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Kitindhold

PAXgene Blood RNA Kit (50)
Katalognr. 762174
Antal forberedelser 50
BR1 Resuspension Buffer (resuspensionsbuffer) [RES [BUF] 20 mL
BR2 Binding Buffer (bindingsbuffer) * [BIND [BUF| 18 mlL
BR3 Wash Buffer (vaskebuffer) 1* mn 45 mlL
BR4 Wash Buffer 2 (vaskebuffer) (concentrat)* (waAsH [BUF[2[CONC]| 11 mL
BR5 Elution Buffer (elueringsbuffer) 6 mlL
RNFW RNase-frit vand (i flaske) | PEL [WASH| 2x 125 mlL
PK Proteinase K (green lid) (Proteinase K) 2x1,4ml
(grent lag)
PRC PAXgene RNA Spin Columns (red) [PAXgene [RNA[COL| 5x10
(PAXgene RNA-spin-kolonner) (rede)
PT Processing Tubes (forarbejdningsrer) (2 ml) TUBE 6 x 50
Hemogard  Sekundzer BD Hemogard™-lukning 50

MCT Microcentrifuge Tubes (mikrocentrifugerer) (1,5
mlL)

RNFD DNase |, RNase-frit (DNase |, RNase-frit)
(lyofiliseret)

RDD DNA Digestion Buffer (white lid)
(DNA-digestionsbuffer) (hvidt l&g)

DRB DNase Resuspension Buffer (tube, lilac lid)

(DNase-resuspensionsbuffer) (rer, lilla lag)

PSC PAXgene Shredder Spin Columns (lilac) (PAXgene
Shredder-spin-kolonner) (lilla)

Handbog ~ PAXgene Blood RNA Kit Handbook (Version 2)
PAXgene Blood RNA Kithandbog (version 2)

3x50,1x10
1500 Kunitz-
enheder’

DNA[DIG[BUF] ~ 2x2ml
[DNaso[RES[BUF] 2l

[PAXgene [SHRED[CC  5x 10

m 1

*M@ ikke bringes i kontakt med desinfektionsmidler, som indeholder blegemiddel. Indeholder et guanidinsalt.

Se sikkerhedsinformation pé side 10.
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Symboler

<

<N> Indeholder tilstraekkelige reagenser til <N> test
Laes brugsanvisningen
Holdbarhedsdato

V Medicinsk udstyr il in vitro-diagnostik

dE

Katalognummer
I.OT Lothummer

Materialenummer

Bl

Komponenter
Antal
STERILE R Sterilisering gennem UV-stréling
Kunitz-enheder
Tilsaetter
Indeholder
Rekonstitueret

" Vaskebuffer 2 (BR4) leveres som koncentrat. For at fremstille en brugsklar oplesning skal der inden farste brug tilseettes
fire dele ethanol (96-100 %, renhedsgrad p.a.), som angivet pé flaskeetiketten.

' Kunitzenheden er den almindeligt anvendte enhed til opméling of DNase |, defineret som den maengde DNase |,
som fordrsager en stigning i Azo p& 0,001 pr. minut pr. milliliter ved 25 °C, pH 5,0, hvor der anvendes hgj-
polymeriseret DNA som substrat (Kunitz, M. (1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 og 363).
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Deoxyribonuclease |

Ethanol

GITC Guanidin-isothiocyanat

RNase-Free DNase Set | RNase-Free DNase Set

Globalt handelsvarenummer

Mé ikke genbruges

Temperaturbegraensning

QDvre temperaturgraense

Producent

E"?%@E

( ) Vigtig bemaerknin
@ o banaio

Opbevaringsforhold

PAXgene RNA-spin-kolonner (PRC), PAXgene Shredder-spin-kolonner (PSC), proteinase K (PK)
og alle bufferne (BR1, BR2, BR3, BR4 og BR5) skal opbevares et tort sted ved den temperatur,

der er angivet pd kitetiketten.

RNase-Free DNase Set, som indeholder DNase | (RNFD), DNA digestionsbuffer (RDD) og
DNase resuspensionsbuffer (DRB), forsendes ved omgivelsestemperatur. Alle komponenter i
det RNase-Free DNase Set skal umiddelbart efter levering opbevares ved den temperatur, som
er angivet pd etiketten. Ved korrekt opbevaring er kittet stabilt indtil den udlgbsdato, der er

angivet pé kit-aesken.
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Tilsigtet anvendelse

PAXgene Blood RNA System indeholder et rer til blodprevetagning (PAXgene Blood RNA
Tube, BRT) og et kit (PAXgene Blood RNA Kit) til oprensning af nukleinsyrer. Systemet er
beregnet til tapning, opbevaring og transport af blodpraver og til stabilisering af intracellulser
RNA i lukkede preverer, samt den efterfolgende isolering og oprensning af vaerts-RNA fra

helblod til RT-PCR anvendt i molekylser diagnostisk testning.

Ydelseskarakteristika for PAXgene Blood RNA System er kun etableret med FOS- og
IL1B-gentranskriptioner. Brugeren er ansvarlig for at etablere egnede ydelseskarakteristika for
PAXgene Blood RNA System for andre mal-transkriptioner.

Indikationer for brug

PAXgene Blood RNA Kit bruges til oprensning af intracelluleert RNA fra helblod, som blev
opsamlet i PAXgene Blood RNA Tube (BRT). Nér kittet anvendes sammen med PAXgene Blood
RNA Tube (BRT), leverer systemet oprenset intracellulzert RNA fra helblod til RT-PCR anvendt i

molekylaerdiagnostisk testning.

Seerlige anvisninger til brug af produktet

PAXgene Blood RNA Kit er beregnet til oprensning af intracellulaert RNA fra humant helblod
(4,8 x 106 - 1,1 x 107 leukocytter/mlL) til in vitro-diagnostisk anvendelse. Det er ikke beregnet
til oprensning af genomisk DNA eller virale nukleinsyrer fra humant helblod. Grundet det
begreensede antal transkriptioner, der er valideret til stabiliseringsspecifikationer (FOS- og
IL1B-gentranskriptioner), kan der ikke angives ydelseskarakteristika for alle transkriptioner.
Brugerne skal gennemgé bé&de deres egne og producentens data for at afgere, om det er

nadvendigt at validere andre transkriptioner.
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Produktet er beregnet til brug af professionelle brugere, f. eks. laboratorieteknikere og leeger,

der er uddannet i in vitro-diagnostiske procedurer.

Anvisninger vedrgrende anvendelsen af PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) findes i PAXgene
Blood RNA Tube-héndbogen.

Kvalitetskontrol

| overensstemmelse med QIAGENs ISO-certificerede kvalitetsstyringssystem testes hvert lot of

PAXgene Blood RNA Kit efter fastlagte specifikationer for at sikre en ensartet produktkvalitet.

Teknisk service

QIAGEN Teknisk Service leverer hgj kvalitet og er altid til radighed. De tekniske
serviceafdelinger er bemandet med erfarne videnskabelige medarbejdere med vidiraekkende
praktisk og teoretisk erfaring i molekyleerbiologi og brugen af PreAnalytiX-produkterne.
Kontakt os, hvis der er spergsmal vedrerende PAXgene Blood RNA Kit.

Ring til QIAGEN Teknisk Service for at f& teknisk assistance og yderligere oplysninger.

Sikkerhedsinformation

EU - brugerne skal rapportere alle alvorlige haendelser med relation til udstyret til producenten
og den ansvarlige nationale myndighed. Uden for EU - kontakt din lokale

QIAGEN-repraesentant ved alle haendelser, eller hvis du har spargsmal vedrarende udstyret.

Der skal altid anvendes laboratoriekittel, engangshandsker og beskyttelsesbriller, nar der

arbejdes med kemiske stoffer.
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Ved arbejde med biologiske og kemiske midler skal der altid anvendes en egnet
laboratoriekittel, engangshandsker og beskyttelsesbriller for at reducere risikoen for infektion
(F.eks. med HIV eller hepatitis B-virus) og skader. Der findes flere oplysninger i de tilharende
sikkerhedsdatablade (Safety Data Sheets, SDS'er). De findes online i bekvemt og kompakt
PDF-format p& www.preanalytix.com, hvor sikkerhedsdatabladene for dette kit kan laeses eller

udskrives.

FORSIGTIG  Der md IKKE tilszettes blegemiddel eller syreholdige oplasninger

direkte i affaldet fra preveklargeringen.

Bindingsbuffer (BR2) og vaskebuffer 1 (BR3) indeholder guanidin-thiocyanat, som kan reagere
steerkt ved kontakt med klorblegemiddel. Hvis der spildes bindingsbuffer (BR2) eller vaskebuffer
1 (BR3), skal der geres rent med et egnet laboratorierengeringsmiddel og vand. Hvis den
spildte vaeske indeholder potentielt smittefarlige reagenser, renses fladen ferst med

rengeringsmiddel og vand og derefter med 1 % (v/v) natriumhypochlorit (blegemiddel).

RNAsstabiliseringsoplesningen og blodvaesken fra PAXgene Blood RNA Tube (BRT) kan
desinficeres med 1 del klorblegemiddeloplesning (5 % natriumhypochlorit) til 9 dele
RNAstabiliseringsoplesning og blodvaeske.

Affaldet fra klargering of preve, s&som supernatanter fra centrifugeringstrinnene i
RNA-oprensningsproceduren, skal altid betragtes som potentielt smittefarligt. Affald skal derfor
autoklaveres eller forbraendes fer boriskaffelse for at edelsegge eventuelt smittefarligt

materiale. De officielle regler for bortskaffelse skal overholdes.
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Folgende fare- og sikkerhedssaetninger gaelder komponenter i PAXgene Blood RNA Kit.
Se sikkerhedsoplysningerne om PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) i PAXgene Blood RNA
Tube-hdndbog.

Buffer BR2

Indeholder: guanidin-thiocyanat. Fare! Farlig ved indtagelse. Kan vaere
farlig ved hudkontakt eller ved indanding. Forérsager alvorlig
gienskade. Skadelig for vandlevende organismer, med langvarige
virkninger. Udvikler meget giftig gas ved kontakt med syre. Baer
beskyttelseshandsker/beskyttelsestaj/zjenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse.
VED KONTAKT MED @JNENE: Skyl forsigtigt med vand i flere minutter.
Fiern eventuelle kontaktlinser, hvis det kan geres let. Fortsaet med at
skylle. Ring omgéende til en GIFTINFORMATION eller en laege.

S

Buffer BR3
Indeholder:  ethanol;  guanidinthiocyanat.  Farel  Brandfarlig

vaeske og damp. Forarsager alvorlig @jenskade.  Udvikler

&

meget gifig gas ved kontakt med syre. Holdes veek fra

varme/gnister/&ben ild/varme overflader. Rygning forbudt. Beer

ky
el

beskyttelseshandsker/beskyttelsestaj/ajenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse.
VED KONTAKT MED @JNENE: Skyl forsigtigt med vand i flere minutter.
Fiern eventuelle kontaktlinser, hvis det kan geres let. Fortsaet med at
skylle. Ring omgdende til en GIFTINFORMATION eller en lzege.
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DNase |

Proteinase K

Indeholder: DNase. Fare! Kan forarsage allergisk hudreaktion.
Kan for&rsage  allergi-  eller  astmasymptomer  eller
andedraetsbesveer ved  indé&nding. Undgé indénding  aof
pulver/rag/gas/tége/damp/spray.  Baer  beskyttelseshandsker/
beskyttelsestaj/zjenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse. Anvend
&ndedraetsvaern. Ved eksponering eller mistanke om eksponering:
Ring til en GIFTINFORMATION eller en laege. Flyt personen til et sted
med frisk luft og serg for, at vedkommende hviler i en stilling, som

letter vejrtraekningen.

Indeholder: proteinase K. Farel Forérsager let hudirritation.
Kan for&rsage  allergi-  eller  astmasymptomer  eller
andedraetsbesveer ved indé&nding. Undgd& indénding aof
pulver/rag/gas/tége/damp/spray.  Baer  beskyttelseshandsker/
beskyttelsestaj/zjenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse. Anvend
&ndedraetsvaern. Ved eksponering eller mistanke om eksponering:
Ring til en GIFTINFORMATION eller en laege. Flyt personen til et sted
med frisk luft og serg for, at vedkommende hviler i en stilling, som

letter vejrtraekningen.
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Indledning

Det forste skridt ved mange molekyleerbiologiske analyser af cellulsert RNA er indsamling aof
helblod. Ustabiliteten aof den celluleere RNA-profil in vitro udger imidlertid et veesentligt
problem. Undersagelser hos PreAnalytiX har vist, at antallet af kopier for enkelte mRNA-species
i helblod kan forandre sig mere end tusind gange under transport eller opbevaring ved
stuetemperatur. * Arsagerne fil dette er den hurtige nedbrydning aof RNA og den inducerede
ekspression af bestemte gener efter blodtapningen. S&danne forandringer aof
RNA-ekspressionens profil forhindrer palidelige resultater i genekspressionsundersagelser. Det
er derfor afgerende at finde en metode, som bevarer RNA-ekspressionsprofilen under og efter

flebotomi, for at opna en ngjagtig analyse af genekspression i humant helblod.
Princip og procedure

PreAnalytiX har udviklet et system, som ger det muligt ot tappe, stabilisere, opbevare og
transportere humane helblodsprever og som leverer en hurtig og effektiv protokol for
oprensning af intracellulaert RNA. Systemet kraever, at der bruges PAXgene Blood RNA Tubes
(BRT; US-patenter 6,602,718 og 6,617,170) til blodindsamling og RNAsstabilisering,
efterfulgt af manuel eller automatisk RNA-oprensning med PAXgene Blood RNA Kit. Den
manuelle og automatisk protokol giver i alt vaesentligt den samme praestation med hensyn il
RNAkvalitet og -udbytte. Der er inkluderet praestationsdata for den manuelle protokol
(side 22 — 29) og den automatiske protokol (side 31 — 35) i denne héndbog.

l,/'-'\, QIAGEN QlAcube Connect MDx er ikke tilgaengelig i alle lande. Kontakt QIAGEN
‘\!j Teknisk Service for at f& flere oplysninger.

