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Korlatozott licencmegallapodas

Ennek a terméknek a hasznélataval a PAXgene Blood RNA Kit minden vasarldja és hasznaléja elfogadja az alabbi feltételeket:

1. A PAXgene Blood RNA Kit kizarélag a PAXgene Blood RNA Kit kézikonyvben leirtaknak megfeleléen, és csak a kitben talalhaté komponensekkel egyutt
hasznalhatd. A PreAnalytiX semmilyen szellemi tulajdonjoga alapjan nem jarul hozza, hogy felhasznaljdk az ezen kitben 1évé komponenseket a kitben nem
megtalélhaté mas komponensekkel, vagy ilyenekbe beépitsék Gket, kivéve abban az esetben, ha és ahogyan az szerepel a PAXgene Blood RNA Kit
kézikonyvben vagy a www.preanalytix.com honlapon talalhaté tovabbi protokollok valamelyikében.

2. A kifejezett licenceken kivill a PreAnalytiX nem vallal garanciat arra, hogy a kit és/vagy hasznalata nem sérti harmadik fél jogait.

3. A kit és komponenseinek licence csak egyszeri hasznalatra jogosit; a komponensek Ujrafelhasznalasa, feltjitasa vagy vjraértékesitése tilos.

4. A PreAnalytiX a kifejezett licenceken kiviil kiildnsen kizar minden mas konkrét vagy vélelmezett jogot.

5. A kit vasarloja és felhasznaléja elfogadja, hogy semmilyen olyan lépést nem tesz, és masnak sem engedélyezi semmilyen olyan 1épés megtételét, amely a
fentiekben el6irtak megszegéséhez vezetne, vagy elésegithetné azt.

6. A PreAnalytiX jogosult a jelen korlatozott licencszerzédésben foglalt tilalmak barmely birésagon keresztili érvényesitésére, és az azzal kapcsolatban felmertilé
osszes vizsgalati és perkoltség kovetelésére, beleértve a korlatozott licencre vonatkozo jelen szerzédés vagy a kittel és/vagy komponenseivel kapcsolatos
barmilyen szellemi tulajdonjog érvényesitése céljabdl inditott peres eljaras tigyvédi koltségeit.

A legujabb licencfeltételekrél a www.preanalytix.com oldalon tajékozédhat.

Feltételes értékesités

A jelen terméket az US-7,270,953, az US-7,682,790, valamint az EP-1820793 B1 szabadalom, illetve ezek kiilféldi megfelel6i bizonyos jogcimei ala tartozo, a
terméknek a PAXgene Blood RNA Tube mintacsébe vald mintavétel soran képzédott nukleinsav komplexek feldolgozasat célzé hasznalatara vonatkozo licenc védi.
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PreAnalytiX forgalmazok

A PreAnalytiX termékek gyartasat és forgalmazasat a QIAGEN vagy a BD vallalat végzi a

PreAnalytiX részére. A termékek nem rendelheték meg kdzvetleniil a PreAnalytiX GmbH-tol.

A PreAnalytiX helyi forgalmazojanak kapcsolatfelvételi adataiért lapozzon az utolsé oldalra.
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A kit tartalma

PAXgene Blood RNA Kit (50)

Katalégusszam 762174

Elvégezhetd preparalasok szama 50

BR1 Resuspension Buffer (Reszuszpenzios puffer) [RES [BUF 20 ml

BR2 Binding Buffer (K6t6puffer)* [BIND [BUF 18 ml

BR3 Wash Buffer 1 (1. moso6puffer)* [WASH [BUF [1] 45 ml

BR4 Wash Buffer 2 (2. mosépuffer [tomény]) |WASH | BUF | 2|CONC| 11 ml

BR5 Elution Buffer (Eluélé puffer) BUF 6 ml

RNFW RNase-Free Water (RNaz-mentes viz [ PEL [WASH 2x125ml
[palack])

PK Proteinase K (Proteinaz K [zéld kupak]) PROTK 2x1,4ml

PRC PAXgene RNA Spin Columns (PAXgene RNA [PAXgene [RNA[COL| 5x 10
spin oszlopok [voros])

PT Processing Tubes (Feldolgozécsovek [2 ml]) PROC [TUBE 6 x 50

Hemogard Secondary BD Hemogard™ Closures CLOS 50
(Mésodlagos BD Hemogard™ zarékupakok)

MCT Microcentrifuge Tubes (Mikrocentrifuga- MIC [TUBE 3x50,1x10
csovek [1,5 ml])

RNFD DNase |, RNase-free (DNaz |, RNaz-mentes DNA[REM | 1500 Kunitz-
[liofilizalt]) egység*

RDD DNA Digestion Buffer (DNS emésztépuffer [DNA[ DIG [BUF 2x2ml
[fehér kupak])

DRB DNase Resuspension Buffer (Dnaz m@ 2ml
reszuszpenzios puffer [tesztcs6, lila kupak])

PSC PAXgene Shredder Spin Columns (PAXgene [ PAXgene [SHRED]|COL] 5x 10
Shredder spin oszlopok [lila])

Kézikonyv  PAXgene Blood RNA Kit kézikényv (2. verzio) D}] 1

* Nem hasznalhato hipét tartalmazé fertétlenitészerekkel. Guanidinsét tartalmaz. A biztonsagi informacidkat lasd a 10.
oldalon.

T A 2. mosopuffer (BR4) tomény formaban talalhaté a kitben. Az elsé hasznalat elétt adjon hozza 4-szeres térfogatu
(96-100%-o0s, analitikai tisztasagu) etanolt a palackon feltlintetettek szerint a munkaoldat eléallitasahoz.

* A Kunitz-egység az altalanosan hasznalt egység a DNaz | mérésére, definicio szerint az a DNaz | mennyiség, amely
0,001 per perc per milliliter Azeo n6vekedést okoz 25 °C-on, 5,0-s pH-n, er6sen polimerizalt DNS szubsztrat mellett
(Kunitz, M. (1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 és 363).
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GITC Guanidin-izotiocianat

RNase-Free DNase Set|

RNase-Free DNase Set

GTIN Globalis kereskedelmi &ruazonosité szam
Tilos Gjrafelhasznalni

Hémérsékleti korlat

Felsé hémérsékleti korlat

Gyarto

B~ 9f

( ) Fontos megjegyzés
L

Tarolasi kdrulmenyek

A PAXgene RNA spin oszlopok (PRC), a PAXgene Shredder spin oszlopok (PSC), a
proteindz K (PK) és a pufferek (BR1, BR2, BR3, BR4 és BR5) szaraz kérnyezetben, a kit
cimkéjén feltlintetett hémérsékleten tarolandok.

Az RNase-Free DNase Set készletet, amely DNaz I-et (RNFD), DNS emésztSpuffert (RDD)
és DNaz reszuszpenziés puffert (DRB) tartalmaz, kdérnyezeti hémérsékleten szallitjak.
Megérkezése utadn haladéktalanul tegye az RNase-Free DNase Set készlet minden
komponensét a termékcimkén feltiintetett h6mérsékletre. Megfeleld tarolas mellett a kit a
dobozon feltlintetett lejarati datumig marad stabil.
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Alkalmazasi tertlet

A PAXgene Blood RNA System egy vérvételi csébdl (PAXgene Blood RNA Tube, BRT) és
nukleinsav-tisztitd készletbdl (PAXgene Blood RNA Kit) all. Lehet6vé teszi a vér zart csében
torténd gydljtését, tarolasat és szallitasat, az intracellularis RNS stabilizalasat, majd az
eredeti RNS teljes vérbdl torténd, molekularis diagnosztikai vizsgalatok soran végzett
RT-PCR eljarashoz sziikséges izolalasat és tisztitasat.

A PAXgene Blood RNA System teljesitményjellemzdit csak FOS és IL1B gének
transzkriptjeivel allapitottak meg. A felhasznalé felelés a PAXgene Blood RNA System
megfelel6 teljesitményjellemzéinek megallapitasaért mas célgének transzkriptjei
esetében.

Rendeltetés

A PAXgene Blood RNA Kit a PAXgene Blood RNA Tube (BRT) mintacsOvekbe gydijtott teljes
vérbdl az intracellularis RNS tisztitasara szolgal. Amikor a kitet a PAXgene Blood RNA Tube
(BRT) mintacs6vekkel egyutt hasznaljak, a rendszer a teljesvér-mintabdl tisztitott intracellularis
RNS-t biztosit a molekularis diagnosztikai vizsgalatok soran hasznalt RT-PCR-hez.

A termék hasznalatanak korlatai

A PAXgene Blood RNA Kit a human teljes vérbdl (4,8 x 108 — 1,1 x 107 leukocita/ml) szarmazo
intracellularis RNS tisztitasara szolgdl in vitro diagnosztikai alkalmazasokhoz. Nem alkalmas
azonban genomialis DNS vagy virus-nukleinsavak human teljes vérbdl vald tisztitasara. A
stabilizacio részletes leirasahoz validalt géntranszkriptek korlatozott szama miatt (FOS és IL1B

géntranszkriptek) a teljesitményjellemzéket nem allapitottak meg minden transzkriptre.
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A felhasznal6knak at kell tekinteniiik a gyarté adatait és sajat adataikat annak eldontéséhez, hogy

sziikséges-e mas transzkriptek esetében is elvégezni a validalast.

A terméket csak az in vitro diagnosztikai eljardsokban képzett szakemberek, pl.
szaktechnikusok és orvosok hasznélhatjak.

A PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) mintacsdvek hasznalataval kapcsolatos informaciokat
lasd a PAXgene Blood RNA Tube kézikdnyvben.

