotne jest, aby zwilzy¢ catg
membrane buforem do elucji (BR5).

19.Powtdrzy¢ etap elucji (etap 18) w opisany sposéb, uzywajgc 40 ul buforu do eluc;ji

(BR5) i tej samej probowki mikrowiréwkowej (MCT).

PAXgene Blood RNA Kit — Instrukcja obstugi  12/2020 61



20.Inkubowa¢ eluat przez 5 minut w temperaturze 65°C w wytrzgsarce-inkubatorze

(z etapu 5) bez wytrzgsania. Po inkubacji niezwtocznie schtodzi¢ na lodzie.

Ta inkubacja w temperaturze 65°C powoduje denaturacje RNA do dalszych

zastosowan. Nie przekraczac czasu lub temperatury inkubaciji.

21.Jesli prébki RNA nie bedg od razu wykorzystywane, nalezy przechowywac je
w temperaturze —20°C lub -70°C.

Ze wzgledu na to, Zze po cyklach zamrazania i rozmrazania RNA pozostaje w postaci
zdenaturowanej, nie jest konieczne powtarzanie inkubacji w temperaturze 65°C.

W przypadku uzywania probek RNA w oznaczeniu diagnostycznym nalezy postepowaé
zgodnie z instrukcjami dostarczonymi przez producenta.

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

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

Wyzerowac¢ spektrofotometr za pomocg préby slepej zawierajgcej bufor do elucji (BR5)
i bufor Tris-HCI w takim samym stosunku jak w mierzonych probkach. Bufor do elucji
(BR5) charakteryzuje sie wysokg absorbancjg przy dtugosci fali 220 nm, co,

w przypadku nieprawidtowego wyzerowania spektrofotometru, moze spowodowac

otrzymanie wysokiego poziomu absorbangciji ta.

|'/ i) W celu oznaczenia ilosciowego w buforze Tris-HCI nalezy skorzysta¢
= z zaleznosci Aze0 = 1 = 44 ug/ml. Patrz Zatgcznik B, strona 75.

* Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywaé odpowiedniego fartucha laboratoryjnego,
rekawiczek jednorazowych i okularéw ochronnych. W celu uzyskania dodatkowych informacji nalezy zapoznac sie
z odpowiednimi kartami charakterystyki (Safety Data Sheet, SDS) uzyskanymi od producentéw poszczeg6lnych
produktéw.
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Protokot: zautomatyzowane oczyszczanie
catkowitego RNA z ludzkiej krwi petnej pobrane;
do probowek PAXgene Blood RNA Tubes (BRT)

Wazne informacje przed rozpoczeciem

Upewnic sie, ze opakowanie zestawu jest nienaruszone i nieuszkodzone, a zaden

z buforéw nie wyciekt. Nie uzywaé zestawu, ktory jest uszkodzony.

Podczas uzywania pipety nalezy upewni¢ sie, ze nastawiono jg na odpowiednig
objetos¢, a aspiracja i dozowanie ptynu sg wykonywane ostroznie — cata objetos¢
ptynu jest pobierana do pipety i wypuszczana z nie;j.

Aby unikng¢ przenoszenia probek do nieprawidtowych probéwek i sprzetu wykonanego
z tworzywa sztucznego, nalezy upewnic sie, ze wszystkie probowki do przetwarzania
(PT), probowki mikrowiréowkowe (MCT) i adaptery rotora zostaty prawidtowo opisane
markerem permanentnym. Opisa¢ wieczko i boczng czes¢ kazdej probowki
mikrowirowkowej (MCT), boczng czes$¢ kazdej probéwki do przetwarzania (PT)

i zewnetrzng Scianke kazdego adaptera rotora.

Rozlanie probek i buforéw podczas procedury moze spowodowac obnizenie uzysku

i jakosci RNA.

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

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

Z powodu czutosci technologii amplifikacji kwasu nukleinowego podczas postepowania

z prébkami konieczne jest podjecie nastepujgcych srodkéw ostroznosci w celu unikniecia

zanieczyszczenia krzyzowego:

Za pomoca pipety ostroznie doda¢ prébke na dno probowki do przetwarzania (PT), bez
zamaczania brzegu probowki.

Nalezy zawsze zmienia¢ koncowki pipet pomiedzy przenoszeniami ptynéw. Uzywaé
koncéwek do pipet z barierg aerozolowa.
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® Unikac dotykania membrany kolumny wiréwkowej (PRC, PSC) kohcdwkg pipety.

® Po wytrzgsaniu lub ogrzewaniu probowki mikrowiréwkowej (MCT) krotko odwirowacé
kolumne, aby usuna¢ krople z wnetrza wieczka.

® Nosi¢ rekawiczki przez caty czas przeprowadzania procedury. W przypadku kontaktu
rekawiczek z probkg natychmiast zmienié rekawiczki.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

e Krew nalezy pobra¢ do probéwek PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) zgodnie z instrukcjami
zawartymi w dokumencie PAXgene Blood RNA Tube — Instrukcja obstugi. W razie potrzeby
mozna zapoznac sie z zaleceniami dotyczacymi postepowania z probéwkami PAXgene Blood
RNA Tubes (BRT), przedstawionymi w Zatgczniku C (strona 77).

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

® Przeczytac¢ informacje dotyczace bezpieczenstwa na stronie 9.

® Nalezy zapoznac sie z zawartoscig sekcji ,WWazne informacje” na stronie 41.

® Przeczyta¢ wytyczne dotyczgce postepowania z RNA (Zatgcznik A, strona 74).