* Rainen, L. et al. (2002) Stabilization of mRNA expression in whole blood samples. Clin. Chem. 48, 1883.
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Pravetagning og stabilisering

PAXgene Blood RNA Tubes(BRT) indeholder et reagens, som er baseret pd en patenteret RNA-
stabiliseringsmetode. Dette reagens beskytter RNA-molekyler mod nedbrydning gennem
RNaser og minimerer ex vivo-forandringer af genekspressionen. PAXgene Blood RNA Tubes
(BRT) er beregnet til indsamling af humant helblod og stabilisering af cellulsert RNA i op il
3 dage ved 1825 °C (se fig. 1 og 2, side 15 og 16) eller i op til 5 dage ved 2-8 °C
(se fig 3 og 4, side 17 og 18). Aktuelt disponible data viser, at den cellulaere RNA er stabil i
mindst 11 ar ved -20 °C eller -70 °C*. Kontakt QIAGEN Teknisk Service for at f& flere

oplysninger om igangvaerende undersggelser af endnu laengere stabiliseringstider.

Den faktiske varighed af RNAsstabiliseringen kan variere alt efter RNA-specien og den
anvendte downstream-applikation. Grundet det begraensede antal transkriptioner, der er
valideret til stabiliseringsspecifikationer (FOS- og IL1B-gentranskriptioner), kan der ikke
angives ydelseskarakteristika for alle transkriptioner. Brugerne skal gennemgé bade deres
egne og producentens data for at afgere, om det er nedvendigt at validere andre

transkriptioner.

* En langtidsundersegelse af opbevaring af blod i PAXgene Blood RNA Tubes er under udferelse.
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Figur 1. RNA-stabilitet i blodprover ved 18-25°C: FOS. Der blev taget blodprever i duplikat fra 10 donorer, og
preverne blev opbevaret ved 18-25°C i det angivne antal dage, efterfulgt af RNA i alt-oprensning. [A] Blodet blev
indsamlet og opbevaret i PAXgene Blood RNA Tubes (BRT), og RNA i alt blev oprenset med PAXgene Blood RNA Kit.
[B] Blodet blev indsamlet og opbevaret i standardblodprevetagningsrer med EDTA som antikoagulans, og RNA i alt
blev oprenset med en standardekstraktionsmetode med organiske oplasningsmidler og RNA-rensning med silica-baseret
membran. De relative FOS-ranskriptionskoncentrationer blev bestemt med real time-duplex-RT-PCR under anvendelse of
18S-rRNA som intern standard. Vaerdierne for alle prever er opfert med middelvaerdi og standardafvigelser for alle
viste prever. De stiplede linjer gengiver den samlede ngjagtighed +3 x analysen (2,34 C;).
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Figur 2. RNA-stabilitet i blodprover ved 18-25°C: IL1B. Der blev udtaget blod, og RNA i alt blev oprenset efter opbevaring ved
1825 °C som beskrevet i figur 1. De relafive IL1B-ranskriptionskoncentrationer blev bestemt med real time-duplex-RT-PCR under
anvendelse of 18S-rRNA som intern standard. Veerdierne for alle praver er opfert med middelvaerdi og standardafvigelser for
alle viste praver. De stiplede linjer gengiver den samlede ngjagtighed +3 x analysen (1,93 Cy).
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Figur 3. RNA-stabilitet i blodprover ved 2-8°C: FOS. Der blev taget blodpraver i duplikat fra 10 donorer, og preverne
blev opbevaret ved 2-8°C i det angivne antal dage, efterfulgt af RNA i alt-oprensning. [A] Blodet blev indsamlet og
opbevaret i PAXgene Blood RNA Tubes (BRT), og RNA i dlt blev oprenset med PAXgene Blood RNA Kit. [B] Blodet blev
indsamlet og opbevaret i standardblodprevetagningsrer med EDTA som antikoagulans, og RNA i alt blev oprenset med
en standardekstraktionsmetode med organiske oplesningsmidler og RNA-rensning med silica-baseret membran. De
relative FOS-ranskriptionskoncentrationer blev bestemt med real time-duplex-RT-PCR under anvendelse of 18S-rRNA
som intern standard. Vaerdierne for alle prever er opfert med middelvaerdi og standardafvigelser for alle viste prover.
De stiplede linjer gengiver den samlede ngjagtighed +3 x analysen (2,34 Ci).
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Figur 4. RNA-stabilitet i blodprever ved 2-8°C: IL1B. Der blev udtaget blod, og RNA i alt blev oprenset efter opbevaring
ved 2-8°C som beskrevet i figur 3. De relative IL1B-transkriptionskoncentrationer blev bestemt med real time-duplex-
RT-PCR under anvendelse af 18S-rRNA som intern standard. Vaerdierne for alle prever er opfert med middelvaerdi og
standardafvigelser for alle viste prever. De stiplede linjer gengiver den samlede nejagtighed +3 x analysen (1,93 Ci).
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RNA-koncentration og oprensning

PAXgene Blood RNA Kit bruges til oprensning af RNA i alt fra 2,5 mL humant helblod, som
blev indsamlet i et PAXgene Blood RNA Tube (BRT). Proceduren er enkel og kan udferes
manvuelt eller automatisk (se figur 5 og 10, side 20 og 30). | begge protokoller begynder
oprensningen med et centrifugeringstrin for at samle nukleinsyrer i pellets i PAXgene Blood
RNA Tube (BRT). Pelletet vaskes og resuspenderes, efterfulgt af manuel eller automatisk
RNA-oprensning. Begge protokoller falger i princippet de samme protokoltrin, med de samme

kitkomponenter.
Manuel RNA-oprensning

Det resuspenderede pellet inkuberes i optimeringsbuffer og proteinase K (PK) for at digestere
proteiner. En yderligere centrifugering med en PAXgene Shredder-spin-kolonne (PSC) udferes
for at homogenisere cellelysatet og fierne ftiloversblevne cellerester. Supernatanten aof
gennemstremningen overfgres til et frisk mikrocentrifugerar. Derefter tilsaettes ethanol for at
justere bindingsbetingelserne, og lysatet overfares p& PAXgene RNA-spin-kolonnen (PRC). Ved
den efterfalgende korte centrifugering binder RNA selektivt til PAXgene silicagel-membranen,
mens kontaminanter passerer igennem den. Tiloversblevne kontaminanter fijernes ved hjzlp aof
flere effektive vasketrin. Mellem det farste og det andet vasketrin bliver membranen behandlet
med DNase | (RNFD) for at fierne eventuelle bundne rester af DNA. Efter vasketrinnene bliver

RNA elueret i elueringsbuffer (BR5) og varmedenatureret.

RNA i alt oprenset ved hjzelp of PAXgene Blood RNA System er rent. Anvendes den manuelle
protokol, er vaerdierne Azso/Azs0 mellem 1,8 og 2,2 og <1 % (w/w) genomisk DNA til stede
i 295 % of alle prever, som mdlt af kvantitativ real time-PCR af en sekvens af beta-actin-genet.

Mindst 95 % af preverne viser ingen hindring i RT-PCR, ved brug af op til 30 % af eluatet.
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Figur 5. Den manuelle PAXgene Blood RNA-procedure.
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Nar den manuelle protokol felges, er gennemsnitstiden for klargering aof preve (baseret p&
data fra 12 preveklargeringer) ca. 90 minutter*, hvoraf den rene h&ndteringstid udger ca.
40 minutter. RNA-udbyttet fra 2,5 mL sundt humant helblod er >3 pg for 295 % aof de
forarbejdede prever. Da udbyttet afhaenger steerkt af donorerne, kan de enkelte udbytter
variere. For individuelle donorer leverer PAXgene Blood RNA System yderst reproducerbare
og gentagelige udbytter (se figur 6 og 7 pé side 22 og 23), savel som reproducerbare og
gentagelige RT-PCR-resultater (se figur 8 og 9 pa side 27 og 28), hvilket gor det velegnet il

klinisk-diagnostiske undersegelser.

Figur 6 (side 22) viser den generelle reproducerbarhed og gentagelighed for PAXgene Blood
RNA System. Der blev foretaget yderligere undersegelser for at pavise, hvilken indflydelse
forskellige lots af PAXgene Blood RNAkits og forskellige laboranter havde pé&
reproducerbarheden aof RNA-udbyttet og realtids-RT-PCR-resultaterne. Eftersom der blev
anvendt poolede blodpraver i stedet for individuelle PAXgene Blood RNA Tubes (BRT),
gengiver forsegsresultaterne ikke systemets gentagelsespraecision, herunder fluktuationer
mellem de enkelte blodindsamlinger, men kun gentagelsespraecisionen for klargeringen of

praven (se figur 7, side 23).

* Den samlede kerselstid for protokollen, inklusive den ferste handtering af PAXgene Blood RNA Tubes
(centrifugeringer, vask og resuspension af pelletet).
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Figur 6. Reproducerbar og gentagelig RNA-oprensning. Firedobbelte blodprever fra 14 donorer blev alle manuelt
behandlet af tre forskellige laboranter (A, B og C). Der blev benyttet tre forskellige saet udstyr, og alle praver, der var
blevet klargjort af en enkelt laborant, blev behandlet med det samme udstyr. [A] Middelvaerdier og standardafvigelser
for RNA-udbyttet pr. gentaget preve fra samme donorer og forskellige laboranter vises. [B] Tolv gentagne blodpraver
fra hver af de 14 donorer blev forarbejdet af de 3 forskellige laboranter. Middelveerdier og standardafvigelser for
RNA-udbyttet pr. prave fra samme donor og alle laboranter vises. Ved alle RNA-praver var Azso/Azsoforholdet i
omrédet fra 1,8 til 2,2.
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Figur 7. Gentagelighed og reproducerbarhed af RNA-udbyttet for forskelllige laboranter og forskellige lots af PAXgene
Blood RNA Kits ved anvendelse af poolede blodpraver. Der blev indsamlet blodpraver fra 30 donorer i PAXgene Blood
RNA Tube (BRT; 12 rer pr. donor, dvs. i alt 360 rer). Indholdet of rerene fra 3 donorer blev poolet og derefter delt i
alikvoter p& 36 praver. Disse 36 praver pr. 3-donor-pool blev behandlet manuelt of tre forskellige laboranter. Hver
laborant anvendte 3 forskellige lots af PAXgene Blood RNA Kit til ekstraktionen og forarbejdede firdobbelte prever fra
hver af de ti donor-pools. [A] RNA-udbytte og standardafvigelse for hver kombination af laborant og lot. Firdobbelte
blodprever fra 10 donor-pools blev forarbejdet af 3 forskellige laboranter (A, B og C) med hver of tre kit-lots

(1, 2 og 3). Der vises middelvaerdier af udbyttet (sajler) og standardafvigelser (fejlbjaelker) pr. firdobbelt prave fra den
samme donor-pool for forskellige laboranter og kitlots. [B] Variationskoefficienten (CV) af RNA-udbytte pr. donor-pool
for alle kombinationer af laborant og lot (A, B, C; 1, 2, 3), udregnet fra middelvaerdi og standardafvigelse for udbyttet,
som er vist i figur 7A.
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Tabel 1A. Reproducerbarhed inden for hvert lot og hver bruger til valgte donor-pools (1, 6, 9, 10)

Donor-pool 1 Donor-pool 6
5,1 x 10¢ celler/mL 6,5 x 10¢ celler/mL
Gennemsnitligt Gennemsnitligt
Kombination of data  udbytte (pg)  SD (pg) CV (%) udbytte (pg) SD (pg) CV (%)
Lot 1, bruger A 8,03 0,42 5 9,55 0,99 10
Lot 1, bruger B 7,98 1,17 15 9,38 1,94 21
Lot 1, bruger C 7,87 0,45 6 10,71 0,65 6
Lot 2, bruger A 7,32 0,98 13 9,78 1,89 19
Lot 2, bruger B 6,09 1,04 17 9,82 2,83 29
Lot 2, bruger C 6,87 0,31 4 10,37 0,74 7
Lot 3, bruger A 7,04 0,90 13 8,96 0,68 8
Lot 3, bruger B 6,98 1,22 17 7,73 0,97 13
Lot 3, bruger C 8,78 0,89 10 10,59 1,94 18
Donor-pool 9 Donor-pool 10
8,4 x 10¢ celler/mL 10,2 x 10¢ celler/mL
Gennemsnitligt Gennemsnitligt