MinGség-ellendrzés

A QIAGEN ISO-mindsitett minéségiranyitasi rendszerének megfeleléen a PAXgene Blood
RNA Kit minden egyes gyartasi tételét leellenérzik, hogy az megfelel-e az elGirt

paramétereknek, ezzel biztositva a termék allandé és kifogastalan minéségét.
Mdszaki segitségnyujtas

A QIAGEN vallalatndl blszkék vagyunk az 4&ltalunk nyujtott miszaki tamogatas
elérhet6ségére és magas szinvonalara. Mdiszaki Ugyfélszolgdlati részlegeinken a
molekularis bioldgia, illetve a PreAnalytiX termékek hasznalata terén kiterjedt gyakorlati és
elméleti ismeretekkel rendelkezd, tapasztalt kutaté szakemberek dolgoznak. Ha barmilyen
kérdése lenne a PAXgene Blood RNA Kit haszndlataval kapcsolatban, forduljon hozzank

bizalommal.

Miszaki segitségért és tovabbi informaciokért hivia a QIAGEN miszaki tgyfélszolgalatat.
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Biztonsagi informaciok

EU — A felhasznaldknak az eszkdzzel 6sszefliggésben fellépd Osszes sllyos eseményt
jelentenilik kell a gyartd, valamint az illetékes nemzeti szabalyoz6 hatéséag felé. EU-n kiviili
orszagok — Barmely esemény vagy az eszkdzzel kapcsolatban felmerilé kérdés esetén
forduljon a QIAGEN helyi képvisel6jéhez.

Vegyszerhasznalat soran mindig viseljen megfelel6 laboratériumi kdpenyt, egyszer
hasznalatos keszty(t és védészemuveget.

A (pl. HIV vagy hepatitis B virus altali) fertézés vagy sériilés kockazatanak elkeriilése érdekében
a bioldgiai és vegyi anyagokkal valé munkalatok soran mindig viseljen megfelel® laboratoriumi
kdpenyt, egyszer hasznalatos keszty(it és védészemiiveget. Tovabbi informacidkat a megfeleld
biztonséagi adatlapok (Safety Data Sheets, SDS-ek) tartalmaznak. Ezek jol kezelhetd, kompakt
PDF-formatumban elérheték online, a www.preanalytix.com weboldalon, ahol megtalalhato,
megtekinthetd és kinyomtathato a jelen kit biztonsagi adatlapja.

FIGYELEM  SOHA NE adjon hip6t vagy savas oldatot kbzvetlenil a minta-
elékészités hulladékahoz.

A kotépuffer (BR2) és az 1. mosopuffer (BR3) guanidin-tiocianatot tartalmaz, amely hipéval
keverve rendkivll reakcioképes vegylleteket képezhet. Ha a kotépuffer (BR2) vagy az 1.
mosopuffer (BR3) kiomlik, tisztitsa fel megfelel6 laboratoriumi tisztitdszerrel és vizzel. Ha
potencialisan fert6z6 anyagot tartalmazé folyadék omlik ki, az érintett fellletet el6szor
laboratériumi tisztitoszerrel és vizzel, majd 1%-0s (v/v) natrium-hipoklorit oldattal (hipd)
tisztitsa meg.
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A PAXgene Blood RNA Tube (BRT) mintacsébdl szarmazé RNS-stabilizalé oldat és vér
keveréke 1 térfogategységnyi haztartasi hipooldat (5%-o0s natrium-hipoklorit) 9
térfogategységnyi RNS-stabilizald oldat és vér keverékéhez adasaval fertétlenithetd.

A minta-el6készités hulladékat, példaul az RNS-tisztitasi eljaras centrifugalasi 1épéseiben
kapott fellluszdokat potencialisan fert6zének kell tekinteni. Kidobas el6tt a hulladékot
autoklavozni kell, vagy el kell égetni, hogy megsemmisiljon minden fert6z6 anyag. A
hulladékkezelés soran kovetni kell a hivatalos hatésagi el6irasokat.

A kovetkez6 veszélyességi és biztonsagi jelzések vonatkoznak a PAXgene Blood RNA Kit
Osszetevéire. A PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) mintacsévek hasznélataval kapcsolatos
biztonsagi informaciokat lasd a PAXgene Blood RNA Tube kézikdnyvben.

BR2 puffer

Guanidin-tiocianatot tartalmaz. Veszély! Lenyelve artalmas. Bérrel
érintkezve vagy belélegzés esetén artalmas lehet. Sulyos
szemkarosodast okoz. Artalmas a vizi élévilagra, hosszan tarto
karosodast okoz. Savval érintkezve nagyon mérgezd gazok
képzbédnek. Védbkesztyl/védéruha/szemveédé/arcvédd hasznalata
kotelez6. HA SZEMBE KERUL: Tébb percig tarté évatos 6blités
vizzel. Adott esetben a kontaktlencsék eltavolitdsa, ha kénnyen
megoldhaté. Az  oblités folytatasa.  Azonnal  forduljon
TOXIKOLOGIAI KOZPONTHOZ vagy orvoshoz.
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BR3 puffer

fap:

DNaz |

Proteinaz K

12

Etanolt és guanidin-tiocianatot tartalmaz. Veszély! Tlizveszélyes folyadék
és gbz. Sulyos szemkarosodast okoz. Savval érintkezve nagyon mérgezé
gazok képzddnek. Hotbl/szikratol/nyilt langtdlforrd fellletektdl tavol
tartandé. Tilos a dohanyzas. Véddkesztyli/védbruha/szemvédd/arcvédd
hasznalata kotelezd. HA SZEMBE KERUL: Tébb percig tartd 6vatos
oblités vizzel. Adott esetben a kontaktlencsék eltavolitasa, ha kdnnyen
megoldhaté. Az &blités folytatdsa. Azonnal fordulion TOXIKOLOGIAI
KOZPONTHOZ vagy orvoshoz.

Tartalmazott anyag: DNaz. Veszély! Allergids bérreakciot valthat ki.
Belélegezve allergids és asztmas tlneteket, és nehéz légzést
okozhat. Keriilie a por/fust/gaz/kdd/gézok/permet belélegzését.
Védobkesztyl/védbruha/szemvédd/arcvédd hasznalata kotelezd.
Légzésvédelem hasznélata kdtelez8. Expozicié vagy annak gyanuja
esetén: Forduljon TOXIKOLOGIAI KOZPONTHOZ vagy orvoshoz.
Az érintett személyt friss levegdére kell vinni és olyan nyugalmi
testhelyzetbe kell helyezni, hogy kdnnyen tudjon lélegezni.

Proteinaz K enzimet tartalmaz. Veszély! Enyhén bdrirritalé hatasu.
Belélegezve allergids és asztmas tlneteket, és nehéz légzést
okozhat. Kerillje a por/fust/gadz/k6d/g6zdk/permet belélegzését.
Védobkesztyl/védbruha/szemvédd/arcvédd hasznalata koételezd.
Légzésvédelem hasznalata kételezd. Expozicié vagy annak gyanuja
esetén: Forduljon TOXIKOLOGIAI KOZPONTHOZ vagy orvoshoz.
Az érintett személyt friss levegére kell vinni és olyan nyugalmi

testhelyzetbe kell helyezni, hogy kénnyen tudjon lélegezni.
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Bevezetés

A cellularis RNS tanulmanyozasahoz hasznalt szamos molekularis assay els6 Iépése a
teljes vér gy(jtése. Az ilyen kisérleteknél azonban komoly probléma a cellularis RNS profil
in vitro instabilitAsa. A PreAnalytiX altal elvégzett vizsgélatok kimutattak, hogy az egyedi
MRNS fajtadk kopiaszdma a teljes vérben tobb mint 1000-szeresen valtozhat szoba-
hémérsékletli tarolas vagy szallitas soran.* Ennek oka egyrészt a gyors RNS-lebomlas,
masrészt bizonyos gének indukalt expresszidja a vérvételt kovetéen. Az RNS expresszids
profiljanak ilyen mérték(i valtozasai lehetetlenné teszik a génexpresszi6 megbizhatd
vizsgalatat. Ezért elengedhetetlen egy olyan médszer hasznalata a human teljes vérben a
génexpresszidé pontos analiziséhez, amely megdrzi az RNS expresszios profilt vérvétel
kdzben és utan is.

Alapelvek és eljaras

A PreAnalytiX kifejlesztett egy rendszert, amely lehetévé teszi a human teljesvér-mintak
gyUjtését, stabilizalasat, tarolasat és szallitdsat, valamint gyors és hatékony protokollt
biztosit az intracellularis RNS tisztitdséra. Ez a rendszer megkivanja a PAXgene Blood RNA
Tubes (BRT; 6,602,718 és 6,617,170 szamu szabadalmak, USA) mintacsdvek haszndlatat
a vérvételhez és az RNS stabilizalasdhoz, amelyet manudlis vagy automatizalt RNS-tisztitas
kovet a PAXgene Blood RNA Kit segitségével. A manualis és automatizalt protokoll
alapjaban véve azonos teljesitményt nyujt a kinyert RNS min&ségét és hozamat illetéen. A
manuadlis protokoll (22-29. oldal) és az automatizalt protokoll (31-35. oldal)

teliesitményadatai megtalalhatok a jelen kézikényvben.

l./'-'\. A QIAGEN QIAcube Connect MDx készllék nem kaphaté minden orszagban.

NI Tovabbi részletekért Iépjen kapcsolatba a QIAGEN miszaki ligyfélszolgalataval.