® Przeczyta¢ podrecznik uzytkownika odpowiedniego aparatu QlAcube i wszelkie
dodatkowe informacje dostarczone z aparatem QlAcube, zwracajgc szczegodlng uwage
na informacje dotyczace bezpieczenstwa.

e Nalezy dopilnowa¢, aby wyroby i aparaty, takie jak pipety oraz aparat QlAcube, byty
regularnie sprawdzane i kalibrowane zgodnie z wytycznymi producenta.

® Podczas przechowywania buforu do wigzania (BR2) moze wytrgci¢ sie osad. W razie
potrzeby ogrzaé bufor do temperatury 37°C, aby rozpuscic¢ osad.

e Bufor pluczacy 2 (BR4) jest dostarczany w postaci koncentratu. Przed pierwszym
uzyciem doda¢ odpowiednig objetos¢ etanolu (96—100%, stopien czystosci cz.d.a.),

zgodnie z instrukcjg na butelce, aby uzyskaé roztwor roboczy.
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® W przypadku uzywania zestawu RNase-Free DNase Set po raz pierwszy nalezy
przygotowac roztwér podstawowy DNazy I. Rozpusci¢ DNaze | w postaci statej (RNFD;
1500 jednostek Kunitza)* w 550 pl buforu do przygotowywania zawiesiny DNazy (DRB)
dostarczonego z zestawem. Uwazaé, aby nie rozsypa¢ DNazy | (RNFD) podczas
otwierania fiolki. Nie wytrzgsac zrekonstytuowanej DNazy | (RNFD). DNaza | jest
szczegolnie wrazliwa na denaturacje fizycznag. Mieszanie nalezy wykonywacé jedynie

poprzez delikatne odwracanie fiolki.

® Aktualne dane wskazujg, ze zrekonstytuowang DNaze | (RNFD) mozna przechowywac
w temperaturze 2—-8°C przez maksymalnie 6 tygodni. W celu diugoterminowego
przechowywania DNazy | (RNFD) nalezy przenies¢ roztwor podstawowy ze szklanej fiolki,
podzieli¢ go na porcje przeznaczone do jednorazowego uzytku (uzy¢ probowek
mikrowirowkowych [MCT] o pojemnosci 1,5 ml dostarczonych z zestawem; wystarczajg one
do przygotowania 5 porcji) i przechowywac w temperaturze —20°C przez maksymalnie 9
miesiecy. Rozmrozone porcje mozna przechowywac w temperaturze 2—-8°C przez

maksymalnie 6 tygodni. Rozmrozonych porcji nie nalezy zamraza¢ ponownie.

® Nalezy upewnic sie, ze podczas rekonstytuciji i rozdzielania na porcje roztworu DNazy |
(RNFD) przestrzegane sg wytyczne dotyczace postepowania z RNA (Zatacznik A, strona 74).

e Zamontowa¢ odpowiedni adapter wytrzgsarki (dostarczany z aparatami QlAcube;
uzywac adaptera dla probéwek z zabezpieczeniem typu safe-lock o pojemnosci 2 ml,
oznaczony cyfrg ,2”), a nastepnie umiescic¢ statyw wytrzgsarki na adapterze.

® Sprawdzi¢ szuflade Waste (Odpady) i w razie potrzeby opréznic¢ ja.

® Zainstalowac wszelkie powigzane protokoty, jesli nie wykonano tego wczeéniej przy
okazji poprzednich cykli roboczych. Aparat QIAcube Connect MDx wymaga pobrania
wszystkich protokotéw zapisanych w powigzanym pliku zip. W przypadku klasycznego
aparatu QlAcube, zainstalowa¢ oba protokoty: ,PAXgene Blood RNA Part A” (PAXgene
Blood RNA — czes$¢ A) i ,PAXgene Blood RNA Part B” (PAXgene Blood RNA — czes¢

B). Patrz ,Instalowanie protokotow w aparatach QlAcube”, strona 44.

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

1.

66

Zamkng¢ pokrywe aparatu QlAcube, a nastepnie wigczy¢ aparat QlAcube, uzywajac
przetacznika zasilania (QlAcube Connect MDx: patrz Ryc. 17, strona 42; QlAcube:
patrz Ryc. 18, strona 43 Ryc. 15).

Zostanie wyemitowany sygnat dzwiekowy i pojawi sie ekran poczatkowy. Aparaty

automatycznie wykonujg testy podczas inicjalizaciji.

. Otworzy¢ pokrywe aparatu QlAcube, a nastepnie zatadowa¢ wymagane odczynniki

i sprzet wykonany z tworzywa sztucznego do aparatu QIAcube. Patrz .fadowanie
aparatu QIAcube”, strona 45.
W celu zaoszczedzenia czasu fadowanie mozna wykonywaé podczas jednego lub obu

10-minutowych etapéw wirowania (etapy 3 i 5) opisanych ponizej.

. Wirowac¢ probowke PAXgene Blood RNA Tube (BRT) przez 10 minut przy 3000-5000 x

g, uzywajgc rotora wychylnego.

ffi) Aby zapewni¢ catkowitg lize krwinek, nalezy upewnic sie, ze probka krwi byta

= inkubowana w probéwce PAXgene Blood RNA Tube (BRT) przez co najmniej
2 godziny w temperaturze pokojowej (15-25°C).

I\JJ W rotorze muszg znajdowac sie adaptery do probéwek o okragtym dnie.

- W przypadku uzycia innych typéw adapteréow do probéwek moze dojs¢ do

pekniecia probéwek podczas wirowania.