Kombination of data  udbytte (ug)  SD (pg) CV (%) udbytte (ug) SD (pg) CV (%)
Lot 1, bruger A 7,52 0,41 6 7,96 0,49 6
Lot 1, bruger B 8,82 1,72 19 8,90 0,76 9
Lot 1, bruger C 10,14 1,46 14 10,22 1,29 13
Lot 2, bruger A 6,92 0,27 4 7,63 1,23 16
Lot 2, bruger B 7,20 0,71 10 7,00 0,56 8
Lot 2, bruger C 9,14 1,52 17 11,56 1,21 10
Lot 3, bruger A 8,18 0,76 9 7,85 0,82 10
Lot 3, bruger B 6,41 0,88 14 8,88 2,17 24
Lot 3, bruger C 10,78 0,56 5 10,88 0,37 3
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Tabel 1B. Reproducerbarhed inden for hver bruger og mellem alle lots fil valgte donor-pools (1, 6, 9, 10)

Donor-pool 1
5,1 x 10¢ celler/mL

Donor-pool 6
6,5 x 104 celler/mL

Gennemsnitligt

Gennemsnitligt

Kombination of data udbytte (pg) SD (pg) CV (%) udbytte (pg)  SD (pg) CV (%)
Bruger A, alle lots 7,46 0,85 11 9,43 1,22 13
Bruger B, alle lots 7,02 1,31 19 8,98 2,09 23
Bruger C, alle lots 7,84 0,98 13 10,56 1,15 11
Donor-pool 9 Donor-pool 10

8,4 x 10¢ celler/mL

10,2 x 10¢ celler/mL

Gennemsnitligt

Gennemsnitligt

Kombination of data udbytte (pg) SD (pg) CV (%) udbytte (pg)  SD (pg) CV (%)
Bruger A, alle lots 7,54 0,72 10 7,81 0,82 11
Bruger B, alle lots 7,48 1,50 20 8,26 1,54 19
Bruger C, alle lots 10,02 1,34 13 10,89 1,10 10

Tabel 1C. Reproducerbarhed inden for hver bruger og mellem alle brugere til valgte donor-pools (1, 6, 9, 10)

Donor-pool 1
5,1 x 10 celler/mL

Donor-pool 6
6,5 x 10¢ celler/mL

Gennemsnitligt

Gennemsnitligt

Kombination of data udbytte (pg) SD (pg) CV (%) udbytte (pg)  SD (pg)  CV (%)
Lot 1, alle brugere 7,96 0,69 9 9,88 1,34 14
Lot 2, alle brugere 6,76 0,93 14 9,99 1,84 18
Lot 3, alle brugere 7,60 1,27 17 9,09 1,71 19
Donor-pool 9 Donor-pool 10
8,4 x 10 celler/mL 10,2 x 10¢ celler/mL
Gennemsnitligt Gennemsnitligt
Kombination of data udbytte (pg) SD (pg) CV (%) udbytte (pg)  SD (pg)  CV (%)
Lot 1, alle brugere 8,83 1,63 19 9,02 1,27 14
Lot 2, alle brugere 7,75 1,36 18 8,73 2,31 26
Lot 3, alle brugere 8,46 1,99 24 9,20 1,80 20
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Tabel 1D. Reproducerbarhed mellem alle lots og alle brugere til valgte donor-pools (1, 6, 9, 10)

Donor-pool 1 Donor-pool 6
5,1 x 10¢ celler/mL 6,5 x 10¢ celler/mL
Gennemsnitligt Gennemsnitligt
Kombination of data udbytte (pg)  SD (pg) CV (%) udbytte (pg) SD (pg)  CV (%)
Lot 1, alle brugere 7,44 1,09 15 9,66 1,65 17
Donor-pool 9 Donor-pool 10
8,4 x 10¢ celler/mL 10,2 x 10¢ celler/mL
Gennemsnitligt Gennemsnitligt
Kombination of data udbytte (pg)  SD (pg) CV (%) udbytte (pg) SD (pg)  CV (%)
Lot 1, alle brugere 8,35 1,70 20 8,99 1,80 20

Detaljeret analyse aof 4 repraesentative donor-pools. Pools blev valgt i henhold til antallet of
hvide blodlegemer og viser haje, mellem og lave veerdier i det normale omréde for antallet af
hvide blodlegemer (4,8 x 10¢ — 1,1 x 107 leukocytter/ml). Antallet of hvide blodlegemer
repraesenterer gennemsnitsvaerdien af de 3 tzellinger of hvide blodlegemer fra de 3 donorer

pr. donor-pool.
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Figur 8. Reproducerbarhed for RT-PCR - mellem brugere. RNA, som blev oprenset i det eksperiment, der er beskrevet i
figur 7, blev benyttet til realtime RT-PCR. De relative [A] FOS og [B] IL1B-ranskriptionskoncentrationer blev bestemt med
real time-duplex-RT-PCR under anvendelse af 18S-rRNA som intern standard. Vaerdier for alle praver vises relativt til
vaerdierne of bruger A (10 donor-pools x 3 kitlots x 4 gentagelser = 120 datasaet for hvert gen) med middelvaerdi

(red linje) og standardafvigelse (sort, lodret bjaelke) for alle viste praver. De stiplede linjer gengiver den samlede
ngjagtighed 3 x analysen (FOS: 2,34 Cy; IL1B: 1,93 Ci).
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Figur 9. Reproducerbarhed af RT-PCR - mellem kit-lots. RNA, som blev oprenset i det eksperiment, der er beskrevet i
figur 7, blev benyttet til realtime RT-PCR. De relative [A] FOS og [B] IL1B-ranskriptionskoncentrationer blev bestemt med
real time-duplex-RT-PCR under anvendelse af 18S-rRNA som intern standard. Vaerdier for alle prever vises relativt til
veerdierne for kitlot 1 (10 donor-pools x 3 brugere x 4 gentagelser = 120 dataszet for hvert gen) med middelvaerdi

(red linje) og standardafvigelse (sort, lodret bjaelke) for alle viste praver. De stiplede linjer gengiver den samlede
ngjagtighed £3 x analysen (FOS: 2,34 Cy; IL1B: 1,93 Ci).

28 PAXgene Blood RNA Kithéndbog  12/2020



Tabel 2. Sammenfatning of RT-PCR-data fra figur 8 og 9

Testsystem FOS/18S rRNA-analyse IL1B/18S rRNA-analyse
Sammenligning aof data Middelveerdi  + SD (AAC:)  Middelvaerdi (AAC:) + SD
(AACH) (AACH)
Reproducerbarhed inden for hver bruger og mellem alle lots
Alle brugere, lot 1 —lot 1 0,00 0,00 0,00 0,00
Alle brugere, lot 1 - lot 2 0,03 0,48 0,07 0,66
Alle brugere, lot 1 - lot 3 0,21 0,52 0,11 0,71
Reproducerbarhed inden for hver bruger og mellem alle lots
Alle lots, bruger A — bruger A 0,00 0,00 0,00 0,00
Alle lots, bruger A — bruger B 0,46 0,44 0,06 0,69
Alle lots, bruger A — bruger C 0,31 0,60 0,15 0,71

Bruger: Laborant, udferte undersegelsen.

Lot: Lotnummer for det anvendte kit.

SD: Standardafvigelse.

Middelveerdi AAC: (N = 120) og standardafvigelse er vist for de data, som praesenteres i figur 8 og 9.

Automatisk RNA-oprensning

Oprensning af blodRNA er automatiseret pd QIAGEN QlAcube Connect MDx eller den
klassiske QIAGEN QIlAcube (herefter kaldet for QIAcube). De innovative QlAcube-
instrumenter anvender avanceret teknologi til behandling of QIAGEN-spin-kolonner, hvilket
ger det muligt problemfrit at integrere en automatiseret pravebehandling i laboratoriets
arbejdsgang, selv ved smd prevemaengder. Klargering aof praver vha. QlAcube-instrumenterne
felger de samme trin som den manuelle procedure (dvs. lysering, binding, vask og eluering),
hvilket ger det muligt at anvende PAXgene Blood RNA Kit til oprensning af RNA af hgj kvalitet.
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Figur 10. QlAcube Connect MDx.

Den automatiske RNA-oprensningsprotokol bestér af 2 dele (eller protokoller), “PAXgene
Blood RNA Part A” og “PAXgene Blood RNA Part B”, med en kort manuel indgriben mellem
de 2 dele (se figur 11 pd side 31).
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Figur 11. Den automatiske PAXgene Blood RNA-procedure.

Den centrifugerede, vaskede og resuspenderede nukleinsyrepellet (se “RNA-koncentration og
oprensning” pé side 19) overferes fra PAXgene Blood RNA Tube (BRT) til forarbejdningsrerene
(PT), som placeres i termoshakerenheden pd& QlAcube-instrumenternes arbejdsbord.
Operateren vaelger og starter protokollen “PAXgene Blood RNA Part A” fra menuen. QlAcube-
instrumenterne udferer trinnene i protokollen frem til eluering af RNA i elueringsbuffer (BR5).
Operataren overferer mikrocentrifugeragrene (MCT), som indeholder den oprensede RNA, til
termoshakerenheden p& QlAcube-instrumenterne. Operateren vaelger og starter protokollen
“PAXgene Blood RNA Part B” fra menuen, og varmedenaturering udferes af QlAcube-
instrumenterne.
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Gennemsnitstiden for klargering of preve (baseret p& data fra 12 kersler of klargering of
prove) er 151 minutter* med betydeligt mindre ren handteringstid sammenlignet med den

manvuelle protokol.

RNA-udbyttet fra 2,5 ml sundt humant helblod er >3 pg for 295 % af de forarbejdede prover.
Figur 12 (side 33) viser RNA-udbyttet fra 216 prever der blev forberedt med den automatiske
protokol, med 3 kitlots af 3 operaterer. Eftersom der blev brugt poolede blodprever i stedet
for individuelle PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) il disse undersagelser, viser resultaterne ikke
det forventede RNA-udbyttet fra enkelte praver i individuelle blodindsamlinger. Da udbyttet

afhaenger staerkt af donorerne, kan de enkelte udbytter variere (figur 12, side 33).

Mindst 95 % af preverne viser ingen hindring i RT-PCR, ved brug af op til 30 % af eluatet.
Hvis den automatiske protokol bruges, kan krydskontaminering mellem praver ikke detekteres,
som malt i kvantitativ, realtids RT-PCR of sekvenser of ABL1- og FOS-ranskriptioner i

RNA-negative praver (vand) mod RNA-positive praver (humant helblod) i samme karsel.

RNA, der er isoleret med PAXgene Blood RNA System og den automatiske protokol, er ren,
som det fremgéar of manglen p& RT-PCR-hindring og Azs0/Azso-veerdier mellem 1,8 og 2,2.
Genomisk DNA er til stede ved <1 % (w/w) i 295 % af alle praver, som mélt i kvantitativ, real
time-PCR af en sekvens af beta-actin-genet. Figur 13 og 14 (side 34 og 35) viser Azso/Azeo-
vaerdierne og relativt genomisk DNA af de i alt 216 praver, der er klargjort med den

automatiske protokol med 3 kitlots af 3 operaterer.

* Den samlede kerselstid for protokollen, inklusive den ferste handtering af PAXgene Blood RNA Tubes
(centrifugeringer, vask og resuspension af pelletet).
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Figur 12. RNA-udbytte — automatisk forarbejdning A: QlAcube, B: QlAcube Connect MDx. Blodpraver fra individuelle
donorer blev indsamlet i PAXgene Blood RNA Tubes (BRT). Rerenes indhold blev poolet i 6 donor-pools og derefter delt
i alikvoter. Der blev behandlet i alt 216 rer (36 rer pr. pool) af 3 forskellige operaterer (A, B, C). Hver operater
anvendte PAXgene Blood RNA Kit fra 3 forskellige lots (1, 2, 3) til automatisk udtraekning med flere QlAcube- og
QlAcube Connect MDx-instrumenter og forarbejdede firdobbelte praver fra hver of de 6 donor-pools. RNA-udbytte for

alle individuelle praver er vist for hver operater-/lot-kombination.
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Figur 13. RNA-renhed (As0/ Azs0-veerdier) — automatisk forarbejdning. A: QlAcube, B: QlAcube Connect MDx RNA blev
oprenset af 3 forskellige operaterer (A, B, C) med 3 forskellige lots (1, 2, 3) of PAXgene Blood RNA Kit med flere
QlAcube- og QlAcube Connect MDx-instrumenter i det eksperiment, der er beskrevet i figur 12. Azso/Azsovaerdier for

alle individuelle praver er vist for hver operater/lotkombination.
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Figur 14. RNA-renhed (% genomisk DNA-forurening) — automatisk forarbejdning, A: QlAcube, B: QlAcube Connect

MDx. RNA blev oprenset af 3 forskellige operaterer (A, B, C) med 3 forskellige lots (1, 2, 3) af PAXgene Blood RNA

Kit med flere QlAcube- og QlAcube Connect MDx-instrumenter i det eksperiment, der er beskrevet i figur 12.