* Rainen, L. et al. (2002) Stabilization of MRNA expression in whole blood samples. Clin. Chem. 48, 1883.
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Mintavétel és -stabilizalas

A PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) mintacstvek egy szabadalmazott RNS-stabilizalasi
technoldgian alapul6, védjegyezett reagenselegyet tartalmaznak. Ez a reagenselegy
megvédi az RNS molekuldkat az RNazok altali lebomlastél, és minimalizdlia a
génexpresszid ex vivo valtozasait. A PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) mintacsdvek
rendeltetése a human teljesvér-mintak gyljtése és a cellularis RNS stabilizalasa 3 napig
18-25 °C-on (1. és 2. abra, 15. és 16. oldal) vagy akar 5 napig 2—8 °C-on (3. és 4. abra, 17.
és 18. oldal). A jelenleg rendelkezésre all6 adatok tanisaga szerint a cellularis RNS legalabb
11 évre stabilizalhatdé -20 °C-on vagy -70 °C-on*. A hosszabb id6tartamu stabilitast
kiértékeld, jelenleg is folyd vizsgdalatokkal kapcsolatos tovabbi informaciokért forduljon a
QIAGEN miszaki tigyfélszolgalatahoz.

Az RNS stabilizalas tényleges idétartama valtozhat a cellularis RNS tipusatdl és a hasznalt
downstream alkalmazastol fliggéen. A stabilizacid részletes leirdasahoz validalt
géntranszkriptek korlatozott szama miatt (FOS és IL1B géntranszkriptek) a
teljesitményjellemzéket nem allapitottdk meg minden transzkriptre. A felhasznaloknak at kell
tekintenitk a gyarté adatait és sajat adataikat annak eldéntéséhez, hogy sziikséges-e mas
transzkriptek esetében is elvégezni a validalast.

* Jelenleg is folyik a PAXgene Blood RNA Tubes mintacsévekben valé vértarolas hosszu tavu vizsgéalata.
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1. dbra: Az RNS stabilitdsa 18-25 °C-on tarolt vérmintakban: FOS. 10 donortdl vettek két-két parhuzamos vérmintat, és
18-25 °C-on taroltak a mintakat a jelzett szami napon at, amit telies RNS-tisztitas kovetett. [A] A levett vért PAXgene Blood
RNA Tubes (BRT) mintacsdvekben gydijtotték és taroltak, a telies RNS-t pedig a PAXgene Blood RNA Kit hasznélataval
tisztitottdk meg. [B] A levett vért szabvanyos mintacsdvekben gydjtotték és taroltak, véralvadasgatioként EDTA
hozzéadaséaval, a telies RNS-t pedig egy standard szerves extrakcios modszer segitségével tisztitottdk meg, szilikamembran-
alapl RNS-tisztitassal. A FOS relativ transzkript szintjeit real-time, duplex RT-PCR segitségével hataroztadk meg, 18S
rRNS-t haszndlva belsd standardként. Minden egyes minta atlagértéke és az értékek szérasa is lathaté a diagramokon. A
szaggatott vonalak az assay +3x teljes precizitasat jelzik (2,34 Cr).
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2. dbra: Az RNS stabilitdsa 18-25 °C-on tarolt vérmintakban: IL1B. Vért vettek, és teljes RNS-t tisztitottak beldle
18-25 °C-on valo tarolas utan, az 1. abranal feltintetettek szerint. Az IL1B relativ transzkript szintjeit real-time, duplex
RT-PCR segitségével hataroztdk meg, 18S rRNS-t hasznalva belsé standardként. Minden egyes minta atlagértéke és
az értékek szorasa is lathaté a diagramokon. A szaggatott vonalak az assay +3x teljes precizitasat jelzik (1,93 Cr).
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Tarolas (nap)

3. dbra: Az RNS stabilitdsa 2-8°C-on tarolt vérmintdkban: FOS. 10 donortdl vettek két-két parhuzamos vérmintat, és
2-8°C-on taroltak a mintakat a jelzett szamu napon &t, amit telies RNS-tisztitas kovetett. [A] A levett vért PAXgene Blood RNA
Tubes (BRT) mintacs6vekben gy(ijttték és taroltak, a telies RNS-t pedig a PAXgene Blood RNA Kit hasznalataval tisztitottak
meg. [B] A levett vért szabvanyos mintacsévekben gydijtétték és taroltak, véralvadasgatiéként EDTA hozzaadasaval, a telies
RNS-t pedig egy standard szerves extrakciés modszer segitségével tisztitottak meg, szilikamembran-alapti RNS-tisztitassal.
A FOS relativ transzkript szintjeit real-time, duplex RT-PCR segitségével hataroztak meg, 18S rRNS-t hasznalva bels®
standardként. Minden egyes minta atlagértéke és az értékek szérasa is lathatd a diagramokon. A szaggatott vonalak az assay
+3x teljes precizitasat jelzik (2,34 Cr).
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4. &bra: Az RNS stabilitasa 2-8°C-on tarolt vérmintédkban: IL1B. Vért vettek, és telies RNS-t tisztitottak beldle
2-8°C-on val6 tarolas utan, az 3. abranal feltiintetettek szerint. Az IL1B relativ transzkript szintjeit real-time, duplex
RT-PCR segitségével hataroztak meg, 18S rRNS-t hasznalva bels® standardként. Minden egyes minta atlagértéke és az
értékek szdrasa is lathato a diagramokon. A szaggatott vonalak az assay +3x teljes precizitasat jelzik (1,93 Cr).
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RNS-koncentralas és -tisztitas

A PAXgene Blood RNA Kit a PAXgene Blood RNA Tube (BRT) mintacsébe gydjtétt 2,5 ml
human teljes vérbdl a teljes RNS tisztitasara szolgal. Az eljaras egyszeri, és manualis vagy
automatizalt médon is kivitelezhet6 (lasd 5. és 10. abra, 20. és 30. oldal). A tisztitasi eljaras
mindkét protokoll esetében egy centrifugalasi lépéssel kezdddik, amely pelletet képez a
nukleinsavakbdl a PAXgene Blood RNA Tube (BRT) mintacsében. A pellet mosasat és
Ujraszuszpendalasat manudlis vagy automatizalt RNS-tisztitas kéveti. Az alapelveket
tekintve mindkét protokoll ugyanazokat a lépéseket kéveti, ugyanazokat a kitkomponenseket
felhasznalva.

Manuéalis RNS-tisztitas

Az (jraszuszpendalt pelletet optimalizalt pufferekben inkubaljak proteinaz K (PK)
jelenlétében, hogy végbemenjen a protein megemésztése. Egy tovabbi centrifugalasi lépés
a PAXgene Shredder spin oszlopon (PSC) at homogenizalja a sejtlizatumot, és eltavolitja a
maradék sejttormeléket, az atfolyé frakcio fellliszoja pedig ezutan atkeril egy U
mikrocentrifuga-cs6be. Ehhez etanolt adnak, hogy bedllitsak a kotédési feltételeket, és a
lizatumot egy PAXgene RNA spin oszlopra (PRC) viszik. A rovid centrifugalas soran az RNS
szelektiven rakotédik a PAXgene szilikamembranra, mikdzben a szennyezd anyagok
athatolnak rajta. A maradék szennyez6 anyagokat tébb hatékony mosasi Iépéssel tavolitjak
el. Az els6 és masodik mosasi lépés kdzott a membrant DNaz | (RNFD) reagenssel kezelik,
hogy eltavolitsdk a nyomnyi mennyiségben odakétédott DNS-t. A mosasi lépések utan az
RNS-t az elual6 pufferben (BR5) eludljak, és hédenaturaljak.

A PAXgene Blood RNA System haszndlataval izolalt telies RNS tiszta és
szennyez6désmentes. A manudlis protokoll hasznalataval a kapott Az2eso/A2s0 értékek 1,8 és
2,2 kozé esnek, és £1% (w/w) genomidlis DNS van jelen az 6sszes minta 295%-4ban, a
béta-aktin gén egy szekvencigjanak kvantitativ, real-time PCR-rel torténé mérése alapjan. A
mintak legalabb 95%-a nem mutat gatlast RT-PCR-ben, az eluatum max. 30%-anak
hasznalataval.

PAXgene Blood RNA Kit kézikdnyv 12/2020 19



A proteinaz K
és a kotopuffer
hozzdadasa

|
|
|
J

Inkubélas

Az elegy atvitele a
PAXgene Shredder
Spin Column oszlopra

Osszerazas
Az atfoly6 elegy feltluszéjanak

atvitele mikrocentrifuga-csébe
Etanol hozzaadasa

Betéltés PAXgene RNA
Spin Column oszlopba

- <} Cmd
~— ) <) i) «— a1 -

A telies RNS kétédése

A pellet
atmosésa

E % Moséas
DNS emésztése

Ujraszuszpendalas !

Atvitel
l mikrocentrifuga- Mosés

csébe :
l__ ]

- Eltcié

<

Melegités 65 °C-ra

Hasznalatra kész RNS

5. abra: A manuédlis PAXgene Blood RNA eljaras.
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A manualis protokoll hasznalataval az atlagos minta-elékészitési idé (12 minta-elékészités
futtatdsanak adatai alapjan) koérilbelll 90 perc*, amelybdl csupan 40 perc a ténylegesen
manualis munkaval toltott id6. Az RNS-hozam 2,5 ml egészséges human teljes vérbél =23 pg
a feldolgozott mintak =95%-anal. Mivel a hozam erésen donorfliggd, az egyes hozamok
mértéke valtozé lehet. Az egyes donorok esetében a PAXgene Blood RNA System igen j6l
reprodukalhaté és megismételhetd hozamokat biztosit (6. és 7. abra, 22. és 23. oldal), és
reprodukalhatd és megismételheté RT-PCR reakciot eredményez (8. és 9. dbra, 27. és

28. oldal), ami igen megbizhato eljarassa teszi a klinikai diagnosztikai vizsgalatok kdzott.