Usung¢ supernatant poprzez dekantacje lub za pomocg pipety. Doda¢ 4 ml wody

wolnej od RNaz (RNFW) do osadu, a nastepnie zamkna¢ probéwke, uzywajgc nowego

dodatkowego zamkniecia BD Hemogard (dostarczone z zestawem).
W przypadku dekantacji supernatantu nalezy uwazaé, aby nie naruszy¢ osadu, i nalezy
osuszy¢ brzeg probowki czystym recznikiem papierowym.

Wytrzgsa¢ do momentu, gdy widoczne bedzie rozpuszczenie osadu, a nastepnie
wirowac¢ przez 10 minut przy 3000-5000 x g, uzywajgc rotora wychylnego. Usungé

i wyrzucic¢ caty supernatant.
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Niewielka ilo$¢ nierozpuszczonego osadu w supernatancie obecna po worteksowaniu,
ale przed wirowaniem, nie zaktéci procedury.
(j) Niecatkowite usuniecie supernatantu doprowadzi do inhibicji lizy i

- rozcienczenia lizatu, co spowoduje zakidécenie warunkéw wigzania RNA do

membrany PAXgene.

. Doda¢ 350 pl buforu do przygotowywania zawiesiny (BR1) i wytrzagsa¢ do momentu,
gdy widoczne bedzie rozpuszczenie osadu.
. Za pomoca pipety przenies¢ probke do probéwki do przetwarzania (PT) o pojemnosci 2 ml.
(j) Uzywac¢ probowek do przetwarzania (PT) o pojemnosci 2 ml dotgczonych do
— zestawu PAXgene Blood RNA Kit.
. Zatadowac otwarte probowki do przetwarzania (PT) zawierajgce probki do wytrzgsarki
aparatu QIAcube (QIAcube Connect MDx: patrz Ryc. 21, strona 47; QlAcube: patrz
Ryc. 22, strona 48 Ryc. 15). W celu utatwienia tadowania ponumerowano pozycje probek.
Wiozy¢ ztgcza statywu wytrzgsarki (dostarczane z aparatami QlAcube) do gniazd
znajdujacych sie przy krawedzi wytrzgsarki, obok kazdej probéwki do przetwarzania.
Umozliwia to detekcje probek podczas kontroli zatadowanych materiatow.
(j) Nalezy upewnic sie, ze zamontowano odpowiedni adapter wytrzgsarki
- (adapter wytrzasarki, probowki z zabezpieczeniem typu safe-lock o
pojemnosci 2 ml, oznaczony cyfra ,2”, dostarczany z aparatami QlAcube).
I\\I} W przypadku przetwarzania mniej niz 12 prébek nalezy upewnic sie, ze
- statyw wytrzgsarki zatadowano w sposéb przedstawiony na Ryc. 26, strona
52. Nie mozna przetwarza¢ jednej (1) prébki ani 11 prébek. Numery pozycji
w statywie wytrzgsarki odpowiadajg numerom pozycji w wiréwce.
. Zamknac¢ pokrywe aparatu QlAcube (QlAcube Connect MDx: patrz Ryc. 17, strona 42;
QlAcube: patrz Ryc. 18, strona 43).

10.Wybraé protokét ,PAXgene Blood RNA Part A” (PAXgene Blood RNA — cze$é A)

i uruchomic go.

Postepowaé zgodnie z instrukcjami wyswietlanymi na ekranie dotykowym aparatu QlAcube.
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(j) Upewnic sig, ze w aparacie QlAcube zainstalowano obie cze$ci programu
- (czes¢ A i czes¢ B) (patrz ,Instalowanie protokotéw w aparatach QlAcube”,
strona 44).
I\il) Aparaty QlAcube wykonajg kontrole zatadowanych materiatéw dla probek,
- koncowek do pipet, adapteréw rotora i butelek na odczynniki.
11.Po ukoniczeniu protokotu ,PAXgene Blood RNA Part A” (PAXgene Blood RNA — czes$¢ A)
nalezy otworzy¢ pokrywe aparatu QlAcube (QIAcube Connect MDx: patrz Ryc. 17, strona
42; QlAcube: patrz Ryc. 18, strona 43). Wyciggna¢ kolumny wirowkowe PAXgene RNA
(PRC) z adapteréw rotora i puste probéwki do przetwarzania (PT) z wytrzgsarki i wyrzucic je.
I\/\l) Podczas cyklu pracy aparat przenosi kolumny wiréwkowe z pozycji 1
- adaptera rotora (pozycja L1 wieczka) na pozycje 3 adaptera rotora (pozycja
L2 wieczka) (patrz Ryc. 24, strona 50).
12.Zamkng¢ wieczka wszystkich probéwek mikrowiréwkowych (MCT) o pojemnosci 1,5 ml
zawierajgcych oczyszczony RNA w adapterach rotora (pozycja 3, pozycja L3 wieczka,
patrz Ryc. 24, strona 50). Przenie$¢ probowki mikrowiréwkowe (MCT) o pojemnosci
1,5 ml do adaptera wytrzgsarki aparatu QlAcube (QlAcube Connect MDx: patrz
Ryc. 21, strona 47; QlAcube: patrz Ryc. 22, strona 48).
13.Zamkna¢ pokrywe aparatu QlAcube (QlAcube Connect MDx: patrz Ryc. 17, strona 42;
QIAcube: patrz Ryc. 18, strona 43).
14.Wybrac¢ protokot ,PAXgene Blood RNA Part B” (PAXgene Blood RNA — czes¢ B)
i uruchomic¢ go.
Postepowaé zgodnie z instrukcjami wyswietlanymi na ekranie dotykowym aparatu QlAcube.
(j) W trakcie tego programu wykonywana jest inkubacja probek w temperaturze
- 65°C, ktéra powoduje denaturacje RNA do dalszych zastosowan. Etapu tego nie
nalezy pomija¢ nawet jesli w dalszych zastosowaniach uwzgledniony jest etap
denaturaciji cieplnej. Dostateczny stopien denaturacji RNA ma kluczowe
znaczenie dla uzyskania maksymalnej wydajnosci w dalszych zastosowaniach.
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15.Po ukonczeniu programu ,PAXgene Blood RNA Part B” (PAXgene Blood RNA —
czes¢ B) nalezy otworzy¢ pokrywe aparatu QlAcube (QlAcube Connect MDx: patrz
Ryc. 17, strona 42; QlAcube: patrz Ryc. 18, strona 43). Niezwtocznie umiescic¢
zawierajgce oczyszczony RNA probowki mikrowiréwkowe (MCT) na lodzie.