Genomiske DNA-maengder (w/w) for alle individuelle praver er vist for hver operater/lotkombination.

Den automatiske protokol for RNA-oprensning med PAXgene Blood RNA System giver

RT-PCR-resultater med hgj reproducerbarhed og gentagelighed, som vist i figur 15 og

figur 16 (side 36 og 37), hvilket gar den meget robust til klinisk-diagnostiske tests.
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Figur 15. Reproducerbarhed for RT-PCR — mellem automatiserede (QlAcube) og manuelle protokoller. RNA blev
oprenset af 3 forskellige operaterer (A, B, C) med 3 forskellige lots (1, 2, 3) af PAXgene Blood RNA Kit med flere
QlAcube- og QlAcube Connect MDx-instrumenter med den automatiske protokol i det eksperiment, der er beskrevet i
figur 12. Parallelt hermed blev RNA oprenset fra de tilsvarende replikatrer med den manuelle protokol. De relative
[A] FOS og [B] IL1B-transkriptionskoncentrationer blev bestemt med real time-duplex-RT-PCR under anvendelse af
18S-rRNA som intern standard. Mulige forskelle i transkriptionsniveauer mellem RNA forberedt fra parrede blodpraver
med begge udtraekningsprotokoller (automatisk og manuel protokol) blev udregnet med metoden AAC:. Individuelle
AAC; veerdier for alle prevepar (4 replikater x 6 donor-pools x 3 kitlots x 3 operatarer = 216 par for hvert gen) vises
som enkelte prikker med gennemsnit (starre prikker) og standardafvigelser (sorte bjeelker) for alle de viste prover.

De stiplede linjer gengiver den samlede ngjagtighed +3 x analysen (FOS: 1,16 Cy; IL1B: 1,98 C;; forskellig
analysepraecision sammenlignet med figur 1-4, 8 og 9 pga. forskellige analyseversioner).
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Figur 16. Reproducerbarhed af RT-PCR - mellem QlAcube og QlAcube Connect MDx med den automatiske protokol.
RNA blev oprenset af 3 forskellige operaterer (A, B, C) med 3 forskellige lots (1, 2, 3) af PAXgene Blood RNA Kit
med den automatiske protokol med flere QlAcube- og QIAcube Connect MDx-instrumenter i det eksperiment, der er
beskrevet i figur 12. De relative [A] FOS og [B] IL1B-transkriptionskoncentrationer blev bestemt med real time-
duplex-RT-PCR under anvendelse af 18S-rRNA som intern standard. Mulige forskelle i transkriptionsniveauer

mellem RNA forberedt fra parrede blodprever med begge instrumenter blev udregnet med metoden AAC.

Individuelle AACrvaerdier for alle pravepar (4 replikater x 6 donor-pools x 3 kit-lots x 3 operaterer = 216 par for hvert
gen) vises som enkelte prikker med gennemsnit (starre prikker) og standardafvigelser (sorte bjaelker) for alle de viste
prover. De stiplede linjer gengiver den samlede nejagtighed +3 x analysen (FOS: 1,30 Cy; IL1B: 1,42 C;; forskellig
analysepraecision sammenlignet med figur 1-4, 8, 9 og 15 pga. forskellige analyseversioner).
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Udstyr og reagenser, der skal leveres af brugeren

Der skal altid anvendes laboratoriekittel, engangshandsker og beskyttelsesbriller, nar der
arbejdes med kemiske stoffer. Der findes flere oplysninger i de tilhagrende sikkerhedsdatablade

(Safety Data Sheets, SDS'er), som kan fés hos produktets leverander.
For alle protokoller

® PAXgene Blood RNA Tubes (BRT, PreAnalytiX; kat.-nr. 762165)
e FEthanol (96-100 %, renhedsgrad p. a.)

® Pipetter* (10 pl-4 ml)

e Sterile RNasefri pipettespidser?, med aerosol-barriere.

e Malecylinder?

e Centrifuge* med variable hastigheder fra 3.000-5.000 x g, udstyret med udsvingsrotor
og centrifugebaegre til PAXgene Blood RNA Tubes (BRT)

® Vortex-mixer*
o Knustis

e Vandfast tusch til efiketter
Til manuel protokol

e Mikrocentrifuge* med variabel hastighed mellem 1.000-8.000 x g, lavere eller hgjere
g-kraft kan dog anvendes (se yderligere oplysninger i protokoltrinnene). Centrifugen skal

vaere udstyret med en rotor til 2 mL-mikrocentrifugergr

* Sarg for, at udstyret og instrumenterne regelmaessigt kontrolleres, vedligeholdes og kalibreres efter producentens
anvisninger.

T Brugeren skal gere sig bekendt med retningslinjerne for handtering of RNA (bilag A, side 72).

# Til tilsaetning af ethanol til buffer BR4-koncentrat.
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® Shaker-inkubator* der kan inkubere ved 55 °C og 65 °C og ryste ved
>400 omdr./min., ikke over 1.400 omdr./min. (f.eks. Eppendorf® Thermomixer

Compact eller tilsvarende)
Til den automatiske protokol (med QlAcube eller QlAcube Connect MDx)

® Saks

Forbrugsvarer til QlAcube-instrumenter:

® Filter-Tips, 1000 pl (1024) (QIAGEN, kat.-nr. 990352)1
® Reagent Bottles, 30 mL (6) (QIAGEN, kat.-nr. 990393)1
e Rotor Adapters (10 x 24) (QIAGEN, kat.-nr. 9903941
Tilbeher til QlAcube-instrumenter:

® Rotor Adapter Holder (QIAGEN, kat.-nr. 9903921

Til den automatiske protokol med QlAcube Connect MDx

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

QlAcube Connect MDx-servicepakker:

e QIlAcube Connect MDx System FUL-2 (QIAGEN, kat.-nr. 9003071)
e QIlAcube Connect MDx System FUL-3 (QIAGEN, kat.-nr. 9003072)
® QIlAcube Connect MDx System PRV-1 (QIAGEN, kat.-nr. 900307 3)
® QIlAcube Connect MDx Device PRV-1 (QIAGEN, kat.-nr. 9003074)
® QIlAcube Connect MDx System PRM-1 (QIAGEN, kat.-nr. 9003075)

* Sarg for, at udstyret og instrumenterne regelmaessigt kontrolleres, vedligeholdes og kalibreres efter producentens
anvisninger.

T Ogsé inkluderet i Starter Pack, QlAcube (QIAGEN, kat.-nr. 990395).
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Til den automatiske protokol med QlAcube

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

* Serg for, at udstyret og instrumenterne regelmaessigt kontrolleres, vedligeholdes og kalibreres efter producentens
anvisninger.
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Vigtige bemaerkninger
Brug af QlAcube-instrumenter

Brugeren skal vaere bekendt med betjeningen af QlAcube-instrumentet. Lees brugsanvisningen
til QlAcube-instrumentet og al yderligere information, der felger med QlAcube, og veer ekstra
opmaerksom pé& sikkerhedsinformationen, for de automatiske PAXgene Blood RNA-protokoller

p&begyndes.

Vejledningen i dette afsnit geelder bade QlAcube Connect MDx og QlAcube, medmindre

andet er angivet.

Start af QlAcube-instrumenterne

Luk légen til QlAcube-instrumentet, og teend for QIAcube-instrument pé& kontakten
(QlAcube Connect MDx: Se figur 17, side 42; QlAcube: figur 18, side 43).

Der lyder et bip, og opstartsskaermen vises. Instrumentet udferer automatisk opstartstest.
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QlAcube Connect MDx set bagfra

Figur 17. Eksterne funktioner pa QlAcube Connect MDx.

@ Beraringsskaerm

Lage

Affaldsskuffe

Stremafbryder
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Beroringsskaerm trukket ud

QlAcube Connect MDx set bagfra

@

2 USB-porte il venstre pa bereringsskaermen;

2 USB-porte bag pé& bergringsskaermen
(Wi-Fi-modul sat i 1 USB-port)

RJ-45-Ethernet-port

Stik til elledningen

Udgang til keleluft
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Figur 18. QlAcube set forfra.

@ Bergringsskaerm
@ Lage

@ RS232 serielport bag beskyttelsespanel (mé& kun
benyttes af QIAGEN instrumentservicespecialister)
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Bergringsskaerm

QIlAcube-instrumenterne styres via en bergringsskaerm. Bereringsskaermen giver brugeren mulighed
for at betiene instrumentet og guide brugerne gennem konfigurationen af arbejdsbordet. Néar der

behandles praver, viser beraringsskaermen protokolstatus og resterende tid.

Figur 19. Bergringsskeerm trukket ud pa QlAcube Connect MDx

Installation af protokoller pa QlAcube-instrumenter

En indledende protokolinstallation kan veere pakraevet, for den ferste RNAklargeringskersel
kan udfgres pd QlAcube-instrumenter. Installer begge protokollerne “PAXgene Blood RNA Part
A" og “PAXgene Blood RNA Part B”.

Du kan finde protokollerne til QlAcube Connect MDx pd

www.giagen.com/products/diagnostics-and-clinical-research/solutions-for-laboratory-

developed-tests/qiacube-connect-mdx/#resources  (www.giagen.com/MyQIAcube  for
QlAcube), og de skal downloades p& den USB-nggle, som leveres sammen med QlAcube-

instrumenterne. Disse protokoller overferes til instrumentet via USB-porten.

USB-porten (QIAcube Connect MDx: Sidder pd siden af bereringsskeermen, se figur 17,
side 42; QlAcube: Bag p& beskyttelsespanelet, se figur 18, side 43) muligger tilslutning af
QlAcube-instrumenter til den USB-nagle, der leveres sammen med QlAcube-instrumenterne.
Datdfiler, sdsom log- eller rapporffiler, kan ogsé& overferes via USB-porten fra QlAcube-

instrumenter til USB-ngglen.
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l,/ ™, USB-porten mé& kun bruges til den USB-nggle, der leveres af QIAGEN. Slut ikke andre
\!J enheder il denne port.

< o™ Fjern ikke USB-naglen, mens protokoller downloades eller datafiler overfares, eller
|
\,!) under en protokolkersel.

Du kn f& flere oplysninger om processen til upload af protokoller til QlAcube-instrumenter i

h&ndbogen til det instrument, der bruges.
Opfyldning af QlAcube-instrumenter

For at spare tid kan opfyldningen udferes under en eller begge de 10-minutters centrifugetrin
(trin 3 og 5) i “Protokol: Automatisk oprensning af RNA i alt fra humant helblod indsamlet i
PAXgene Blood RNA Tube (BRT)”, side 62.

Reagensflasker

Far hver kersel p& QlAcube-instrumentet fyldes de 4 reagensflasker forsigtigt med reagenserne
fra tabel 3 (side 46) op til det maksimale niveau eller, hvis dette ikke er muligt, til det niveau,
som er muligt med de buffermaengder, der leveres i PAXgene Blood RNA Kit. Meerk tydeligt
flasker og l&g med buffernavne, og placer de fyldte reagensflasker korrekt i
reagensflaskeholderen. Szt holderen ind p& QIAcube-instrumentarbejdsbordet som vist
(figur 20-22, side 46-48).

l./'-'\. Den leverede maengde af buffer BR2 vil ikke fylde en reagensflaske op til det viste
\!j niveau. Buffer BR3 og BR4 vil muligvis ikke fylde flasken op til det viste niveau efter

forarbejdning aof flere praver i tidligere kersler.

7 8™ Serg for at fierne lagene fra flaskerne, for de placeres pé arbejdsbordet.
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i)

Der er tilstraekkelig buffer i PAXgene Blood RNA Kit (50) til maksimalt 7 RNA
klargeringskersler p& QlAcube-instrumentet, nér antallet af prever er 2 til 12 pr.
kersel. Generelt ber kersler med et lavere antal prever undgés, nér der behandles i
alt 50 praver pr. kit med maksimalt 7 kersler af RNAklargering. Mere end 7 kersler
af RNAklargering kan medfere, at der ikke er en filstraekkelig buffervolumen til

behandling of de sidste prever.

Tabel 3. Placeringer i reagensflaskeholderen

Position Reagens

1 Bindingsbuffer (BR2)
2 96-100% ethanol

3 Vaskebuffer 1 (BR3)

4 Vaskebuffer 2 (BR4)*
5 — (skal vaere tom)

6 — (skal vaere tom)

* Vaskebuffer 2 (BR4) leveres som koncentrat. For at fremstille en brugsklar oplesning skal der inden farste brug
tilsaettes fire dele ethanol (96-100 %, renhedsgrad p.a.), som angivet p& flaskeetiketten.

®

Position 1
Bindingsbuffer
(BR2)

Position 3
Vaskebuffer 1
(BR3)

Position 5

Tom

Position 2
96-100%
rthanol

Position 4
Vaskebuffer 2
(BR4)

Position 6

Tom

"

Figur 20. Opfyldning af reagensflaskeholderen. [A] Tegning over positioner og indhold of flaskerne i
reagensflaskeholderen. [B] Pé&seetning af holderen p& QlAcube-instrumentet (QlAcube vist som eksempel).
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Figur 21. QlAcube Connect MDx set indefra.
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Figur 22. QlAcube indeni.