A 6. dbra (22. oldal) mutatja a PAXgene Blood RNA System teljes megismételhetéségét és
reprodukalhatésagéat. Tovabbi tanulményokat végeztek, hogy kimutassak, milyen hatassal
vannak a kulonb6zé PAXgene Blood RNA kit tételek és a kisérletet végzd kilénb6zd
személyek az RNS-hozam és a real-time RT-PCR futtatas teljesitményének
reprodukalhatésagara. Ezen vizsgalatokhoz poolozott vérmintdkat hasznaltak az egyedi
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) mintacsévek mintai helyett, igy a kapott eredmények
nem tikrozik a rendszer megismételhet6ségét — az egyes vérvételek kdzotti ingadozasokat
is beleértve —, csupan a minta-el6készités megismételhetdségét (lasd 7. dbra, 23. oldal).

* A teljes protokoll futasi ideje, beleértve a PAXgene Blood RNA Tubes mintacsovek tényleges kezelését is
(centrifugalasok, pelletmosas és -Ujraszuszpendalas).
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6. abra: Reprodukalhat6 és megismételheté RNS-tisztitas. Osszesen 14 donortdl vettek négy-négy parhuzamos
vérmintat, amelyeket manudlisan dolgozott fel 3 szaktechnikus (A, B, C). Harom kilon eszkozkészletet hasznaltak, és
az egyes technikusok altal el6készitett mintakat ugyanazon eszkzokkel dolgoztak fel. [A] Az abran az azonos donortol
szarmaz6 parhuzamos mintak kilonbézd szaktechnikusok altal nyert RNS-hozaménak atlagértékei és szorasai
lathatok. [B] A 14 donor mindegyikétdl vett tizenkét parhuzamos vérmintat 3 kiilonb6z6 szaktechnikus dolgozta fel. Az
abran az azonos donortél szarmazo6 mintdk és az dsszes szaktechnikus altal nyert RNS-hozamok atlagértékei és
szoérasai lathatok. Az Azeo/Azso aranyok az 8sszes RNS-minta esetében 1,8 és 2,2 kdzé estek.
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7. dbra: Az RNS-hozam megismételhetésége és reprodukalhatésaga a kiilonb6z6 kezelék és PAXgene Blood
RNA Kit tételek esetében, poolozott vérmintdk hasznalataval. 30 kiilénb6z& donortdl szarmazé vérmintakat
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) mintacsévekbe gyijtottek; (12 tesztcsé donoronként, dsszesen 360 tesztcs6).
3 donoronként a tesztcsdvek tartalmat egybedntétték, majd azt kdvetéen Ujra szétadagoltak 36 alikvotba. A 3 donortdl
szarmazé 36 minta pooljat azutan manualisan dolgozta fel 3 kllénb6zé kezelé. Minden egyes kezel6 3 kiilonbdz6
tételbdl szarmazé PAXgene Blood RNA Kitet hasznalt az extrahalashoz, és a 10 donor mintapool mindegyikébdl négy
parhuzamos mintat dolgozott fel. [A] Az RNS-hozam atlaga és szérasa az dsszes kezel6—tétel kombinaci6 esetében.
3 kulénb6zé kezeld (A, B, C) dolgozta fel a 10 donor mintapool négy parhuzamos vérmintajat a 3 tételbdl szarmazé
kitek (1, 2, 3) mindegyikével. Az 4bran az ugyanazon donor pooljabél szarmazé négy parhuzamos minta atlag hozamai
(oszlopok) és szérasai (hibasavok) lathatok a kilonbdzd kezelék és kilonbdzé tételek esetében. [B] A donor
poolonkénti RNS-hozam CV-je az ¢sszes kezel6—tétel kombinéacio (A, B, C; 1, 2, 3) esetében, a 7A. abran lathato atlag
hozamok és szérasaik alapjan szamolva.
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1A. tablazat: Reprodukéalhat6sag az egyes tételeken és az egyes felhasznal6kon belil, kivalasztott donor
mintapoolok (1, 6, 9, 10) esetében

1-es donor pool
5,1 x 10° sejt/ml

6-0s donor pool
6,5 x 10° sejt/ml

Atlag Atlag Sz6ras
Adatkombinécié hozam (W9) sz6ras (ug) CV (%) hozam (ug) (H9) CV (%)
1. tétel, A felhasznalo 8,03 0,42 5 9,55 0,99 10
1. tétel, B felhasznald 7,98 1,17 15 9,38 1,94 21
1. tétel, C felhasznald 7,87 0,45 6 10,71 0,65 6
2. tétel, A felhasznalo 7,32 0,98 13 9,78 1,89 19
2. tétel, B felhasznal6 6,09 1,04 17 9,82 2,83 29
2. tétel, C felhasznald 6,87 0,31 4 10,37 0,74 7
3. tétel, A felhasznalo 7,04 0,90 13 8,96 0,68 8
3. tétel, B felhasznald 6,98 1,22 17 7,73 0,97 13
3. tétel, C felhasznald 8,78 0,89 10 10,59 1,94 18

9-es donor pool
8,4 x 10° sejt/ml

10-es donor pool
10,2 x 10° sejt/ml

Atlag Atlag Szoras
Adatkombinacié hozam (ug) Széras (ug) CV (%) hozam (ug) (1g) CV (%)
1. tétel, A felhasznélé 7,52 0,41 6 7,96 0,49 6
1. tétel, B felhasznalé 8,82 1,72 19 8,90 0,76 9
1. tétel, C felhasznal6 10,14 1,46 14 10,22 1,29 13
2. tétel, A felhasznalo 6,92 0,27 4 7,63 1,23 16
2. tétel, B felhasznélé 7,20 0,71 10 7,00 0,56 8
2. tétel, C felhasznalé 9,14 1,52 17 11,56 1,21 10
3. tétel, A felhasznald 8,18 0,76 9 7,85 0,82 10
3. tétel, B felhasznalo 6,41 0,88 14 8,88 2,17 24
3. tétel, C felhasznalé 10,78 0,56 5 10,88 0,37 3

24
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1B. tablazat: Reprodukéalhat6sag az egyes felhasznalokon beliil az 6sszes tétel kozott, kivalasztott donor
mintapoolok (1, 6, 9, 10) esetében

1-es donor pool 6-0s donor pool
5,1 x 10° sejt/ml 6,5 x 10° sejt/ml
Atlag Sz6ras Atlag Sz6ras

Adatkombinéacio hozam (ug) (ng) CV (%) hozam (ug)  (ug) CV (%)
A felhasznalo, az 6sszes 7,46 0,85 11 9,43 1,22 13
tétel
B felhasznald, az 6sszes 7,02 1,31 19 8,98 2,09 23
tétel
C felhaszndlo, az 6sszes 7,84 0,98 13 10,56 1,15 11
tétel

9-es donor pool 10-es donor pool

8,4 x 10° sejt/ml 10,2 x 10° sejt/ml

Atlag Szbras Atlag Sz6ras

Adatkombinéacio hozam (ug) (ng) CV (%) hozam (ug)  (ug) CV (%)
A felhasznalo, az 6sszes 7,54 0,72 10 7,81 0,82 11
tétel
B felhasznald, az 6sszes 7,48 1,50 20 8,26 1,54 19
tétel
C felhaszndlo, az 6sszes 10,02 1,34 13 10,89 1,10 10
tétel

1C. tablazat: Reprodukéalhat6sag az egyes tételeken beliil az 6sszes felhasznal6 kozott, kivalasztott donor
mintapoolok (1, 6, 9, 10) esetében

1-es donor pool 6-0s donor pool
5,1 x 10° sejt/ml 6,5 x 10° sejt/ml
Atlag Atlag Sz6réas
Adatkombinacié hozam (ug) Sz6ras (ug) CV (%) hozam (ug) (ug) CV (%)
1. tétel, az dsszes felhasznald 7,96 0,69 9 9,88 1,34 14
2. tétel, az dsszes felhasznald 6,76 0,93 14 9,99 1,84 18
3. tétel, az dsszes felhasznald 7,60 1,27 17 9,09 1,71 19
9-es donor pool 10-es donor pool
8,4 x 10° sejt/ml 10,2 x 10° sejt/ml
Atlag Atlag Sz6réas
Adatkombinécio hozam (ug) Sz6ras (ug) CV (%) hozam (ug) (ng) CV (%)
1. tétel, az dsszes felhasznald 8,83 1,63 19 9,02 1,27 14
2. tétel, az 6sszes felhasznaléd 7,75 1,36 18 8,73 2,31 26
3. tétel, az 0sszes felhasznald 8,46 1,99 24 9,20 1,80 20
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1D. tablazat: Reprodukéalhat6sag az 6sszes tétel és az 6sszes felhasznal6 kozott, kivalasztott donor
mintapoolok (1, 6, 9, 10) esetében

1-es donor pool 6-0s donor pool
5,1 x 10° sejt/ml 6,5 x 10° sejt/ml
Atlag Sz6réas Atlag Sz6ras
Adatkombinacié hozam (ug) (ng) CV (%) hozam (ug)  (Mg) CV (%)
1. tétel, az dsszes 7,44 1,09 15 9,66 1,65 17
felhasznalo
9-es donor pool 10-es donor pool
8,4 x 10° sejt/ml 10,2 x 106 sejt/ml
Atlag Sz6réas Atlag Sz6rés
Adatkombinéacio hozam (ug) (T6)] CV (%) hozam (ug)  (Mg) CV (%)
1. tétel, az dsszes 8,35 1,70 20 8,99 1,80 20
felhasznalo