OSTRZEZENIE: Gorgca powierzchnia. Wytrzgsarka moze osiggngé
temperature do 70°C (158°F). Unika¢ kontaktu z gorgcg powierzchnia.

I\\I ) Nie pozostawia¢ oczyszczonego RNA w aparacie QlAcube. Oczyszczony
- RNA moze ulec rozktadowi, gdyz probki nie sg schtodzone. Z tego wzgledu
nie jest zalecane przeprowadzanie cykli przygotowan prébek przez noc, bez
nadzoru.

16.Jesli prébki RNA nie bedg od razu wykorzystywane, nalezy przechowywac je
w temperaturze —20°C lub —70°C.

Ze wzgledu na to, ze po cyklach zamrazania i rozmrazania RNA pozostaje w postaci
zdenaturowanej, nie jest konieczne powtarzanie protokotu inkubacji cieplnej (,PAXgene
Blood RNA Part B”) (PAXgene Blood RNA — cze$¢ B). W przypadku uzywania probek
RNA w oznaczeniu diagnostycznym nalezy postepowaé zgodnie z instrukcjami
dostarczonymi przez producenta.

W celu doktadnego oznaczenia ilosciowego RNA poprzez absorbancje przy dtugosci
fali 260 nm zalecamy rozcienczenie probek buforem Tris-HCI o stezeniu 10 mM, pH
7,5.* Rozcienczenie prébki w wodzie wolnej od RNaz moze spowodowac otrzymanie
nieprawidtowo niskich wartosci.

* Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywaé odpowiedniego fartucha laboratoryjnego,
rekawiczek jednorazowych i okularéw ochronnych. W celu uzyskania dodatkowych informacji nalezy zapoznac sie
z odpowiednimi kartami charakterystyki (Safety Data Sheet, SDS) uzyskanymi od producentéw poszczeg6lnych
produktéw.
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Wyzerowac¢ spektrofotometr za pomocg préby slepej zawierajgcej bufor do elucji (BR5)
i bufor Tris-HCI w takim samym stosunku jak w mierzonych prébkach. Bufor do elucji
(BR5) charakteryzuje sie wysoka absorbancjg przy dtugosci fali 220 nm, co,
w przypadku nieprawidtowego wyzerowania spektrofotometru, moze spowodowac
otrzymanie wysokiego poziomu absorbanc;ji tta.
(\i) W celu oznaczenia ilosciowego w buforze Tris-HCI nalezy skorzysta¢

- Z nastepujacej zaleznosci

Aze0 = 1 => 44 pug/ml. Patrz Zatacznik B, strona 75.

17 .Wyciggna¢ statyw na butelki na odczynniki ze stotu roboczego aparatu QIAcube
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(QlAcube Connect MDx: patrz Ryc. 21, strona 47; QlAcube: patrz Ryc. 22, strona 48),
a nastepnie zamkna¢ wszystkie butelki odpowiednio oznaczonymi wieczkami. Bufory
w butelkach mozna przechowywa¢ w temperaturze pokojowej (15-25°C) przez
maksymalnie 3 miesigce. Usung¢ i wyrzuci¢ pozostate odczynniki znajdujace sie w
probéwkach do przetwarzania (PT) w gniazdach na probéwki mikrowirbwkowe aparatu
QlAcube. Wyciagna¢ adaptery rotora z wirdwki i wyrzuci¢ je. Oprozni¢ szuflade Waste
(Odpady) aparatu QlAcube Connect MDx (QIAcube Connect MDx: patrz Ryc. 17,
strona 42; QlAcube: patrz Ryc. 18, strona 43). Zamkna¢ pokrywe aparatu QlAcube,

a nastepnie wylgczy¢ aparat, uzywajgc przetgcznika zasilania.
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Rozwigzywanie problemow

Ta czesc¢ instrukcji moze przydac sie w przypadku wystgpienia ewentualnych problemow.

Aby uzyska¢ wiecej informacji, nalezy zapozna¢ sie ze strong poswiecong czesto

zadawanym pytaniom (frequently asked questions, FAQ) w witrynie naszego Centrum

pomocy technicznej pod adresem: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Naukowcy

z dziatu serwisu technicznego firmy QIAGEN chetnie odpowiedzg na wszelkie pytania

dotyczace informacji i protokotdw opisanych w niniejszej instrukcji obstugi, a takze

technologii probek i oznaczen (informacje kontaktowe znajdujg sie na ostatniej stronie lub

pod adresem www.giagen.com).