@ Centrifugeldg
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Spin-kolonner (PRC, PSC), mikrocentrifugerar (MCT) og QlAcube-
instrumentplastictilbeher

Placer 2 spidsholdere med filterspidser p& 1.000 plL p& QlAcube-instrumentet (se figur 21 og
22, side 47 og 48). Genopfyld holderen med spidser, ndr det er nadvendigt.

® Brug kun 1.000 plL-filterspidser, der er designet til brug med QlAcube-instrumenter.

Meerk rotoradaptere og mikrocentrifugerar (MCT) for hver preve med en vandfast tusch. Abn
de PAXgene Shredder-spin-kolonner (PSC), der skal bruges, og klip légene helt of med en saks
(se figur 23, side 49).

@ For at QlAcube-instrumentets robotgribearm kan fungere korrekt, skal légene og alle

| plastikdele, der forbinder l&get til PAXgene Shredder-spin-kolonnerne (PSC), fiernes
helt (klippes af; se figur 23). Ellers kan robotgribearmen ikke f& ordentligt fat i spin-
kolonnerne (PSC, PRC).

Sajlelag
Sailelag fiernet
fiernet ukorrekt; en
korrekt del of laget

er stadig

pésat

Figur 23. Opfyldning af PAXgene Shredder-spin-kolonne (PSC). PAXgene Shredder-spin-kolonnen (PSC) er placeret i
midterpositionen of rotoradapteren. Klip léget of, fer kolonnen placeres.
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Placer PAXgene RNA-spin-kolonnen (PRC), PAXgene Shredder-spin-kolonnen (PSC, uden lag,
se figur 23, side 49), og det markerede mikrocentrifugerer i de korrekte positioner i hver

maerket rotoradapter, som vist i tabel 4 og figur 24.

|'/-'j Serg for, at spinkolonnens (PRC) og mikrocentrifugerarets (MCT) l&g er trykket helt
N ned til bunden of &bningerne ved kanten af rotoradapteren, ellers vil l&gene gé& af

under centrifugering.

Tabel 4. Laboratorieartikler i rotoradapteren

Position Reagens Placering af
lag
1 PAXgene RNA-spin-kolonne (red, PRC) L1
2 PAXgene Shredder-spin-kolonne (lilla, PSC)
(klip laget af inden anbringelse i rotoradapteren) -
3 Mikrocentrifugerar (MCT)" L3

" Brug de mikrocentrifugerer (1,5 mL, MCT), der felger med i PAXgene Blood RNA Kit.

- L2
! @0
L3

Figur 24. Positioner i rotoradapteren. Rotoradapteren har tre rerpositioner (1-3) og tre l&gpositioner (L1-L3).
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Opfyldning af centrifugen

Seet de samlede rotoradaptere i centrifugespandene som vist i figur 25 nedenfor.

@ Ved forarbejdning af feerre end 12 praver skal centrifugerotoren fyldes, s& den er i
| radial balance (se figur 26, side 52). Alle centrifugespande skal vaere monteret, for
en protokolkarsel pdbegyndes, selv hvis der skal forarbejdes mindre end 12 praver.

Det er ikke muligt at forarbejde en enkelt (én) eller 11 praver.

Figur 25. Placering of centrifugen pa QlAcube-instrumenter. Placer de samlede rotoradaptere i centrifugespandene
(QlAcube Connect MDx er vist som eksempel).
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Figur 26. Opfyldning af centrifuge og ryster. Centrifuge- og rysterpositioner er vist for forarbejdning af to (2) til ti (10)
prover. Det er ikke muligt at forarbejde én (1) eller 11 prever. Ved behandling af 12 prever skal alle centrifuge- og
rysterpositioner fyldes (ikke afbildet).
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Forarbejdningsrer (PT)

Fiern alle forarbejdningsrar (PT), der stadig sidder i mikrocentrifugerarets dbninger fra tidligere
karsler (QlAcube Connect MDx: Se figur 21, side 47, QlAcube: Se figur 22, side 48). Fyld 3
forarbejdningsrer (PT) med den maengde reagens, der er angivet i tabel 5, i overensstemmelse

med antallet of prever i karslen.

Til DNase | inkuberingsblanding pipetteres den angivne maengde DNA-digestionsbuffer (RDD)
i et forarbejdningsrar (PT), og den angivne maengde DNase | (RNFD)-stamoplesning filszettes.
Bland forsigtigt ved at pipettere hele blandingen op og ned 3 gange med en 1.000 pL
pipettespids.

Brug de forarbejdningsrer p& 2 ml (PT), der leveres med PAXgene Blood RNA Kit. Maerk
rerene tydeligt med reagensnavne, og placer dem i de korrekte positioner i
mikrocentrifugererets ébninger, som vist i tabel 6 (side 54).

|\|) DNase | (RNFD) er meget modtageligt for fysisk denaturering. Bland kun ved
pipettering, hvor wide-bore-pipettespidser anvendes for at reducere forskydning.

Undlad at vortexe.

Serg for kun at pipettere den pé&kraevede maengde, som angivet i tabel 5 nedenfor.
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Tabel 5. Den pakraevede maengde reagens i forarbejdningsrer fil mikrocentrifugerarets abninger.

Reagensmzengde fil det angivne antal prover (pL)

Elveringsbuffer

Antal prover Proteinase K (PK) DNase | inkuberingsblanding (BR5)
2 126 187 (23 DNase | + 164 Buffer RDD) 313

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

9 429 701 (88 DNase | + 613 Buffer RDD) 918
10 472 775 (97 DNase | + 678 Buffer RDD) 1004
12 558 921 (115 DNase | + 806 Buffer RDD) 1177

Tabel 6. Mikrocentrifugerarets abninger

Position
A B C
Indhold Proteinase K DNase | inkuberingsblanding Elueringsbuffer (BR5)
Kar Forarbejdningsrer (PT)* Forarbejdningsrer (PT)* Forarbejdningsrer (PT)*

*
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Brug de forarbejdningsrer p& 2 mL, der leveres med PAXgene Blood RNA Kit.
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Protokol: Manuel oprensning af RNA i alt fra
humant helblod indsamlet i PAXgene Blood RNA

Tubes (BRT)

Vigtige anvisninger for start
® Det skal kontrolleres, at kittets aeske er ubeskadiget, og at ingen af buffer-beholderne er
uteette. Beskadigede kits mé& ikke anvendes.

® Ved brug af pipette skal det kontrolleres, at volumenet er indstillet korrekt, og at vaesken
opsuges og dispenseres fuldstaendigt.

® For at undgé at overfare prover til det forkerte rar eller spin-kolonne, skal det sikres, at
alle rer eller spin-kolonner er korrekt maerket med en vandfast tusch. Meerk l&get og
kroppen pé hvert rer (PR, MCT). For spin-kolonner maerkes kroppen af
forarbejdningsreret (PT). Luk hvert rer eller spin-kolonne, nér vaeske er blevet overfert il

den.
e Spild of preve- og buffervaesker under klargeringen kan nedszette RNAs udbytte og

renhed.

e Alle protokoltrin (inklusive centrifugeringerne) skal gennemfares ved stuetemperatur

(15-25 °C), medmindre andet er angivet.

P& grund af nukleinsyre-amplifikationsmetodernes hgije sensitivitet skal falgende forholdsregler

overholdes for at undgd krydskontaminering:

® Prover skal altid pipetteres i spin-kolonnerne (PRC, PSC) uden at fugte sajlens rand.

e Udskift altid pipettespidser mellem vaeskeoverfarsler. Brug pipettespidser med

aerosol-barriere.

e Undgé at rere ved membranen i spin-kolonnen (PRC, PSC) med pipettespidsen.
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Nar et mikrocentrifugerer (MCT) er blandet eller opvarmet, skal det centrifugeres

kortvarigt for at fierne dréber fra légets inderside.

Brug handsker under hele proceduren. Skift handsker med det samme, hvis de kommer i

bergring med praven.

Spin-kolonnerne (PRC, PSC) skal lukkes, fer de saettes ind i mikrocentrifugen.

Centrifugeringen skal foretages som angivet i protokollen.

Abn kun én spin-kolonne (PRC, PSC) ad gangen, og vaer omhyggelig med at undgé

aerosol-dannelse.

For at opné en effektiv parallel-forarbejdning af mange prever anbefales det at fylde en
holder med forarbejdningsrer (PT), hvortil spin-kolonnerne (PRC, PSC) kan overfares efter
centrifugering. Bortskaf de brugte forarbejdningsrer (PT) med gennemstremningen og
placer de nye forarbejdningsrer (PT) med spin-kolonnerne (PRC, PSC) direkte i

mikrocentrifugen.

Ting, der skal geres for start

56

Blod skal indsamles i PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) efter anvisningerne i PAXgene
Blood RNA Tube-héndbogen. | bilag C (pé side 75) findes anbefalinger vedr. handtering
af PAXgene Blood RNA Tubes (BRT).

Efter blodprevetagningen skal PAXgene Blood RNA Tube (BRT) inkuberes i mindst 2 timer
ved stuetemperatur for at sikre, at blodcellerne lyseres fuldsteendigt. Inkubation af
PAXgene Blood RNA Tube (BRT) natten over kan fere til et eget udbytte. Hvis PAXgene
Blood RNA Tube (BRT) efter blodprevetagningen blev opbevaret ved 2-8 °C, —20 °C eller
-70 °C, skal reret forst bringes op pé& stuetemperatur og derefter opbevares ved
stuetemperatur i to timer, far protokollen startes.

Lees sikkerhedsinformationerne pé& side 9.

Lees retningslinjerne for handtering aof RNA (bilag A, side 72).

Serg for, at instrumenter, sdsom pipetter og rysteinkubator, regelmaessigt kontrolleres og

kalibreres efter producentens anvisninger.
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® En ryster-inkubator er p&kraevet i trin 5 og 20. Seet temperaturen i rysterinkubatoren
til 55 °C.
e Bindingsbufferen (BR2) kan efter leengere opbevaring danne bundfald. Det kan om

nedvendigt opleses ved at opvarme bufferen til 37 °C.

® Vaskebuffer 2 (BR4) leveres som koncentrat. For at fremstille en brugsklar oplasning skal
der inden farste brug tilseettes fire dele ethanol (96-100 %, renhedsgrad p.a.), som

angivet pé flaskeetiketten.

® For den forste brug af RNase-Free DNase Set skal der tilberedes en DNase |-
stamoplasning. Oples DNase | (RNFD; 1500 Kunitz-enheder)* i 550 pl
DNase-resuspensionsbuffer [DRB), som leveres med kittet. Serg for, at der ikke spildes
DNase | (RNFD), nér heetteglasset &bnes. Den rekonstituerede DNase | (RNFD) mé& ikke
blandes pa en vortex-mixer. DNase | er meget modtageligt for fysisk denaturering.

Blandingen ber kun foregé ved at vende haetteglasset forsigtigt.

e Aktuelle data viser, at rekonstitueret DNase | (RNFD) kan opbevares ved 2-8°C i op il
6 uger. Ved laengere tids opbevaring af DNase | (RNFD) skal stamoplasningen fiernes
fra glasflasken, og den skal deles op i alikvoter til enkelt-brug (brug
mikrocentrifugergrene [MCT] p& 1,5 mL, der blev leveret med kittet, der er nok il
5 alikvoter), og opbevares ved 20 °C i op til 9 mé&neder. Opteede alikvoter kan
opbevares ved 2-8°C i op til 6 uger. De optgede alikvoter kan ikke nedfryses igen.

e Ved rekonstituering og opdeling af DNase | (RNFD) skal retningslinjerne for héndtering
af RNA (bilag A, side 72) falges.

* Kunitzenheden er den almindeligt anvendte enhed til opmédling af DNase |, defineret som den maengde DNase |,
som fordrsager en stigning i Azo p& 0,001 pr. minut pr. milliliter ved 25 °C, pH 5,0, hvor der anvendes hgj-
polymeriseret DNA som substrat (Kunitz, M. (1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 og 363).
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Procedure

1.

58

Centrifugér PAXgene Blood RNA Tube (BRT) i 10 minutter ved 3.000-5.000 x g i en
udsvingsrotor.

|-/ i) Serg for, at blodpreverne i PAXgene Blood RNA Tube (BRT) blev inkuberet i
N2 mindst 2 timer ved stuetemperatur (15-25 °C) for at opné fuldsteendig lysering
af blodcellerne.

( I) Rotoren skal vaere udstyret med adaptere til rundbundede rar. Hvis der

NS anvendes andre typer adaptere, kan rerene blive beskadigede under

centrifugeringen.
Fiern supernatanten ved at dekantere eller pipettere. Tilszet 4 mL RNase-frit vand (RNFW) il
pelletet, og luk rgret med en ny sekundzer BD Hemogard-sikkerhedslukning (felger med kittet).
Hvis supernatanten dekanteres, skal det sikres, at pelletet ikke forstyrres, og rerets kant

skal terres med en ren papirserviet.