A 4 reprezentativ donor pool részletes analizise. A poolok a fehérvérsejt-szamlalas
eredményei alapjan lettek kivalasztva, ugy, hogy a fehérvérsejtszam normal tartomanyanak
(4,8 x 10% — 1,1 x 107 leukocita/ml) felsd, kozép- és also értékeit tikrozzék. A feltlintetett
fehérvérsejtszam a donor poolonkénti 3 donor 3 fehérvérsejt-szamlalasanak atlagértéke.
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8. abra: Az RT-PCR reprodukalhatésaga — a felhasznaldk kozott. A real-time RT-PCR-hez a 7. dbranal vazolt
kisérlet soran tisztitott RNS-t hasznaltak fel. Az [A] FOS és [B] IL1B relativ transzkript szintjeit real-time, duplex
RT-PCR segitségével hataroztadk meg, 18S rRNS-t hasznalva belsé standardként. A diagramok az dsszes minta
értékeit abrazoljak az ,A” felhasznald értékeinek fliggvényében (10 donor pool x 3 kit-tétel x 4 parhuzamos
minta = 120 adatsor génenként), feltlintetve az 6sszes minta atlagait (voros vonalak) és szoérasait (fekete savok). A
szaggatott vonalak az assay +3x teljes precizitasat jelzik (FOS: 2,34 Cr; IL1B: 1,93 Cr).
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9. dbra: Az RT-PCR reprodukalhatésaga — a kit-tételek kozott. A real-time RT-PCR-hez a 7. abrandl vazolt kisérlet
soran tisztitott RNS-t hasznaltdk fel. Az [A] FOS és [B] IL1B relativ transzkript szintjeit real-time, duplex
RT-PCR segitségével hataroztadk meg, 18S rRNS-t hasznalva belsé standardként. A diagramok az 6sszes minta
értékeit dbrazoljak az 1. kit-tétel értékeinek figgvényében (10 donor pool x 3 felhasznalé x 4 parhuzamos minta = 120
adatsor génenként), feltiintetve az 6sszes minta atlagait (vords vonalak) és szérasait (fekete savok). A szaggatott
vonalak az assay *+3x teljes precizitasat jelzik (FOS: 2,34 Cr; IL1B: 1,93 Cr).
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2.tablazat: A 8. és 9. dbra RT-PCR adatainak 6sszefoglalasa

Tesztrendszer FOS/18S rRNS assay IL1B/18S rRNS assay

Az adatok dsszehasonlitasa Atlag + Sz6r4s Atlag + Sz6ras
(AACY) (AACY) (AACY) (AACY)

Reprodukalhat6sag az egyes felhasznaldékon belil az 6sszes tétel kozott

Minden felhasznalo, 1. tétel-1. tétel 0,00 0,00 0,00 0,00

Minden felhasznalé, 1. tétel-2. tétel -0,03 0,48 -0,07 0,66

Minden felhasznald, 1. tétel-3. tétel -0,21 0,52 0,11 0,71

Reprodukalhat6sag az egyes felhasznalékon belil az 6sszes tétel kozott

Minden tétel, A felhasznal6—-A 0,00 0,00 0,00 0,00

felhasznalo

Minden tétel, A felhasznal6—B -0,46 0,44 -0,06 0,69

felhasznalo

Minden tétel, A felhasznal6—-C -0,31 0,60 -0,15 0,71

felhasznalo

Felhasznalé: Az a szaktechnikus, aki elvégezte a vizsgalatot.

Tétel: A vizsgéalat soran hasznalt kit-tétel szama.

Széréas: Standard deviacio (SD).

Az atlag AACr értékek (N = 120) és a szo6rasok a 8. és 9. dbra adataira vonatkoznak.

Automatizalt RNS-tisztitas

A vérbél szarmazé RNS tisztitasa a QIAGEN QIAcube Connect MDx, valamint a klasszikus
QIAGEN QIAcube (a tovabbiakban QlAcube) késziilékeken automatizalt modon térténik. Az
innovativ QlAcube készilékek fejlett technoldgiat alkalmaznak a QIAGEN spin oszlopok

feldolgozasa soran, ami lehetévé teszi a kis mintaszdmon végzett automatizalt

minta-el6készités zokkenémentes beillesztését a laboratériumi munkafolyamatba. QlAcube

készlulékek alkalmazasa esetén a minta-el6készités Iépései megegyeznek a manualis
eljaras soran alkalmazott [épésekkel (pl. lizalas, kétés, mosas és eludlas) — ez lehetévé teszi

a PAXgene Blood RNA Kit tovabbi hasznalatat j6 minéségii RNS tisztitasa céljabol.
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Scan a kit bar code QlAcube Connect MDx

........

. —©

10. abra: QlAcube Connect MDx.

Az automatizalt RNS-tisztitasi protokoll 2 részbél (vagy alprotokollbdl) all, a ,PAXgene Blood
RNA Part A” és a ,PAXgene Blood RNA B” részbdl, és a 2 rész kozott rovid manualis
beavatkozéas szilkséges (lasd 11. abra, 31. oldal).
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11. dbra: Az automatizalt PAXgene Blood RNA eljaras.

A lecentrifugélt, mosott és Ujraszuszpendalt nukleinsav pelletet (lasd ,RNS-koncentralas és -
tisztitas”, 19. oldal) atviszik a PAXgene Blood RNA Tube (BRT) mintacsébél feldolgozécsdvekbe
(PT), amelyeket behelyeznek a QlAcube készllék munkaasztalan elhelyezkedd razétermosztat
egységbe. A kezeld kivalasztja és elinditja a ,,PAXgene Blood RNA Part A” (PAXgene Blood RNA
,A” rész) protokollt a menubdl. A QlAcube készulék végrehajtja a protokoll Iépéseit egészen az
RNS eludlo pufferben valé (BR5) elualasaig.
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A kezel6 atrakja a tisztitott RNS-t tartalmaz6 mikrocentrifuga-tcséveket (MCT) a QlAcube
késziilék razétermosztat egységébe. A kezel® kivalasztja és elinditjia a ,PAXgene Blood RNA
Part B” (PAXgene Blood RNA ,B” rész) protokollt a meniibél, és a QlAcube késziilék elvégzi a
hédenaturalast.

Az étlagos minta-el6készitési idé (12 minta-el6készités futtatasanak adatai alapjan)
151 perc*, amelybél szignifikdnsan kevesebb a ténylegesen manualis munkaval téltétt id6 a
manualis protokollhoz képest.

Az RNS-hozam 2,5ml egészséges human teljes vérbdl =3 ug a feldolgozott mintak
295%-anal. A 12. abra (33. oldal) mutatja az automatizalt protokoll alkalmazasaval, 3 kezel6
altal és 3 kit-tétel hasznalataval el6készitett, O0sszesen 216 db mintdbél szarmazd
RNS-hozamokat. Mivel az egyedi PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) mintacsévek helyett
poolozott vérmintdkat hasznéltak ezekhez a vizsgéalatokhoz, az eredmények nem tukrozik
az egyedi vérvételek mintaibdl varhatdé RNS-hozamot. Mivel a hozam erésen donorfliggé,
az egyes hozamok mértéke valtozé lehet (12. abra, 33. oldal).

A minték legalabb 95%-a nem mutat gatlast RT-PCR-ben, az eludtum max. 30%-anak
hasznalatadval. Az automatizalt protokoll hasznélataval nem detektdlhatd a mintak kdzott
keresztszennyez8dés ABL1 és FOS transzkriptek szekvenciainak kvantitativ, real-time
RT-PCR vizsgalata alapjan, ahol RNS-negativ mintak (viz) RNS-pozitiv mintakkal (huméan
teljes vér) lettek parositva ugyanabban a futtatasban.

A PAXgene Blood RNA System felhasznalasaval automatizalt protokoll soran izolalt RNS
tiszta, amint azt az RT-PCR inhibicié hianya, valamint az A2eo/A2so értékek 1,8 és 2,2 kozotti
értéke is mutatja. Genomialis DNS <1% (w/w) mértékben van jelen az 6sszes minta
295%-4ban, a béta-aktin gén egy meghatarozott szekvenciajanak kvantitativ, real-time
PCR-rel val6 mérése alapjan.

* A teljes protokoll futasi ideje, beleértve a PAXgene Blood RNA Tubes mintacsovek tényleges kezelését is
(centrifugalasok, pelletmosas és -Ujraszuszpendalas).
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A 13. és 14. abra (34. és 35. oldal) bemutatja az automatizalt protokoll alkalmazésaval, 3

kezeld altal és 3 kit-tétel hasznalataval el6készitett, 6sszesen 216 db minta A2so/A2go értékeit

és relativ genomialis DNS-eit.
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12. dbra: RNS-hozam — automatizalt feldolgozas A: QlAcube, B: QIAcube Connect MDx. Az egyes donoroktdl

torténé vérm

intagy(ijtés PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) mintacsévekbe tortént. A tesztcsdvek tartalmanak

egybeodntésével létrehoztak 6 donor poolt, majd ezt kévetéen a poolokat Ujra szétadagoltak. A 3 kiilonb6zo kezeld (A,
B, C) dsszesen 216 csovet (azaz poolonként 36 mintat) dolgozott fel. Minden egyes kezel6 3 kiilénb6z6 tételbdl (1, 2,

3) szarmazé

PAXgene Blood RNA Kitet hasznalt a tobbféle QlAcube és QlAcube Connect MDx készulékkel végzett

automatizalt extrahalashoz, és a 6 donor mintapool mindegyikébdl négy parhuzamos mintat dolgozott fel. Az abran
lathat6 az 6sszes egyedi minta RNS-hozama minden kezel6—tétel kombinacié esetén.
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13. dbra: RNS-tisztasag (Azeo/A2s0 értékek) — automatizalt feldolgozéas. A: QlAcube, B: QlAcube Connect MDx.
A minta RNS-t 3 kiilénb6z6 kezeld (A, B, C) tisztitotta meg, a PAXgene Blood RNA Kit 3 kiilénb6z6 tétele (1, 2, 3)
hasznalataval, tobb QIAcube és QIAcube Connect MDx késztiléken, a 12. abranal leirt kisérlet soran. Az abran lathatd

az Osszes egyedi minta Azeo/Azso értéke minden kezel6—tétel kombinacioé esetén.
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14. &bra: RNS-tisztasag (%-os genomialis DNS fert6zottség) — automatizalt feldolgozas, A: QlAcube, B:
QIAcube Connect MDx. A minta RNS-t 3 kiilénb6z6 kezel6 (A, B, C) tisztitotta meg, a PAXgene Blood RNA Kit 3
kllonbozo tétele (1, 2, 3) hasznélataval, tobb QlAcube és QlAcube Connect MDx késziléken, a 12. abranal leirt

kisérlet soran. Az abran lathaté az 0sszes egyedi minta genomialis DNS mennyisége (w/w) minden kezel6—tétel
kombinécié esetén.