Komentarze i wskazéwki

RNA ulegt rozktadowi

Zanieczyszczenie RNazami

Niski uzysk RNA

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

PAXgene Blood RNA Kit — Instrukcja obstugi  12/2020

Nalezy zachowac ostroznos¢, aby podczas
procedury lub dalszego postepowania nie
wprowadzi¢ RNaz do odczynnikéw (patrz
Zatgcznik A, strona 74).

Nalezy upewni¢ sie, ze do probéwki
PAXgene Blood RNA Tube (BRT; patrz
PAXgene Blood RNA Tube — Instrukcja
obstugi) pobrano 2,5 ml krwi.
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Komentarze i wskazéwki

b)

c)

d)

e)

Stezenie RNA
zmierzono w wodzie

Na etapie 9i 10
protokotu recznego
przeniesiono
pozostatosci komérek
do kolumny
wiréwkowej PAXgene
RNA (PRC)

Supernatant nie zostat
catkowicie usuniety na
etapie 3

Po pobraniu krwi do
probéwki PAXgene
Blood RNA Tube
(BRT) krew byta
inkubowana przez
mniej niz 2 godziny

ey

U

W celu doktadnego oznaczenia
ilosciowego RNA nalezy rozcienczyé
w buforze Tris-HCI o stezeniu 10 mM,
pH 7,5* (patrz Zatgcznik B, strona 75).

Nalezy unika¢ przenoszenia duzych
czastek podczas przenoszenia
supernatantu za pomocg pipety na etapie 7
protokotu recznego (przeniesienie
niewielkiej ilosci osadu nie zaktdci
procedury).

Nalezy upewni¢ sie, ze usunieto caty
supernatant. W przypadku dekantacji
supernatantu nalezy usung¢ krople

z brzegu probéwki PAXgene Blood

RNA Tube (BRT), osuszajac ja recznikiem
papierowym. Nalezy podja¢ odpowiednie
srodki ostroznosci, aby unikngé
zanieczyszczenia krzyzowego.

Po pobraniu krwi nalezy jg inkubowac
w probéwce PAXgene Blood RNA Tube
(BRT) przez co najmniej 2 godziny.

* Podczas pracy ze $rodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywa¢ odpowiedniego fartucha laboratoryjnego, rekawiczek
jednorazowych i okularéw ochronnych. W celu uzyskania dodatkowych informacji nalezy zapoznac sie z odpowiednimi
kartami charakterystyki (Safety Data Sheet, SDS) uzyskanymi od producentéw poszczegéinych produktéw.
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Komentarze i wskazéwki

Niska warto$¢ Azeo/A2so

a) Do rozcienczenia RNA I-/'i_\- W celu rozcienczenia RNA przed
w celu pomiaru \_J pomiarem czystosci nalezy uzy¢ buforu
stosunku Azeo/Azgo Tris-HCI o stezeniu 10 mM, pH 7,5*
uzyto wody (patrz Zatgcznik B, strona 75).

b) Nieprawidtowe I/ i\ Wyzerowacé spektrofotometr za pomocg
wyzerowanie \_J proby slepej zawierajgcej bufor do eluciji
spektrofotometru (BR5) i bufor Tris-HCI o stezeniu 10 mM,

pH 7,5, w takim samym stosunku jak
w mierzonych probkach. Bufor do eluciji
(BR5) charakteryzuje sie wysokg
absorbancjg przy dtugosci fali 220 nm,
co, w przypadku nieprawidtowego
wyzerowania spektrofotometru, moze
spowodowac¢ otrzymanie wysokiego
poziomu absorbanciji tta.

Awaria aparatu

Aparaty QlAcube nie Przeczyta¢ odpowiedni podrecznik uzytkownika

dziatajg prawidtowo aparatu QlAcube, ze szczegdlnym uwzglednieniem

sekcji ,Rozwigzywanie probleméw”. Upewnic sie, ze
aparat QlAcube jest prawidtowo konserwowany,
zgodnie z opisem w podreczniku uzytkownika.

* Wilfinger, W.W., Mackey, M., and Chomczynski, P. (1997) Effect of pH and ionic strength on the
spectrophotometric assessment of nucleic acid purity. BioTechniques 22, 474.
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Zatgcznik A: Ogolne uwagi dotyczgce
postepowania z RNA

Postepowanie z RNA

|-/-i) Rybonukleazy (RNazy) sg bardzo stabilnymi i aktywnymi enzymami, ktére na

L ogot nie wymagajg kofaktoréw do dziatania. Poniewaz RNazy trudno
inaktywowac i nawet bardzo mate ich ilosci wystarczajg do rozkladu RNA, nie
wolno uzywac jakichkolwiek sprzetéw wykonanych ze szkta lub z tworzywa
sztucznego bez wczesniejszego wyeliminowania mozliwego
zanieczyszczenia RNazami. Nalezy zachowac szczegdlng ostroznosé, aby
unikng¢ przypadkowego wprowadzenia RNaz do prébki z RNA w trakcie
trwania lub po zakonczeniu procedury oczyszczania. Aby wytworzyé
i zachowa¢ $rodowisko niezawierajgce RNaz, nalezy wdrozy¢ srodki
ostroznosci na etapach obrdbki wstepnej oraz stosowania jednorazowych
i wielorazowych naczyn i roztworéw podczas pracy z RNA.