. Oplgs pelletet med en vortex-mixer, og centrifugér i 10 minutter ved 3.000-5.000 x g

med en udsvingsrotor. Fjern og bortskaf supernatanten fuldsteendigt.
Smé& cellerester, som befinder sig i supernatanten efter vortex, men fer centrifugeringen,
bergrer ikke proceduren.
(\i) Hvis supernatanten .ikke fiernes fuldstz'seerigt., bli'ver |ynserin.gen haemmet og
- lysatet fortyndet, hvilket har en negativ indvirkning p& betingelserne for
bindingen af RNA til PAXgene-membranen.
Tilszet 350 pL resuspensionsbuffer (BR1), og bland p& en vortex-mixer, indtil pelletet er

fuldsteendigt oplest.

. Overfar praven med en pipette til et 1,5 mL mikrocentrifugerar (MCT). Tilsaet 300 pL

bindingsbuffer (BR2) og 40 pL proteinase K (PK). Bland i ca. 5 sekunder (vortex),
og inkuber i 10 minutter ved 55 °C i en rysteinkubator ved en hastighed fra
400-1400 rpm. Efter inkubationen eges rysteinkubatorens temperatur

til 65 °C (for trin 20).

|"/i) Bland ikke bindingsbuffer (BR2) og proteinase K (PK), fer de tilsaettes praven.
L
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6. Pipettér lysatet direkte ind i PAXgene Shredder-spin-kolonnen (PSC, lilla), som er anbragt
i et 2 mL forarbejdningsrer (PT), og centrifugér i 3 minutter ved maksimalt omdrejningstal

(maks. 20.000 x g).
I-‘/-ij Overfer forsigtigt lysatet til spin-kolonnen (PSC) med en pipette, og kontrollér
A

visuelt, at lysatet er fuldsteendigt overfert til spin-kolonnen (PSC).

For at undgd en eventuel beskadigelse af spin-kolonnerne (PSC) og rerene (PT), mé& der
ikke centrifugeres ved mere end 20.000 x g.
|"/'-\' Visse prever kan lebe gennem PAXgene Shredder-spin-kolonnen (PSC) uden
& b o .

- centrifugering. Dette skyldes den lave viskositet i nogle praver, og ber ikke

opfattes som tegn pd& produkifeil.
7. Overfer forsigtigt hele supernatanten fra gennemstremningsfraktionen til et nyt 1,5 mL
mikrocentrifugerer (MCT) uden at forstyrre pelletet i forarbejdningsraret.
8. Tilseet 350 pL ethanol (96-100 %, renhedsgrad p. a.). Bland og centrifugér kort
(1-2 sekunder ved 500-1.000 x g) for at fierne dréber fra indersiden af rerenes lag.
|-‘/-ij Der m& ikke centrifugeres leengere end 1-2 sekunder, da dette eventuelt farer
NS til pelletering af nukleinsyrer og dermed til et reduceret udbytte af RNA i alt.

9. Pipettér 700 pl af preven ind i en PAXgene RNA-spin-kolonne (PRC, red), som fer blev
puttet ind i et 2 mL behandlingsrer (PT), og centrifugér i 1 minut ved 8000-20.000 x g.
Overfer spinkolonnerne (PRC) i et nyt 2 mL behandlingsrer (PT) og forkast det benyttede
behandlingsrer (PT) samt gennemstremningen.

10.Overfer resten af praven til PAXgene RNA-spin-kolonnen (PRC), og centrifugér i 1 minut
ved 8.000-20.000 x g. Placer spin-kolonnen (PRC) i et nyt 2 mL forarbejdningsrer (PT),

og bortskaf det gamle forarbejdningsrer (PT) med gennemstrgmning.

|-‘/ij Overfer forsigtigt preven til spin-kolonnen (PRC), og kontrollér visuelt, at

= praven er fuldsteendigt overfert il spin-kolonnen (PRC).

11.Tilszet 350 pl vaskebuffer 1 (BR3) til PAXgene RNA-spin-kolonnen (PRC). Centrifugér i 1 minut
ved 8.000-20.000 x g. Placer spin-kolonnen (PRC) i et nyt 2 mL forarbejdningsrer (PT), og

bortskaf det gamle forarbejdningsrer (PT) med gennemstramning.
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12.Tilszet 10 pL DNase | (RNFD) stamoplasning til 70 pL DNA digestionsbuffer (RDD) i et
1,5 mL mikrocentrifugerer (MCT). Bland ved forsigtigt at slé med fingrene pé reret og
centrifugér kort for at samle vaeskerester fra rarets vaeg.
For at forarbejde f.eks. 10 praver tilszettes 100 pL DNase | (RNFD) stamoplesning til
700 pL DNA digestionsbuffer (RDD). Anvend de 1,5 mL mikrocentrifugerer (MCT), der
felger med kittet.
|-/ I) DNase | er meget modtageligt for fysisk denaturering. Oplasningen mé& kun
N2 blandes ved at sl& med fingrene pé& reret. Undlad at vortexe.
13.Pipettér DNase | (RNDF) inkubationsblandingen (80 pl) direkte p& membranen i
PAXgene RNA-spin-kolonnen (PRC), og lad den st& pa bordet (20-30 °C) i 15 minutter.
|-/-i) Serg for, at DNase | (RNFD) inkubationsblandingen kommer direkte pé
= membranen. Hvis en del aof blandingen haenger fast p& vaeggen eller
p& O-ringen i spin-kolonnen (PRC), vil DNase-digestionen muligvis vaere
ufuldsteendig.
14.Pipettér 350 pl vaskebuffer 1 (BR3) ind i PAXgene RNA=spin-kolonnen (PRC) og centrifugér i 1
minut ved 8000-20.000 x g. Overfar spin-kolonnen (PRC) i et nyt 2 ml forarbejdningsrer
(PT), og bortskaf det benyttede forarbejdningsrer (PT) samt gennemstremningen.
15.Pipettér 500 pl vaskebuffer 2 (BR4) ind i PAXgene RNA-spin-kolonnen (PRC) og
centrifugér i 1 minut ved 8000-20.000 x g. Overfar spin-kolonnen (PRC) i et nyt 2 mlL
forarbejdningsrer (PT), og bortskaf det benyttede forarbejdningsrer (PT) samt
gennemstrgmningen.
|-/-i) Vaskebuffer 2 (BR4) leveres som koncentrat. Serg for at der tilsaettes ethanol til
= vaskebuffer 2 (BR4) fer den forste brug (se “Ting, der skal geres fer start”,
pa side 56).
16.Tilszet igen 500 pl vaskebuffer 2 (BR4) til PAXgene RNA-spin-kolonnen (PRC). Centrifugér
i 3 minutter ved 8.000-20.000 x g.
17 .Boriskaf det forarbejdningsrer (PT), der indeholder gennemstremningen, og anbring
PAXgene RNA-spin-kolonnen (PRC) i et nyt 2 mL forarbejdningsrer (PT). Centrifugér i
1 minut ved 8.000-20.000 x g.
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18.Bortskaf det forarbejdningsrer (PT), der indeholder gennemstremningen. Placer PAXgene

RNA-spin-kolonnen (PRC) i et 1,5 mL mikrocentrifugerer (MCT), og pipettér 40 plL
elueringsbuffer (BR5) direkte péd membranen i PAXgene RNA-spin-kolonnen (PRC).
Centrifugér i 1 minut ved 8.000-20.000 x g, for at eluere RNAen.

For at opné en maksimal elueringseffektivitet er det vigtigt, at hele membranen fugtes
med elueringsbuffer (BRS5).

19.Gentag elueringstrinnet (trin 18) som beskrevet, med 40 pl elueringsbuffer (BR5) og det

samme mikrocentrifugerer (MCT).

20.Inkuber eluatet i 5 minutter ved 65 °C i en rysteinkubator (se trin 5), dog uden at ryste.

2

*

Derefter kales praverne straks med is.

Denne inkubation ved 65 °C denaturerer RNAen til downstream-applikationer.

Inkubationstiden eller —temperaturen ma ikke overskrides.

—_

.Hvis RNA-praverne ikke straks skal bruges, skal de opbevares ved —20 °C eller -70 °C.

Da RNAen forbliver denatureret, ogsé& efter flere ganges nedfrysning og optening, er det
ikke nedvendigt at gentage inkubationen ved 65 °C. Hvis RNA-praverne skal bruges til

en diagnostisk analyse, skal producentens angivelser overholdes.

For at f& en nejagtig RNA-kvantificering ved absorbering ved 260 nm, anbefaler vi, at
preven forfyndes med 10 mM Tris-Cl, pH 7,5.* En fortynding af preven med RNase-frit

vand kan fere til lave vaerdier og ringe praecision.

Nulstil spekirofotometeret med en blindprave, der indeholder det samme forhold
elueringsbuffer (BR5) og Tris-HCl-buffer som i de prever, der skal mdles.
Elueringsbufferen (BR5) absorberer staerkt ved 220 nm, hvilket kan fere til for haje

baggrundsabsorptionsvaerdier, hvis spekirofotometeret ikke er korrekt nulstillet.

|-‘/ij Ved kvantificering i Tris-HCl-buffer bruges forholdet A0 = 1 = 44 pg/mL.
N2 Se bilag B, side 73.

Der skal altid anvendes laboratoriekittel, engangshandsker og beskyttelsesbriller, nar der arbejdes med kemiske
stoffer. Der findes flere oplysninger i de tilharende sikkerhedsdatablade (Safety Data Sheets, SDS'er), som kan fés
hos produktets leverander.
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Protokol: Automatisk oprensning af RNA i alt fra
humant helblod indsamlet i PAXgene Blood RNA

Tube (BRT)

Vigtige anvisninger for start
® Det skal kontrolleres, at kittets aeske er ubeskadiget, og at ingen af buffer-beholderne er
uteette. Beskadigede kits mé& ikke anvendes.

® Ved brug af pipette skal det kontrolleres, at volumenet er indstillet korrekt og at vaesken

opsuges og dispenseres fuldstaendigt.

® For at undgé at overfare praver til de forkerte rer og plastikforbrugsvarer skal det sikres,
at alle forarbejdningsrer (PT), mikrocentrifugerer (MCT) og rotoradaptere er korrekt
maerket med en vandfast tusch. Meerk l&get og kroppen pé& hvert mikrocentrifugerar

(MCT), kroppen pé hvert forarbejdningsrer (PT) og den ydre vaeg pé hver rotoradapter.
e Spild of preve- og buffervaesker under klargeringen kan nedsaette RNAs udbytte og renhed.

e Alle protokoltrin (inklusive centrifugeringerne) skal gennemfgres ved stuetemperatur

(15-25 °C), medmindre andet er angivet.

P& grund af nukleinsyre-amplifikationsmetodernes hgije sensitivitet skal falgende forholdsregler

overholdes for at undgd krydskontaminering:

® Pipettér forsigtigt praven fil forarbejdningsreret (PT) p& bunden aof hvert rer uden at fugte

kanten aof reret.

e Udskift altid pipettespidser mellem vaeskeoverfarsler. Brug pipettespidser med aerosol-

barriere.

e Undgé at rere ved membranen i spin-kolonnen (PRC, PSC) med pipettespidsen.
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Nar et mikrocentrifugerar (MCT) er blandet eller opvarmet, skal det centrifugeres

kortvarigt for at fierne dréber fra légets inderside.

Brug handsker under hele proceduren. Skift handsker med det samme, hvis de kommer i

bergring med praven.

Ting, der skal geres for start

Blod skal indsamles i PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) efter anvisningerne i PAXgene
Blood RNA Tube-héndbogen. | bilag C (pé side 75) findes anbefalinger vedr. handtering
af PAXgene Blood RNA Tubes (BRT).

Efter blodprevetagningen skal PAXgene Blood RNA Tube (BRT) inkuberes i mindst 2 timer
ved stuetemperatur for at sikre, at blodcellerne lyseres fuldsteendigt. Inkubation af
PAXgene Blood RNA Tube (BRT) natten over kan fere til et eget udbytte. Hvis PAXgene
Blood RNA Tube (BRT) efter blodpravetagningen blev opbevaret ved 2-8 °C, 20 °C eller
-70 °C, skal reret forst bringes op pé& stuetemperatur og derefter opbevares ved
stuetemperatur i to timer, far protokollen startes.

Lees sikkerhedsinformationerne pé& side 9.

Lees “Vigtige bemaerkninger”, side 41.

Lees retningslinjerne for handtering af RNA (bilag A, side 72).

Lees brugsanvisningen til QlAcube og al yderligere information, der fglger med QlAcube-
instrumentet, og vaer ekstra opmaerksom pé sikkerhedsinformationen.

Serg for, at udstyr og instrumenter, s&som pipetter og QlAcube-instrumentet,
regelmaessigt kontrolleres og kalibreres efter producentens anvisninger.

Bindingsbufferen (BR2) kan efter leengere opbevaring danne bundfald. Det kan om
nedvendigt opleses ved at opvarme bufferen til 37 °C.

Vaskebuffer 2 (BR4) leveres som koncentrat. For at fremstille en brugsklar oplasning skal
der inden ferste brug tilszettes den maengde ethanol (96-100 %, renhedsgrad p.a.),

som er angivet p& flaskeetiketten.
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For den forste brug af RNase-Free DNase Set skal der tilberedes en DNase |-
stamoplasning. Oples DNase | (RNFD; 1500 Kunitz-enheder)* i 550 pl
DNase-resuspensionsbuffer [DRB), som leveres med kittet. Serg for, at der ikke spildes
DNase | (RNFD), nér haetteglasset &bnes. Den rekonstituerede DNase | (RNFD) mé& ikke
blandes pa en vortex-mixer. DNase | er meget modtageligt for fysisk denaturering.