A PAXgene Blood RNA System automatizalt protokolljat hasznal6 RNS-tisztitas ol
reprodukalhaté és megismételhet6 RT-PCR eredményeket biztosit — amint az a 15. abran
és a 16. abran (36. és 37. oldal) is lathaté —, ami igen megbizhat6 eljarassa teszi a klinikai
diagnosztikai vizsgalatok kdzott.
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15. dbra: Az RT-PCR reprodukalhatésaga — az automatizalt (QIAcube) és manudlis protokoll k6zott. A minta
RNS-t 3 kilénboz6 kezeld (A, B, C) tisztitotta meg, a PAXgene Blood RNA Kit 3 kilonbdzd tétele (1, 2, 3)
hasznalataval, tobb QlAcube és QIAcube Connect MDx készuléken végzett automatizalt protokoll alkalmazaséaval, a
12. abranal leirt kisérlet soran. Ezzel parhuzamosan a manudlis protokoll alkalmazéasaval is végeztek RNS-tisztitast a
megfelel6 parhuzamos mintacsdvekbdl. Az [A] FOS és [B] IL1B relativ transzkript szintjeit real-time, duplex
RT-PCR segitségével hataroztak meg, 18S rRNS-t hasznalva belsé standardként. A két extrakcids protokoll
(automatizalt és manualis) hasznalataval, parositott vérmintakbdl eldallitott RNS-ek transzkript szintjei kozotti
lehetséges kiilénbségeket a AACt mddszerrel szamitottak ki. Minden egyes mintapar (4 parhuzamos x 6 donor pool x
3 kit-tétel x 3 kezel6 = 216 par génenként) egyedi AAC+ értékei kiilonallé pontként lathaték az abran, és a mintaatlagok
(nagyobb pontok), illetve szérasok (fekete savok) is fel vannak tuntetve. A szaggatott vonalak az assay +3x teljes
precizitasat jelzik (FOS: 1,16 Cr; IL1B: 1,98 Ct; az 1-4., 8. és 9. abrahoz viszonyitott kiilénbdzé precizitasok oka az
assay-verziok kilénbozésége).

36 PAXgene Blood RNA Kit kézikdnyv  12/2020



3
2,
------------------- .-.---------'-----------‘------‘----.------'
14 . . ® ° % * ¥
o e o @ » [y . [ W .
OA"' o %o \..:..‘."o.:: et e v, 0\-.0..0 u‘g.". 220 ..-q."- o +
\:‘"". °a %" "-.".-.\...- .... SR AP TR e
-1 . - . * *
A
=+ 2 L 3 I 1 1 a2 T g T 43 T 3 ‘
i 5 c Atlag
B aac
-
3
2
___________________ R P T el e e e e
1 o, - o e L] ® LI
» .' '.:o ..o '..? :“ .' ° * *'e F i o .' 'k-
(ot ® et o, 20 e o PRLXYS ) o L] ".. % .
0 &.'w.f. Siede "‘.f-c n:.-: -7 O....l'.o...‘...ﬁ.- Jo o osg ¥ 0%
* . e e® % »
e L] L e o
............................................. e i
Sl
-3 \ \ \ I I | I
1 2 3 1 2 3 1 2 3 Atl
A B C tag

16. abra: Az RT-PCR reprodukalhatésaga — a QlAcube és a QlAcube Connect MDx készuléken végzett
automatizalt protokoll k6zott. A minta RNS-t 3 kiilénb6z6 kezeld (A, B, C) tisztitotta meg, a PAXgene Blood RNA Kit
3 klldénbozd tétele (1, 2, 3) hasznalataval, tobb QlAcube és QlAcube Connect MDx késziiléken végzett automatizalt
protokoll alkalmazéasaval, a 12. dbranal leirt kisérlet soran. Az [A] FOS és [B] IL1B relativ transzkript szintjeit real-time,
duplex RT-PCR segitségével hataroztdk meg, 18S rRNS-t hasznalva belsé standardként. A két készilék
hasznalataval, parositott vérmintakbol elallitott RNS-ek transzkript szintjei kdzotti lehetséges kildnbségeket a AACt
modszerrel szamitottak ki. Minden egyes mintapar (4 parhuzamos x 6 donor pool x 3 kit-tétel x 3 kezel6 = 216 par
génenként) egyedi AACt értékei kulonallo pontként lathaték az abran, és a mintaatlagok (nagyobb pontok), illetve
szorasok (fekete savok) is fel vannak tiintetve. A szaggatott vonalak az assay +3x teljes precizitasat jelzik (FOS:
1,30 Cr; IL1B: 1,42 Cr; az 1-4., 8., 9. és 15. abrahoz viszonyitott kiilonbézé precizitdsok oka az assay-verziok
kilénbdzbsége).
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A felhasznald altal biztositandd eszkdzok és
reagensek

Vegyszerhasznalat soran mindig viseljen megfelelé laboratoriumi kopenyt, egyszer
hasznalatos kesztylt és véddszemulveget. Tovabbi informacidk a megfeleld biztonsagi
adatlapokon (Safety Data Sheets, SDS-ek) talalhatok, amelyek az adott termék gyartojatoél

szerezhet6k be.

Mindkét protokollhoz sziikséges

® PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) mintacsévek (PreAnalytiX, katalégusszam: 762165)
® FEtanol (96—-100%, analitikai tisztasagu)

® Pipettak* (10 pl — 4 ml)

e Steril, aeroszolgatas, RNaz-mentes pipettahegyek’

e MérShenger*

® 3000-5000 x g elérésére képes, kilendilé fejes rotorral és a PAXgene Blood RNA
Tubes (BRT) mintacsdvekhez alkalmazandé tartokosarral felszerelt centrifuga*

e \Vortex kever6*
e Jégzuzalék

® Alkoholos filctoll a cimkézéshez

* Ugyeljen ra, hogy az eszkdzok és a miiszerek a gyarté javaslatai szerint rendszeresen legyenek ellenérizve,
karbantartva és kalibralva.

T Gyéz6djén meg réla, hogy ismeri az RNS kezelésének iranyelveit (,A” fuggelék, 71. oldal).

* Az etanol BR4 puffer koncentratumhoz adasahoz.
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A manudlis protokollhoz sziikséges

e Valtoztathatd sebességli mikrocentrifuga*, amely képes elérni legalabb az
1000-8000 x g tartomanyt, bar alacsonyabb és magasabb g-er6hatasok is
alkalmazhatok (a részletekért lasd a protokoll [épéseit), és fel van szerelve 2 ml-es

mikrocentrifuga-csovek tartdsara alkalmas rotorral

® Razoinkubator*, amely képes 55 °C-on és 65 °C-on inkubalni, és 2400 rpm, de
1400 rpm alatti sebességgel razatni (pl. Eppendorf® Thermomixer Compact vagy azzal

egyenértékl készilék)

Az automatizalt protokollhoz sziikséges (QIAcube vagy QlAcube Connect MDx

készillék hasznélata esetén)

e Ol

QlAcube késziilékhez val6 fogydeszkozok:

e Filter-Tips, 1000 pl (1024) (QIAGEN, katalégusszam: 990352)*
e Reagent Bottles, 30 ml (6) (QIAGEN, katalégusszam: 990393)"
e Rotor Adapters (10 x 24) (QIAGEN, katalégusszam: 990394)"
QIlAcube készllék tartozékai:

e Rotor Adapter Holder (QIAGEN, katalégusszam: 990392)"

Az automatizalt protokollhoz sziikséges QIAcube Connect MDx késziilék hasznéalata

esetén

® QIAcube Connect MDx* (QIAGEN, katalégusszam: 9003070)

* Ugyeljen ra, hogy az eszkdzok és a miiszerek a gyarté javaslatai szerint rendszeresen legyenek ellenérizve,
karbantartva és kalibralva.
T Része a Starter Pack, QlAcube indul6csomagnak is (QIAGEN, katalégusszam: 990395).
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QIlAcube Connect MDx szolgéltatasi csomagok:

® QIAcube Connect MDx System FUL-2 (QIAGEN, kataldgusszam: 9003071)

® QIlAcube Connect MDx System FUL-3 (QIAGEN, katalogusszam: 9003072)

® QIAcube Connect MDx System PRV-1 (QIAGEN, katalégusszam: 9003073)
® QIlAcube Connect MDx Device PRV-1 (QIAGEN, katalogusszam: 9003074)

® QIlAcube Connect MDx System PRM-1 (QIAGEN, katalégusszam: 9003075)

Az automatizélt protokollhoz sziikséges QIlAcube készililék hasznalata esetén

® QIlAcube* (QIAGEN, katalégusszam: 9001882 [110 V])

* Ugyeljen ra, hogy az eszkdzok és a miiszerek a gyarté javaslatai szerint rendszeresen legyenek ellenérizve,
karbantartva és kalibralva.
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Fontos megjegyzések

A QlAcube készilékek hasznalata

Gy6z6djon meg réla, hogy tisztaban van a QlAcube készllék mikddtetésének maodjaval.
Kérjlk, olvassa el a megfelel6 QlAcube készulék felhasznaldi kézikbnyveét és a QlAcube
készilékhez mellékelt barmely tovabbi tajékoztatét, kilonds figyelmet forditva a biztonsagi
informacidkra, miel6tt nekikezdene az automatizalt PAXgene Blood RNA protokoll
hasznélatanak.