Ogolne postepowanie

|-/ i\ Podczas pracy z RNA nalezy zawsze stosowa¢ prawidlowg mikrobiologiczng

\\—) technike aseptyczna. Dionie i czasteczki kurzu przenoszg bakterie i plesnie i sg
najczestszymi zrodtami  zanieczyszczeh RNazami. Podczas postepowania
z odczynnikami i probkami RNA nalezy zawsze nosi¢ lateksowe lub winylowe
rekawiczki, aby unikng¢ zanieczyszczenia RNazami z powierzchni skory Iub
zakurzonych urzadzen laboratoryjnych. Rekawiczki nalezy czesto zmieniac,
a probowki trzymac zamkniete, gdy tylko to mozliwe. Podczas rozdzielania porcji do
dalszych zastosowan za pomocg pipety nalezy trzyma¢ oczyszczony RNA na
lodzie.

Protokoly usuwania zanieczyszczeh RNazami ze sprzetéw wykonanych ze szkta oraz
roztworéw mozna znalez¢ w ogoélnych wytycznych dotyczacych metod biologii molekularnej,
takich jak publikacja Sambrooka, J. i Russella, D. W. (2001) Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 3rd ed. Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor Laboratory Press.
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Zatgcznik B: Oznaczenie ilosciowe i okreslenie
jakosci catkowitego RNA

Oznaczenie iloSciowe RNA

Stezenie RNA nalezy okresli¢ poprzez pomiar absorbancji przy diugosci fali 260 nm (Azeo)
w spektrofotometrze. Aby zagwarantowac istotno$¢ wyniku, odczyty powinny miesci¢ sie
w zakresie liniowym spektrofotometru. Absorbancja réwna 1 jednostce przy dtugosci fali 260 nm
odpowiada 44 pug RNA na ml (Azeo = 1 = 44 pg/ml). Ta zaleznos¢ jest wazna tylko w przypadku
pomiaréw w buforze Tris-HCI o stezeniu 10 mM, pH 7,5*. Z tego wzgledu jesli konieczne jest
rozcienczenie probki RNA, nalezy jg rozcienczy¢ w buforze Tris-HCI o stezeniu 10 mM. Zgodnie
Z ponizszym omoéwieniem (patrz ,Czystos¢ RNA”, strona 76), proporcja wartosci absorbancji przy
260 i 280 nm zapewnia szacunkowg ocene czystosci RNA. Podczas pomiaru probek RNA nalezy
by¢ pewnym, ze kuwety sg wolne od RNaz. Wyzerowaé spektrofotometr za pomocg préby slepej
zawierajgcej bufor do elucji (BR5) i bufor Tris-HCI w takim samym stosunku jak w mierzonych
prébkach. Bufor do elucji (BR5) charakteryzuje sie wysoka absorbancjg przy dtugosci fali 220
nm, co, w przypadku nieprawidlowego wyzerowania spektrofotometru, moze spowodowaé
otrzymanie wysokiego poziomu absorbancji tta. Ponizej przedstawiono przyktad obliczenia
wykonywanego podczas oznaczenia ilosciowego RNA.

Objetos¢é probki RNA
Rozcienczenie (1/15)

80 pl

10 pl probki RNA + 140 pl buforu Tris-HCI o stezeniu 10 mM, pH 7,5
Zmierzy¢ absorbancje rozciefnczonej prébki w kuwecie (wolnej od RNaz).

Aze0 = 03

Stezenie probki

44 x Aze0 X wspotczynnik rozcienczenia
= 44x0,3x15
= 198 pg/ml

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

* Podczas pracy ze $rodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywa¢ odpowiedniego fartucha laboratoryjnego, rekawiczek
jednorazowych i okularéw ochronnych. W celu uzyskania dodatkowych informacji nalezy zapoznac sie z odpowiednimi
kartami charakterystyki (Safety Data Sheet, SDS) uzyskanymi od producentéw poszczegéinych produktéw.
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Czystos¢ RNA

Stosunek odczytow przy dtugosci fali 260 nm i 280 nm (Azs0/A2s0) udostepnia szacunkowg
warto$¢ czystosci RNA w odniesieniu do zanieczyszczen, ktére charakteryzujg sie
absorbancjg swiatta ultrafioletowego (UV), takich jak biatka. Jednakze, pH ma znaczacy
wplyw na stosunek Azeo/Azs0. Nizsze pH prowadzi do uzyskania nizszego stosunku Azeo/Azso
i zmniejszonej czutosci na zanieczyszczenia biatkowe.* W celu uzyskania doktadnych
wartosci zalecamy wykonywanie pomiaru absorbancji w buforze Tris-HCI o stezeniu 10 mM,
pH 7,5. Stosunek Azeo/A2s0 czystego RNA w buforze Tris-HCI o stezeniu 10 mM, pH 7,5,
miesci sie w zakresie 1,8-2,2. Wyzerowa¢ spektrofotometr za pomocg préby Slepe;j
zawierajgcej bufor do elucji (BR5) i bufor Tris-HClI w takim samym stosunku jak
w mierzonych prébkach. Bufor do elucji (BR5) charakteryzuje sie wysokg absorbancja przy
diugosci fali 220 nm, co, w przypadku nieprawidtowego wyzerowania spektrofotometru,

moze spowodowac otrzymanie wysokiego poziomu absorbanciji tta.