Blandingen ber kun foregd ved at vende haetteglasset forsigtigt.

Aktuelle data viser, at rekonstitueret DNase | (RNFD) kan opbevares ved 2-8°C i op til
6 uger. Ved laengere tids opbevaring af DNase | (RNFD) skal stamoplasningen fiernes
fra glasflasken, og den skal deles op i alikvoter til enkelt-brug (brug
mikrocentrifugererene [MC] p& 1,5 mlL, der blev leveret med kittet, der er nok til

5 alikvoter), og opbevares ved 20 °C i op il 9 mé&neder. Optgede alikvoter kan
opbevares ved 2-8°C i op til 6 uger. De optgede alikvoter kan ikke nedfryses igen.

Ved rekonstituering og opdeling af DNase | (RNFD) skal retningslinjerne for handtering
af RNA (bilag A, side 72) falges.

Monter den korrekte rysteadapter (felger med QlAcube-instrumenter; brug adapteren il
2 mL sikkerhedsrgr, markeret med “2”), og placer rysteholderen oven p& adapteren.
Kontroller affaldsskuffen, og tem den hvis det er nadvendigt.

Installer eventuelle relaterede protokoller, hvis de ikke allerede er installeret ved tidligere
kersler. QlAcube Connect MDx kraever, at alle tilharende protokoller i den tilhgrende
zipfil downloades. Installer begge protokollerne “PAXgene Blood RNA Part A” og
“PAXgene Blood RNA Part B” for den klassiske QlAcube. Se “Installation af protokoller
pé& QlAcube-instrumenter”, side 44.

* Kunitzenheden er den almindeligt anvendte enhed til opmdling af DNase |, defineret som den maengde DNase |,
som fordrsager en stigning i Azo p& 0,001 pr. minut pr. milliliter ved 25 °C, pH 5,0, hvor der anvendes hgj-
polymeriseret DNA som substrat (Kunitz, M. (1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 og 363).
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Procedure

1.

Luk lagen til QlAcube-instrumentet, og teend for QlAcube-instrument pé kontakten
(QlAcube Connect MDx: Se figur 17, side 42; QlAcube: Se figur 18, side 43).

Der lyder et bip, og opstartsskaermen vises. Instrumenterne udferer automatisk
opstartstest.

Abn lagen til QlAcube-instrumentet, og placer de nadvendige reagenser og det
nadvendige plastictilbeher i QlAcube-instrumentet. Se “Opfyldning af QlAcube-

instrumenter”, side 45.

For at spare tid kan opfyldningen udferes under en eller begge de 10 minutters

centrifugetrin (trin 3 og 5).

Centrifugér PAXgene Blood RNA Tube (BRT) i 10 minutter ved 3.000-5.000 x g i en

udsvingsrotor.

|-/ i) Serg for, at blodpreverne i PAXgene Blood RNA Tube (BRT) blev inkuberet i

N2 mindst 2 timer ved stuetemperatur (15-25 °C) for at opné fuldsteendig lysering

af blodcellerne.

( I) Rotoren skal vaere udstyret med adaptere til rundbundede rar. Hvis der

NS anvendes andre typer adaptere, kan rerene blive beskadigede under
centrifugeringen.

Fiern supernatanten ved at dekantere eller pipettere. Tilszet 4 mL RNase-frit vand (RNFW) il

pelletet, og luk rgret med en ny sekundeer BD Hemogard-sikkerhedslukning (felger med kittet).

Hvis supernatanten dekanteres, skal det sikres, at pelletet ikke forstyrres, og rerets kant

skal terres med en ren papirserviet.

. Oplgs pelletet med en vortex-mixer, og centrifugér i 10 minutter ved 3.000-5.000 x g

med en udsvingsrotor. Fjern og bortskaf supernatanten fuldsteendigt.

Smé& cellerester, som befinder sig i supernatanten efter vortex, men fer centrifugeringen,

bergrer ikke proceduren.
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|"/i) Hvis supernatanten ikke fiernes fuldsteendigt, bliver lyseringen heemmet og
N2 lysatet fortyndet, hvilket har en negativ indvirkning p& betingelserne for

bindingen af RNA til PAXgene-membranen.

6. Tilsaet 350 pl resuspensionsbuffer (BR1), og bland pé en vortex-mixer, indtil pelletet er
fuldsteendigt oplest.

7. Overfgr praven med en pipette til et 2 mL forarbejdningsrer (PT).
|-/-i) Brug de forarbejdningsrar pd 2 mlL (PT), der leveres med PAXgene Blood
=7 RNAKI,

8. laeg de dbne forarbejdningsrer (PT) med prevemateriale i QlAcube-instrumentrysteren
(QlAcube Connect MDx: Se figur 21, side 47; QlAcube: Se figur 22, side 48).
Pravepositionerne har numre, s& de er nemmere at fylde. Seet rysterholderpropper
(felger med QlAcube-instrumenter) i pladserne ved kanten af rysterholderen, ved siden af

hvert forarbejdningsrer. Dette tillader detektion af praver under opfyldningskontrol.

|'/-i) Serg for, at den korrekte rysteradapter (rysteradapter, 2 mL, sikkerhedsrer,
L

markeret med “2”, felger med QlAcube-instrumenterne) er installeret.

|-/-i) Ved forarbejdning of faerre end 12 praver skal rysterholderen fyldes som vist i
N2 figur 26, side 52. Det er ikke muligt at forarbejde én (1) eller 11 praver.

Positionsnumrene i rysterholderen svarer til positionsnumrene i centrifugen.

9. Luk lagen til QlAcube-instrumentet (QlAcube Connect MDx: Se figur 17, side 42;
QlAcube: Se figur 18, side 43).

10.Vaelg protokollen “PAXgene Blood RNA Part A”, og start den.
Folg instruktionerne p& QlAcube-instrumentets bergringsskaerm.

|-/-i) Serg for, at begge programdele (del A og del B) er installeret p& QlAcube-
pL

instrumentet (se “Installation af protokoller p& QIAcube-instrumenter”, side 44).

|-/-i) QlAcube-instrumenterne vil udfere opfyldningskontrol for prever, spidser,
L

rotoradaptere og reagensflasker.
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11.Nér “PAXgene Blood RNA Part A”-protokollen er afsluttet, skal du &bne lagen il
QlAcube-instrumentet (QIAcube Connect MDx: Se figur 17, side 42; QlAcube: Se figur
18, side 43). Fjern og bortskaf PAXgene RNA-spin-kolonnerne (PRC) fra rotoradapterne,
og de tomme forarbejdningsrer (PT) fra rysteren.

Under kerslen overferes spin-kolonnerne fra rotoradapterposition 1 (lagposition L1)

e,
LU A . | .
- til rotoradapterposition 3 (l&gposition L2) af instrumentet (se figur 24, side 50).
12.Luk légene pé& alle 1,5 ml-mikrocentrifugerer (MCT), der indeholder den oprensede
RNA i rotoradapterne (position 3, lagposition L3, se figur 24, side 50). Overfgr
mikrocentrifugererene pé 1,5 mL (MCT) til QlAcube-instrumentrysteradapteren
(QlAcube Connect MDx: Se figur 21, side 47; QlAcube: Se figur 22, side 48).
13.Luk lagen til QlAcube-instrumentet (QlAcube Connect MDx: Se figur 17, side 42;
QlAcube: Se figur 18, side 43).
14.Veelg protokollen “PAXgene Blood RNA Part B”, og start den.
Folg instruktionerne pd QlAcube-instrumentets bergringsskaerm.
|‘/ I) Dette program inkuberer preverne ved 65 °C og denaturerer RNAen il
NS downstream-applikationer. Dette trin md ikke udelades, selv hvis
downstream-applikationen inkluderer et varmedenatureringstrin.
Tilstraekkelig RNA-denaturering er yderst vigtig for maksimal effektivitet ved
downstream-applikationer.
15.Nér “PAXgene Blood RNA Part B”-programmet er afsluttet, skal du &bne lagen fil

QlAcube-instrumentet (QlAcube Connect MDx: Se figur 17, side 42; QlAcube:
Se figur 18, side 43). Placer straks mikrocentrifugerarene (MCT) med den oprensede

RNA pa is.

ADVARSEL: Varm overflade. Rysterens temperatur kan n& op p& 70 °C.
Undgé berering, nér den er varm.
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|"/i) Efterlad ikke den oprensede RNA i QlAcube-instrumentet. Da praverne ikke er
N2 afkelede, kan den oprensede RNA nedbrydes. Ubemandede kersler natten

over kan derfor ikke anbefales.
16.Hvis RNA-praverne ikke straks skal bruges, skal de opbevares ved —20 °C eller -70 °C.

Da RNAen forbliver denatureret efter gentagen frysning og optening, er det ikke
nedvendigt at gentage varmeinkuberingsprotokollen (“PAXgene Blood RNA Part B”).
Hvis RNA-preverne skal bruges til en diagnostisk analyse, skal producentens angivelser

overholdes.

For at f& en ngjagtig RNAkvantificering ved absorbering ved 260 nm, anbefaler vi, at
praven fortyndes i 10 mM Tris-Cl, pH 7,5.* En fortynding aof preven med RNase-frit vand

kan fare til lave veerdier og ringe praecision.

Nulstil spekirofotometeret med en blindpreve, der indeholder det samme forhold
elueringsbuffer (BR5) og Tris-HCl-buffer som i de praver, der skal méles.
Elueringsbufferen (BR5) absorberer staerkt ved 220 nm, hvilket kan fgre til for haje
baggrundsabsorptionsvaerdier, hvis spekirofotometeret ikke er korrekt nulstillet.

|'/-'-\' Ved kvantificering i Tris-HCl-buffer bruges forholdet
L

Ao = 1 => 44 pg/ml. Se bilag B, side 73.

17 .Fjern reagensflaskeholderen fra QlAcube-instrumentets arbejdsbord (QlAcube Connect
MDx: Se figur 21, side 47; QlAcube: Se figur 22, side 48), og luk alle flasker med de
korrekt maerkede l&g. Buffer i flasker kan opbevares ved stuetemperatur (15-25 °C) i op
til 3 maneder. Fiern og bortskaf resterende reagenser i forarbejdningsrerene (PT) i
QlAcube-instrumentets mikrocentrifugerarpladser. Fiern og bortskaf rotoradaptere fra
centrifugen. Tem QlAcube Connect MDx-affaldsbeholderen (QIAcube Connect MDx:

Se figur 17, side 42; QlAcube: Se figur 18, side 43). Luk QlAcube-instrumentets lage,

og sluk for instrumentet p& kontakten.

* Der skal altid anvendes laboratoriekittel, engangshandsker og beskyttelsesbriller, nar der arbejdes med kemiske
stoffer. Der findes flere oplysninger i de tilharende sikkerhedsdatablade (Safety Data Sheets, SDS'er), som kan fés
hos produktets leverander.
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Fejlsegningsveijledning

Denne fejlsagningsvejledning kan vaere nyttig til at afhjselpe eventuelle problemer. For
yderligere information henvises til siden med hyppigt stillede spargsmél (Frequently Asked
Questions, FAQ) hos vores tekniske supportcenter: www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx.
Derudover svarer personalet fra QIAGEN Teknisk Service gerne p& spergsmdl vedrgrende
informationen og protokollerne i denne héndbog eller preve- og analyseteknologier

(kontaktinformation: se sidste side, eller besag www.qiagen.com).

Kommentarer og forslag

RNA er nedbrudt

RNase-kontaminering I./"'_\. Veer forsigtig med ikke at tilfere RNaser fil
\IJ reagenserne under proceduren eller ved
senere handtering (se bilag A, side 72).

Lavt RNA-udbytte

a) Mindre end 2,5 mlL I-/"'_\. Serg for, at der indsamles 2,5 mL i
blod, der er indsamlet i \!) PAXgene Blood RNA Tube (BRT; se
PAXgene Blood RNA PAXgene Blood RNA Tube-hdndbog).
Tube (BRT)

b) RNA-koncentrationen /“*™ RNA skal fortyndes i 10 mM Tris-HCI, pH
malt i vand NES 7,5 for at fa en ngjagtig kvantifikation (se

bilag B, side 73).

* Der skal altid anvendes laboratoriekittel, engangshandsker og beskyttelsesbriller, nar der arbejdes med kemiske
stoffer. Der findes flere oplysninger i de tilharende sikkerhedsdatablade (Safety Data Sheets, SDS'er), som kan fés
hos produktets leverander.
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Kommentarer og forslag

<)

d)

Der blev overfart
cellerester til PAXgene
RNA-spin-kolonnen
(PRC) i trin 9 og 10 of
den manuelle protokol

Supernatanten blev ikke
fuldsteendigt fiernet i
trin 3

Efter indsamlingen i
PAXgene Blood RNA
Tube (BRT) inkuberes
blodet i mindre end
2 timer

Lav Azso/ Azso-veerdi

a)

Vand, der bruges til at
fortynde RNA til méling
af Azso/A2s0

e
N

Undgé at overfere sterre partikler, nér
super- natanten pipetteres efter trin 7 i den
manuelle protokol (smé& cellerester
indskraenker dog ikke praeparationen).