Egyéb rendelkezés hianyaban a jelen fejezetben szereplé utasitasok mind a QlAcube
Connect MDx készilékre, mind a QlAcube késziilékre érvényesek.
A QlAcube késziilékek elinditasa

Zarja le a QIlAcube készilék fedelét, majd kapcsolja be a QIlAcube késziiléket a
fékapcsoléval (QlAcube Connect MDx: lasd 17. abra, 42.oldal; QlAcube: 18. abra,
43. oldal).

Sipol6 hang hallatszik, és megjelenik az induldképernyd. A készlilék automatikusan elvégzi
az inicializalasi teszteket.
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5

Kihuzott érintéképernyé

A QlAcube Connect MDx hatulnézetben A QlAcube Connect MDx hatulnézetben

17. abra: A QlAcube Connect MDx késziilék kiilsé jellemz6i.

@ Erintoképernyd

() Feae
@ Hulladékfiok
@ Fokapcsold

2 USB-port az érintéképernyd bal oldalan;
2 USB-port az érint6képernyé mogott
(Wi-Fi modul 1 USB-porthoz
csatlakoztatva)

RJ-45 Ethernet-port

Téapkabelaljzat

Hutolevegd kivezetése

OO ©

e

@
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18. abra: A QlAcube eldInézetben.
@ Erintéképernyd @ USB-port a védélemez mogott

@ Fedél @ Fékapcsold

@ RS232 soros port a véddlemez mogott (kizarolag @
a QIAGEN képesitett készilékszervizes Hulladékfiok

szakemberei szamara)
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Erintéképernyé

A QlAcube készilékek vezérlése érintéképernyén keresztul torténik. Az érintéképernyd teszi
lehetévé a felhasznalé szamara a készilék hasznalatat, valamint végigvezeti a felhasznalot
a munkaasztal beallitasi Iépésein. A mintafeldolgozas alatt az érintéképernyé a protokoll
allapotat és a hatralévé idét mutatja.

19. dbra: A QlAcube Connect MDx késziilék kihtuzott érintéképernydje

Protokollok telepitése a QIAcube készilékekre

Eléfordulhat, hogy telepiteni kell a protokollokat, mielétt futtathatna az els6 RNS-el6készitést
a QlAcube késziiléken. Telepitse a ,PAXgene Blood RNA Part A” és ,PAXgene Blood RNA
Part B” protokollt egyarént.

A QlAcube Connect MDx készuléken hasznéalhato protokollokat a
www.giagen.com/products/diagnostics-and-clinical-research/solutions-for-laboratory-

developed-tests/giacube-connect-mdx/#resources (QlAcube esetén a
www.diagen.com/MyQIAcube) oldalrdl kell letdlteni a QlAcube készilékhez mellékelt USB-

adathordozora. Ezek a protokollok az USB-porton keresztil viheték at a késziilékre.
Az USB-port (QlAcube Connect MDx: az érintéképernyd oldalan, lasd 17. &bra, 42. oldal;

QlAcube: a védbélemez mogétt, lasd 18. &bra, 43.oldal) teszi lehetévé a QIAcube
készillékekhez mellékelt USB-adathordozo csatlakoztatasat a QIAcube készilékekhez.
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Az USB-porton keresztiil adatfajlok, példaul naplofajlok vagy jelentésfajlok is atviheték a
QlAcube késziilékekrdl az USB-adathordozéra.

l./ s Az USB-portot kizarélag a QIAGEN Aaltal biztositott USB-adathordozéval hasznalja.
\!) Ne csatlakoztasson més eszktzoket ehhez a porthoz.

l,/‘.'\, Ne tavolitsa el az USB-adathordoz6t, mikdzben protokollokat tolt le, adatfajlokat
\\!/ mésol &t, vagy protokollt futtat.

A protokollok QlAcube készllékekre torténd feltdltésére vonatkozod tovabbi részletek az
alkalmazott készulék kézikdnyvében talalhatok.

A QIlAcube készulék el6készitése

Hogy idét takaritson meg, az elékészitést a ,Protokoll: Teljes RNS automatizalt tisztitdsa
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) mintacsévekbe gydjtott human teljes vérbdl” cimi
fejezetben (62. oldal) bemutatott egyik vagy mindkét 10 perces centrifugalasi |épés alatt is
elvégezheti (3. és 5. [épés).

Reagenspalackok

A QlAcube késziiléken valé minden futtatas el6tt gondosan toltse fel a 4 db reagenspalackot
a 3. tablazatban (46. oldal) felsorolt reagensekkel a maximum szintet jelzé vonalig, vagy ha
ez nem lehetséges, akkor addig a szintig, amit a PAXgene Blood RNA Kitben kapott
puffertérfogatok lehetévé tesznek. Vilagosan és egyértelmiien tiintesse fel a palackokon és
kupakjukon az adott puffer nevét, és helyezze a feltdltétt reagenspalackokat a megfeleld
poziciéba a reagenspalackok tart6allvanyan. Helyezze ra a tart6allvanyt a QlAcube késziilék
munkaasztalara, amint azt a 20—22. 4bra mutatja (46—48. oldal).

l,/'.'\, A kitben talalhaté BR2 puffer térfogata nem elegenddé ahhoz, hogy a jelig feltltse a

\IJ reagenspalackot. A BR3 és BR4 pufferek nem feltétlenil elegendbk ahhoz, hogy a
jelig feltoltsék a reagenspalackokat, ha a kordbbi futtatasokban mar szamos mintat
feldolgoztak.
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o~ Ugyelien ra, hogy eltavolitsa a palackok kupakjat, mielétt rahelyezi ket a
K!/ munkaasztalra.

<o A PAXgene Blood RNA Kitben (50) rendelkezésre allé puffertérfogatok maximum

K! j 7 RNS-tisztitasi  futtatasra elegendéek a QlAcube késziléken futtatasonként 2 és
12 kdz6tti mintaszam mellett. Altaldban véve az alacsonyabb mintaszamu futtatasok
keriilend6k annak érdekében, hogy kitenként ésszesen 50 minta feldolgozhaté legyen
maximum 7 RNS-tisztitasi futtatassal. A tobb mint 7 RNS-tisztitdsi futtatds ahhoz
vezethet, hogy az utolsé mintak feldolgozasahoz mar nem marad elegendd térfogatu
puffer.

3. tdblazat: Pozicidk a reagenspalackok tartéallvanyan

Pozicio Reagens

Koétépuffer (BR2)
96-100%-o0s etanol
1. mosépuffer (BR3)
2. mosoépuffer (BR4)*
— (hagyja uresen)

— (hagyja uresen)

o R W NP

* A 2. mosopuffer (BR4) tdomény formaban talalhato a kitben. Az elsé hasznalat el6tt adjon hozza 4-szeres térfogatu
(96-100%-o0s, analitikai tisztasagu) etanolt a palackon feltiintetettek szerint a munkaoldat eléallitasahoz.

® [ | ©N

1. pozicié 2. pozicié
Kétépuffer 96-100%-0s
(BR2) etanol

3. pozicié 4. pozicié

1. mosépuffer 2. mosépuffer
(BR3) (BR4)

5. pozicié 6. pozicié

Ures Ures

20. abra: A reagenspalackok tartéallvanyanak betoltése. [A] A reagenspalackok tartéallvanyan elhelyezendé

QIlAcube késziilék lathat6 az abran).

46 PAXgene Blood RNA Kit kézikdnyv  12/2020



21. abra: A QlAcube Connect MDx belseje.

Centrifugafedél

Centrifuga

Razo6gép

Reagenspalackok tartéallvanya

Pipettahegyszenzor és fedélzar

ONOROIOIO
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Mikrocentrifuga-csovek lyukai

3 nyilas a hegytart6 allvanyok szamara
Pipettahegyek és oszlopok kidobaséara
szolgalé nyilasok

Robotkar (részei: 1 csatornas pipetta,

fogbegység, ultrahangos és optikai szenzor,
UV LED-vilagitas)

a7



22. abra: A QlAcube belseje.

O,
®
®
®
®
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Centrifugafedél

Centrifuga

Razogép

Reagenspalackok tartéallvanya

Pipettahegyszenzor

OEOE

Mikrocentrifuga-csovek lyukai

Hegytart6 allvanyok

Pipettahegyek és oszlopok kidobasara
szolgalé nyilasok

Robotkar
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Spin oszlopok (PRC, PSC), mikrocentrifuga-csbvek (MCT) és a QIlAcube
készulékhez valé mlanyag eszkdzok

Helyezzen 2 db, Filter-Tips 1000 pl pipettaheggyel megtoltdtt hegytarto allvanyt a QlAcube
készilékbe (lasd 21. és 22. abra, 47. és 48. oldal). Amikor szikséges, toltse fel Gjra
pipettahegyekkel a tartdallvanyokat.