* Wilfinger, W.W., Mackey, M., and Chomczynski, P. (1997) Effect of pH and ionic strength on the
spectrophotometric assessment of nucleic acid purity. BioTechniques 22, 474.
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Zatgcznik C: Postepowanie z probéwkami
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT)

{ Ij Ponizsze zalecenia firmy BD mogg utatwi¢ postepowanie z probdwkami

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

Instrukcja zdejmowania zamkniecia BD Hemogard

1. Chwyci¢ probowke PAXgene Blood RNA Tube (BRT) jedng reka, kladac kciuk pod
zamknieciem BD Hemogard. (W celu zwiekszenia stabilnosci potozy¢ ramig na twardej
powierzchni). Przekreci¢ zamknigcie BD Hemogard druga reka, jednoczesnie naciskajac
kciukiem drugiej reki w gére DO MOMENTU POLUZOWANIA KORKA PROBOWKI.

2. Przed uniesieniem zamkniecia nalezy odsunaé kciuk. NIE NALEZY uzywa¢ kciuka do
zepchniecia zamkniecia z probéwki PAXgene Blood RNA Tube (BRT). Przestroga:
Jesli probowka PAXgene Blood RNA Tube (BRT) zawiera krew, istnieje ryzyko
narazenia na czynniki zakazne. Aby unikng¢ obrazen podczas zdejmowania
zamkniecia, istotne jest, aby odsungé kciuk, ktéry jest uzywany do naciskania
zamknigcia w gore, od probéwki PAXgene Blood RNA Tube (BRT) od razu po
poluzowaniu zamkniecia BD Hemogard.

3. Zdja¢ zamkniecie z probdwki PAXgene Blood RNA Tube (BRT). W mato
prawdopodobnym przypadku oddzielenia ostony wykonanej z tworzywa sztucznego od
gumowego korka NIE NALEZY PONOWNIE MONTOWAC ZAMKNIECIA. Ostroznie
zdjg¢ gumowy korek z probowki PAXgene Blood RNA Tube (BRT).

Instrukcje dotyczace wkladania dodatkowego zamkniecia BD Hemogard

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

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

Produkt

Zawartos¢

Nr kat.

PAXgene Blood RNA Kit (50)

PAXgene Blood RNA Tubes
(100)

50 kolumn PAXgene Spin Columns, 50
kolumn Shredder Spin Columns, probdwki
do przetwarzania, DNaza | wolna od
RNaz, odczynniki i bufory wolne od RNaz.
Do uzytku w potaczeniu z probdwkami
PAXgene Blood RNA Tubes

100 probowek do pobierania krwi

Powigzane produkty, ktéore mozna zaméwi¢ w firmie QIAGEN

Starter Pack, QlAcube

Filter-Tips, 1000 pl (1024)

Reagent Bottles, 30 ml (6)

Rotor Adapters (10 x 24)
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Pakiet zawiera: statywy na butelki na
odczynniki (3); paski do oznaczania
statywow (8); koncowki z filtrem, 200 pl
(1024); koncowki z filtrem, 1000 pl (1024);
koncowki z filtrem, 1000 pl, duzy otwor
wylotowy (1024); butelki na odczynniki

0 pojemnosci 30 ml (18); adaptery rotora
(240); uchwyt do adaptera rotora

Jatowe, jednorazowe koncowki z filtrem,
na statywie

Butelki na odczynniki (30 ml) z wieczkami;
pakiet po 6; do uzytku ze statywem na
butelki na odczynniki aparatu QlAcube

Na 240 przygotowan: 240 jednorazowych
adapteréw rotora; do uzytku z aparatami
QIAcube

762174

762165

990395

990352

990393

990394
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Reagent Bottle Rack Statyw mieszczacy 6 butelek na 990390
odczynniki o pojemnosci 30 ml na stole
roboczym aparatu QlAcube

Rotor Adapter Holder Uchwyt na 12 jednorazowych adapteréw 990392
rotora; do uzytku z aparatami QlAcube

Powigzane produkty, ktére mozna zamoéwic¢ w firmie BD*

Blood Collection Set Zestaw BD Vacutainer® Safety-Lok™ 6 367286
Blood Collection Set: Igta 21 G, 0,75 cala
(0,8 x 19 mm), 12-calowy (305 mm)
wezyk z adapterem typu luer; 50 na
pudetko, 200 na opakowanie zbiorcze

BD Vacutainer One-Use Holder Opakowanie zbiorcze tylko dla srednicy 364815
13 mm i 16 mm; 1000/opakowanie zbiorcze

BD Vacutainer Plus Serum Probéwka do pobierania probek 13 x 368975

Tubes 75 mm, pojemno$c¢ 4,0 ml z czerwonym

zamknieciem BD Hemogard i papierowg
etykietg; 100/pudetko, 1000/opakowanie
zbiorcze

* Te akcesoria do pobierania krwi reprezentujg typowe produkty, ktérych mozna uzywac¢ z probéwkami PAXgene
Blood RNA Tubes (BRT). Wigcej informacji na temat tych akcesoriéw, w tym sposobu ich zamawiania,
przedstawiono na stronie www.preanalytix.com.

Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczace wytgczenia odpowiedzialnosci dla
poszczegolnych produktéow znajdujg sie w odpowiedniej instrukcji obstugi lub podreczniku
uzytkownika zestawu firmy PreAnalytiX lub QIAGEN. Instrukcje obstugi i podreczniki
uzytkownika firm PreAnalytiX i QIAGEN sg dostepne na stronach www.preanalytix.com i
www.giagen.com. Mozna je takze zamowi¢ w serwisie technicznym firmy PreAnalytiX.
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Historia zmian w instrukcji obstugi

Dokument i wersja

Zmiany

Data

HB-0101-004, R2

HB-0101-005, R3

HB-0101-006, R3

HB-0101-007, R4

Zmiany wprowadzone w celu spetnienia wymogow
systemu GHS w catej tresci dokumentu

Nowy szablon; zmiany w protokole
zautomatyzowanym i danych dotyczacych
skutecznosci; aktualizacja informacji dotyczacych
bezpieczenstwa w celu spetnienia wymogéw
systemu GHS; zmiany w szczegdtach dotyczacych
aparatu oraz w o$wiadczeniu dotyczacym
ograniczen w zakresie stosowania produktu.

Poprawiono nazwe zestawu w tabeli ,Zawarto$¢
zestawu”, str. 5.

Dodano QIAcube Connect MDx do protokotu
zautomatyzowanego; w catym tekscie
wprowadzono wzmianki o aparacie QlAcube
Connect MDx; zaktualizowano numery tabel, stron
i rycin.

Czerwiec 2015 .

Luty 2019 r.

Styczen 2020 r.

Grudzien 2020 r.
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PreAnalytiX na swiecie

Produkty firmy PreAnalytiX sg dystrybuowane przez firmy QIAGEN i BD

QIAGEN - obstuga klienta

Skfadanie zamoéwien www.QIAGEN.com/shop | Pomoc techniczna support.giagen.com | Strona WWW

www.giagen.com

BD — obstuga klienta

Argentina, Uruguay and Paraguay
Orders: 0800.444.5523
E-mail: crc_argentina@bd.com

Australia

Orders: 1.800.656.100
Fax: 1.800.656.110
E-mail: bd_anz@bd.com

Austria

Orders: 43.1.7063660

Fax: 43.1.706366011

E-mail: customercare.at@bd.com

Belgium

Orders: 32.53.720.556
Fax: 32.53.720.549
E-mail: orders.be@bd.com

Brazil
Orders: 0800.055.56.54
E-mail: consultoria_vacutainer@bd.com

Canada

Technical support: 1.800.631.0174
Orders: 1.866.979.9408

Fax: 1.800.565.0897

E-mail: customer.service.canada@bd.com

Central and Eastern Europe

Orders: 48.22.377.11.11

Fax: 48.22.377.11.02

Bulgaria orders: info_bulgaria@bd.com
Czech Republic orders: info_czech@bd.com
Croatia orders: info_croatia@bd.com
Hungary orders: info_hungary@bd.com
Poland orders: info_poland@bd.com
Romania orders: info_romania@bd.com
Southeast Europe orders: info_balkan@bd.com
Serbia orders: info_serbia@bd.com
Slovakia orders: info_slovakia@bd.com
Slovenia orders: info_slovenia@bd.com
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Denmark

Orders: 45.43.43.45.66

Fax: 45.43.96.56.76

Orders: ordre.dk@bd.com

Technical support: bddenmark@bd.com

Finland

Orders: 358.9.88.70.780
Fax: 358.9.88.70.7816
Orders: tilaukset.fi@bd.com
E-mail: bdsuomi@bd.com

France

Orders: 33.476.68.36.36

Fax: 33.476.68.36.93

E-mail: serviceclientbdf@bd.com
Orders: commandesfr@bd.com
Technical support: vacutainerfr@bd.com

Germany

Orders: 49.6221.3050

Fax: 49.6221.305.216

E-mail: customercare.de@bd.com

India
Orders: 91.124.3949390
Orders: bd_india@bd.com

Ireland (Aquilant Specialist Healthcare Services)
Customer support: 353.1.404.8350

Fax: 353.1.404.8352

E-mail: contactus@aquilantscientific.ie

Israel (Lapidot Medical)
Customer Support: 972.700.70.90.22
E-mail: cs@lapidot.com

Italy

Orders: 39.02.48240.500

Fax: 39.02.48240.775

Technical support: 39.3450655140
E-mail: ordini.it@bd.com
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Middle East & Africa
Orders: 971.45.592.555
Fax: 971.45.592.599

E-mail: EMA_PAS@bd.com

The Netherlands

Orders: 31.20.582.94.20
Fax: 31.20.582.94.21
Orders: orders.nl@bd.com

New Zealand

Orders: 0800.572.468

Fax: 0800.572.469

E-mail: nz_customerservice@bd.com

Norway

Customer Support: 64.00.99.00
E-mail: bdnorge@bd.com
Orders: ordre.no@bd.com

Southeast Asia

E-mail: PAS.SEA@bd.com
Indonesia orders: 622.1577.1920
Malaysia orders: 603.2093.8788
Philippines orders: 63.2478.8881
Singapore orders: 65.6861.0633
Thailand orders: 662.646.1800
Vietnam orders: 848.3822.7409
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South Korea

Orders: 02.3404.3706

Fax: 02.3404.3785

Technical: 02.3404.3706

Technical support: Korea_PAS@bd.com

Spain, Portugal and Andorra
Orders: 34.91.848.8174

Customer support: 34.902.27.17.27
Fax: 34.91.848.8115

E-mail: info.spain@bd.com

Sweden

Orders: 46.8.775.51.00

Fax: 46.8.645.08.08

Orders: order.se@bd.com

Technical support: bdsweden@bd.com

Switzerland

Orders: 41.61.485.22.24
Fax: 41.61.485.22.00
E-mail: infoch@bd.com

UK
Orders: 0800.917.8776
E-mail: bduk_customerservice@bd.com

USA
Customer support: 800.631.0174
E-mail: productcomplaints@bd.com
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