Serg for, at supernatanten fiernes
fuldsteendigt. Hvis supernatanten
dekanteres, skal dréber p& randen of
PAXgene Blood RNA Tube (BRT) fjernes ved
hjeelp af en papirserviet. Overhold rimelige
forholdsregler for at undgé
krydskontaminering.

Efter indsamling skal blodet inkuberes i
PAXgene Blood RNA Tube (BRT) i mindst
2 timer.

Brug 10 mM Tris-HCI, pH 7,5 til at fortynde
RNA, far renheden méles* (se bilag B,
side 73).

* 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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Kommentarer og forslag

b) Spekirofotometeret er
ikke korrekt nulstillet

Fejlfunktion i instrumentet

QlAcube-instrumenterne
fungerede ikke korrekt

PAXgene Blood RNA Kithéndbog 12/2020

I./"'_\. Nulstil spektrofotometeret med en

\!) blindpreve, der indeholder det samme
forhold elueringsbuffer (BR5) og
10 mMTris-HCI, pH 7,5, som i de prover,
der skal méles. Elueringsbufferen (BR5)
absorberer staerkt ved 220 nm,
hvilket kan fere til for haje
baggrundsabsorptionsvaerdier, hvis

spekirofotometeret ikke er korrekt nulstillet.

Lees brugsanvisningen til QlAcube, og veer iseer
opmaerksom pé& afsnittet om fejlfinding. Serg for, at
QlAcube-instrumentet vedligeholdes korrekt, som
beskrevet i brugsanvisningen.
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Bilag A: Generelle bemaerkninger om handtering

af RNA

Handtering af RNA

e
L

Ribonukleaser (RNase) er meget stabile og aktive enzymer, som normalt ikke
krsever kofaktorer, for at vaere aktive. RNaser er svaere at deaktivere og selv
sm& maengder er nok fil at nedbryde RNA. Derfor mé der ikke anvendes
laboratoriematerialer af glas eller plastik uden ferst at eliminere en eventuel
RNase-kontaminering. Vaer meget forsigtig med ikke utilsigtet at introducere
RNaser til RNA-praven under eller efter oprensningsproceduren. For at skabe
og bevare et RNasefri milig, nar der arbejdes med RNA, skal visse
forholdsregler overholdes under forbehandling og brug of engangs- og

flergangsbeholdere og oplasninger.

Generel handtering

e
N

Arbejdet med RNA skal altid felge principperne for korrekt mikrobiologisk og
aseptisk arbejdsteknik. Haender og stevpartikler kan baere bakterier og
skimmelsvampe og leverer dermed den hyppigste d&rsag fil RNase-
kontaminering. Derfor skal der altid baeres latex- eller vinylhandsker, nar der
arbejdes med reagenser eller RNA-prover, for at undgé RNase-kontaminering
via huden eller fra stavet laboratorieudstyr. Skift laboratoriehandskerne hyppigt,
og hold rerene lukket, nér det er muligt. Lad den oprensede RNA forblive pé& is,

nér den opdeles til efterfelgende anvendelser.

Protokoller fil fiernelse af RNase-kontaminering fra glasmaterialer og oplesninger findes i

almene molekylaerbiologiske metodebeger sdsom Sambrook, J. og Russell, D. W. (2001)
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3rd ed. Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring

Harbor Laboratory Press.
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Bilag B: Kvantificering og kvalitetsbestemmelse
for RNA i alt

Kvantificering af RNA

Koncentrationen af RNA kan bestemmes ved at méle absorptionen ved 260 nm (Azso) i et
spekirofotometer. For at sikre signifikans ber afleesninger vaere i det linesere omréde pé&
spekirofotometeret. Absorption af 1 enhed ved 260 nm svarer til 44 pg RNA pr. mlL
(A260 = 1 = 44 pg/ml). Denne relation er kun gyldig for mélinger i 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, *.
Det er derfor ngdvendigt at fortynde RNA-praven, hvilket skal ggres i 10 mM Tris-Cl. Som
oplyst leengere nede (se “Renhed af RNA”, side 74) er forholdet af absorbtionsvaerdierne ved
260 nm og 280 nm en méleenhed for renheden aof RNA. Sgrg for, at kyvetterne, som bruges
til maling of RNA-praverne, er RNasefrie. Nulstil spekirofotometeret med en blindpreve, der
indeholder det samme forhold elueringsbuffer (BR5) og TrisHCl-buffer som i de praver, der
skal méles. Elueringsbufferen (BR5) absorberer steerkt ved 220 nm, hvilket kan fere til for haje
baggrundsabsorptionsvaerdier, hvis spektrofotometeret ikke er korrekt nulstillet. Nedenfor vises

et eksempel pd beregning af RNA-kvantificering.

Volumen af RNA-praven 80 plL
Fortynding (1/15) 10 pL RNA-preve + 140 pL 10 mM Tris-HCI, pH 7,5
Absorptionsmdling af den fortyndede preve i en kuvette (RNase-fri).
A260 = 0,3
Koncentration af preve = 44 x Ao x fortyndingsfaktoren
= 44x0,3x15
= 198 pg/ml
Samlet udbytte = koncentration x prevevolumen i milliliter
= 198 pg/mlL x 0,08 mL
= 15,8 pg RNA

* Der skal altid anvendes laboratoriekittel, engangshandsker og beskyttelsesbriller, nar der arbejdes med kemiske
stoffer. Der findes flere oplysninger i de tilharende sikkerhedsdatablade (Safety Data Sheets, SDS'er), som kan fés
hos produktets leverander.
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Renhed af RNA

Forholdet mellem lzesninger ved 260 nm og 280 nm (A2s0/A2s0) anslér renheden aof RNA i
forhold til urenheder, der absorberes i UV, sGsom proteiner. Azs0/Azso-forholdet péavirkes dog
meget af pH. Ved relativt lave pH-vaerdier er Ao/ Azsoforholdet og sensitiviteten reduceret
over for proteinkontamination. * Det anbefales at mé&le absorbtionsforholdet i 10 mM Trix-HCI,
pH 7,5, nér der er behov for ngjagtige vaerdier. Ren RNA har et Azso/Azso-forhold pé
1,8-2,2 i 10 mM Tris-HCl, pH 7,5. Nulstil spekirofotometeret med en blindpreve, der
indeholder det samme forhold elueringsbuffer (BR5) og TrisHCl-buffer som i de praver, der
skal méles. Elueringsbufferen (BR5) absorberer staerkt ved 220 nm, hvilket kan fere til for hgje

baggrundsabsorptionsvaerdier, hvis spekirofotometeret ikke er korrekt nulstillet.

* 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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Appendiks C: Handtering af PAXgene Blood
RNA Tubes (BRT)

|-/-') Folgende anbefalinger fra BD kan hjselpe ved h&ndtering af PAXgene Blood
~ RNA Tubes (BRT). Se PAXgene Blood RNA Tube-hdndbog for at lese yderligere

oplysninger om PAXgene Blood RNA Tubes (BRT).

Instruktioner til fiernelse af BD Hemogard-sikkerhedslukningen

1. Tag PAXgene Blood RNA Tube (BRT) med den ene h&nd, og anbring tommelfingeren
direkte under BD Hemogard-lukningen. (Der kan opnés mere stabilitet, hvis underarmen
placeres pd en fast overflade). Med den anden hand drejes BD Hemogard-lukningen,
mens der samtidigt trykkes opad med tommelfingeren, men KUN INDTIL PROPPEN |
RORET LISNER SIG.

2. Fjern tommelfingeren, fer lukningen fiernes. Tryk IKKE lukningen af PAXgene Blood RNA
Tube (BRT) med tommelfingeren. Forsigtig: Hvis PAXgene Blood RNA Tube (BRT)
indeholder blod, kan der vaere en potentiel infektionsfare. For at undgé skader under
fiernelse aof lukningen er det vigtigt at fjerne tommelfingeren, som lukningen trykkes op
med, fra PAXgene Blood RNA Tube (BRT), s& snart BD Hemogard-lukningen har lesnet
sig.

3. Left lukningen aof PAXgene Blood RNA Tube (BRT). Det er usandsynligt, at plastikkappen
kan lgsne sig fra gummiproppen, men PRV IKKE AT SAMLE LUKNINGEN IGEN, hvis
det skulle ske. Fjern gummiproppen forsigtigt fra PAXgene Blood RNA Tube (BRT).

Anvisninger for indfering aof den sekundeere BD Hemogard-sikkerhedslukning

1. Udskift lukningen af PAXgene Blood RNA Tube (BRT).

2. Drej og tryk nedad, indtil proppen er pd plads igen. Proppen skal trykkes helt ind, for at
PAXgene Blood RNA Tube (BRT) kan h&ndteres sikkert.
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Bestillingsinformation

Produkt

Indhold

Kat.nr.

PAXgene Blood RNA Kit (50)

PAXgene Blood RNA Tubes
(100)

50 PAXgene Spin Columns,

50 Shredder Spin Columns,
forarbejdningsrer, RNase-fri DNase |,
RNasefri reagenser og buffere. Til
anvendelse sammen med PAXgene

Blood RNA Tube

100 prevetagningsrer

Relaterede produkter, der kan bestilles fra QIAGEN

Starter Pack, QlAcube

Filter-Tips, 1000 pl (1024)
Reagent Bottles, 30 ml (6)

Rotor Adapters (10 x 24)

76

Pakningen indeholder:
reagensflaskeholdere (3);
maerkningsstrips til holder (8); 200 plL
filterspidser (1024); 1.000 plL
filterspidser (1024); 1.000 pL
filterspidser, wide-bore (1024); 30 mL
reagensflasker (18); rotoradaptere
(240); rotoradapterholder

Sterile engangsfilterspidser i holder

Reagensflasker (30 ml) med l&g; pakke
med 6; til brug med QlAcube-
instrumentets reagensflaskeholder

Til 240 preeparater: 240
engangsrotoradaptere; til brug
sammen med QlAcube-instrumenter

PAXgene Blood RNA Kit-h&ndbog

762174

762165

990395

990352
990393

990394

12/2020



Reagent Bottle Rack Holder med plads til 6 x 30 mL
reagensflasker pd QlAcube-
instrumentets arbejdsbord

Rotor Adapter Holder Holder til 12 engangsrotoradaptere; til
brug sammen med QlAcube-
instrumenter

Relaterede produkter, der kan bestilles fra BD*

Blood Collection Set BD Vacutainer® Safety-Lok™ 6 Blood
Collection Set: 21G, 0,75" (0,8 x 19
mm) nél, 12" (305 mm) slange med
luer-adapter; 50 pr. sske, 200 pr.
kasse

BD Vacutainer One-Use Holder Kasse, kun til 13 mm og 16 mm
diameter; 1.000/kasse

BD Vacutainer Plus Serum Tubes 13 x 75 mm 4,0 ml traek med red BD
Hemogard-lukning og papiretiket;
100/aeske, 1.000/kasse

990390

990392

367286

364815

368975

* Disse produkter er typiske tilbehersartikler for blodtapning, som kan anvendes sammen med PAXgene Blood RNA

Tube (BRT). Der findes mere information om dette tilbeher, inklusiv om hvordan man bestiller, pé&
www.preanalytix.com.

For opdateret licensinformation og produkispecifikke ansvarsfraskrivelser henvises til den
aktuelle PreAnalytiX eller QIAGEN kithéndbog eller -brugervejledning. PreAnalytiX- og
QIAGEN-kithéndbeger og -brugermanualer kan f&s via www.PreAnalytiX.com og

www.qiagen.com eller kan rekvireres fra PreAnalytiX's tekniske service.
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Revisionshistorik for hdndbogen

Dokument og revision

Andringer

Dato

HB-0101-004, R2

HB-0101-005, R3

HB-0101-006, R3

HB-0101-007, R4

A-ndringer, som falger andringer i GHS-regller,
udfert i hele dokumentet.

Ny skabelon, opdateringer af data i automatisk
protokol og i preestationsdata; opdatering af
sikkerhedsoplysninger, som felger aendringer i
GHS-regler, endringer i instrumentoplysninger
og i erkleering om begreensninger i produktets
anvendelse.

Rettelse of kitnavn pd side i kitindholdstabellen
side 5.

QlAcube Connect MDx er blevet fgjet til
automatisk protokol; teksten er blevet opdateret,
s& den omfatter referencer til QlAcube Connect
MDx; tabel-, side- og figurnumre er blevet
opdateret.

Juni 2015

Februar 2019

Januar 2020

December 2020

78

PAXgene Blood RNA Kithéndbog  12/2020




PreAnalytiX verden over

PreAnalytiX-produkter forhandles af QIAGEN- og BD-virksomheder

QIAGEN - kundeservice

Bestillingwww.QIAGEN.com/shop | Teknisk service support.qiagen.com | Website www.giagen.com

BD - kundeservice

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

PAXgene Blood RNA Kithéndbog 12/2020

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
Vietham orders: 848.3822.7409

80

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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