@ Kizardlag QlAcube készllékkel vald hasznalatra tervezett, 1000 pl szlrés
pipettahegyeket hasznaljon.

Alkoholos filctollal jel6lie meg minden egyes mintdhoz a rotoradaptereket és
mikrocentrifuga-csoveket (MCT). Nyissa fel a hasznalandé PAXgene Shredder spin
oszlopokat (PSC), és olloval vagja le teljesen a kupakjukat (lasd 23. abra, 49. oldal).

@ Ahhoz, hogy a QIAcube késziilék robotkarja megfeleléen miikddjon, teljesen

l tavolitsa el (vagja le) a kupakokat és a kupakot a PAXgene Shredder spin
oszlopokhoz (PSC) rogzité minden mlianyag részt (lasd 23. abra). Maskilonben a
robotkar nem tudja megfeleléen megragadni a spin oszlopokat (PSC, PRC).

Az oszlop
Az oszlop kupakja i
kupakja helytelgnul
helyesen eltavolitva; a
eltavolitva kypak egy
része az
oszlopon
maradt

23. abra: A PAXgene Shredder spin oszlop (PSC) behelyezése. A PAXgene Shredder spin oszlopot (PSC) a
rotoradapter kdzépsé pozicidjaba kell behelyezni. Az oszlop behelyezése el6tt vagja le a kupakjat.
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Helyezze be a PAXgene RNA spin oszlopot (PRC), a PAXgene Shredder spin oszlopot
(PSC; kupak nélkul, lasd 23. abra, 49. oldal) és a feliratozott mikrocentrifuga-csévet minden
egyes jelolt rotoradapter megfelel6 pozicidjaba, a 4.tablazatban és a 24. abran

feltiintetettek szerint.

|'/ i) Ugyeljen ra, hogy a spin oszlop (PRC) és a mikrocentrifuga-csé (MCT) kupakja
= egészen le legyen nyomva a rotoradapter szélén lévé lyukak aljaig, maskilénben

a kupakok le fognak tdrni a centrifugélas kézben.

4. tablazat: Laboreszk6zdk a rotoradapterben

Pozicio Reagens Kupakpozicié
1 PAXgene RNA spin oszlop (voros, PRC) L1
2 PAXgene Shredder spin oszlop (lila, PSC)
(vagja le a kupakjat, mielétt behelyezi a -
rotoradapterbe)
3 Mikrocentrifuga-cs6 (MCT)" L3

“A PAXgene Blood RNA Kitben talalhaté mikrocentrifuga-cséveket (MCT; 1,5 ml-es) hasznélja.

- L2
! @0
L3

24. abra: Poziciok a rotoradapterben. A rotoradapterben harom csépozicié (1-3) és harom kupakpozicié
(L1-L3) van.
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A centrifuga el6készitése

Helyezze be az Osszeszerelt rotoradaptereket a centrifuga kosaraiba az aldbbiakban, a
25. abran bemutatott modon.

= Ha 12db mintandl kevesebbet dolgoz fel, Ugyelien r4, hogy sugarasan
@ kiegyensulyozva téltse be az adaptereket a centrifuga rotorjaba (lasd 26. abra,
52. oldal). Az 6sszes centrifugakosarat be kell helyezni, mielétt elinditana egy
protokollfuttatast, még akkor is, ha kevesebb mint 12 mintat kell feldolgoznia.

Egyetlen (egy) minta vagy 11 minta nem dolgozhato fel.

25. abra: A centrifuga el6készitése a QlAcube késziilékeken. Helyezze be az dsszeszerelt rotoradaptereket a
centrifuga kosaraiba (az abran a QlAcube Connect MDx készillék szerepel).
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26. abra: A centrifuga és a razogép el6készitése. Az dbran lathatok a centrifuga és raz6gép alkalmazand6 pozicidi
két (2) és tiz (10) kozotti darabszami minta feldolgozasahoz. Egy (1) vagy 11 minta nem dolgozhat6 fel. 12 minta
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Feldolgozdcsovek (PT)

Tavolitsa el az el6z6 futtatasok utan esetleg a mikrocentrifuga-csévek lyukaiban hagyott
feldolgozdcsoveket (PT) (QlAcube Connect MDx: lasd 21. &bra, 47. oldal, QlAcube: lasd
22. &bra, 48. oldal). Toltson fel 3 db feldolgozdcsovet (PT) az 5. tdbldzatban megadott
mennyiségl reagensekkel a futtatas soran feldolgozandd mintak szamanak megfeleléen.

A DNaz | inkubacios elegy elkészitéséhez pipettdzza bele a jelzett térfogati DNS
emésztdpuffert (RDD) egy feldolgozécsébe (PT), és adja hozza a jelzett térfogatd DNaz |
(RNFD) térzsoldatot. Egy 1000 pl-es pipettahegy segitségével 3-szor felszivva és kinyomva
finoman keverje 6ssze az elegyet.

A PAXgene Blood RNA Kitben taldlhatd 2 ml-es feldolgozdcsoveket (PT) hasznalja.
Egyértelmien tiintesse fel a csOveken a bennik 1évé reagens nevét, és helyezze 6ket a
mikrocentrifuga-csdveknek kialakitott lyukak megfelel® pozicidiba, a 6. tdblazatban jelzettek
szerint (54. oldal).

l,/'-'\, A Dnaz | (RNFD) kiléndsen érzékeny a fizikai denaturaciora. Kizarélag évatos
AN pipettazassal keverje O0ssze, széles belsd atmérdji pipettahegyeket hasznalva,

hogy csdkkentse a nyirder6t. Ne vortexelje.

7 *  Ugyelien r4, hogy csak a kivant térfogatot pipettazza, az alabbiakban,

|
‘\!) az 5. tablazatban feltiintetetteknek megfeleléen.
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5. tablazat: A mikrocentrifuga-csdvek lyukaiba helyezett feldolgozécsdvekbe pipettazandé szikséges

reagenstérfogatok.
Reagenstérfogat a jelzett mintaszam esetén (ul)
Elualé puffer
Mintaszam Proteinaz K (PK) DNaz | inkubéacios elegy (BR5)
2 126 187 (23 DNaz | + 164 Buffer RDD) 313
8 170 261 (33 DNaz | + 228 Buffer RDD) 399
4 213 334 (42 DNaz | + 292 Buffer RDD) 486
5 256 407 (51 DNaz | + 356 Buffer RDD) 572
6 299 481 (60 DNaz | + 421 Buffer RDD) 658
7 342 554 (69 DNaz | + 485 Buffer RDD) 745
8 386 627 (78 DNaz | + 549 Buffer RDD) 831
9 429 701 (88 DNaz | + 613 Buffer RDD) 918
10 472 775 (97 DNaz | + 678 Buffer RDD) 1004
12 558 921 (115 DNz | + 806 Buffer RDD) 1177
6. tablazat: Mikrocentrifuga-csovek lyukai
Pozicio
A B C
Tartalom Proteinaz K DNaz | inkubécios elegy Elualé puffer (BR5)
Edény Feldolgozé6csé (PT)* Feldolgozé6csé (PT)* Feldolgozo6csé (PT)*

* A PAXgene Blood RNA Kitben talalhaté 2 ml-es feldolgozécsdveket hasznalja.
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Protokoll: Telles RNS manualis tisztitasa
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT)
mintacsovekbe gydjtott human teljes veérbdl

Az eljaras megkezdése el6tt figyelembe veend6 fontos szempontok

Gy6z48djén meg rola, hogy a kit doboza bontatlan és sértetlen, és hogy a pufferek nem
szivarogtak ki a palackokbol. Ne haszndljon sérilt kitet.

Automata pipetta hasznalatakor tigyeljen ra, hogy a helyes térfogati értékre legyen bedllitva,
és hogy a folyadék 6vatosan és teljes mértékben legyen felszivva és kiadagolva.

A mintak rossz tesztcsébe vagy spin oszlopba valé pipettazasanak elkerilése érdekében
gondoskodjon rola, hogy az dsszes tesztcsd és spin oszlop megfeleléen meg legyen jeldlve
alkoholos filctollal. Feliratozza minden egyes (PT, MCT) tesztcsé oldalat és kupakjat. A spin
oszlopok esetében a feldolgozdcsdvek (PT) oldalat feliratozza. Zarjon le minden egyes
tesztcsovet és spin oszlopot, miutan folyadékot juttatott beléjik.

Az eljaras soran a mintdk és pufferek kicsorgasa, kiomlése csokkentheti a kapott
RNS-hozamét és tisztasagat.

Hacsak nincs masként jelezve, a jelen protokoll minden Iépése — a centrifugalasi

Iépéseket is beleértve — szobahémérsékleten (1525 °C) végzend®.

A nukleinsav-amplifikacids technikadk szenzitivithsa miatt az alabbi Ovintézkedések

szlikségesek a mintak kezelésekor a keresztszennyez6dések elkerilése érdekében:

Ovatosan pipettazza a mintat a spin oszlopba (PRC, PSC), anélkill, hogy

megnedvesitené az oszlop peremét.
Az egyes folyadékatvitelek kozott mindig cserélien pipettahegyet. Hasznaljon
aeroszolgatas pipettahegyeket.

Ne érjen hozzé a pipetta hegyével a spin oszlop (PRC, PSC) membranjahoz.
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A mikrocentrifuga-csé (MCT) vortexelése vagy melegitése utan réviden centrifugalja le,
hogy eltavolitsa a cseppeket a kupak belsé falardl.

A teljes eljaras soran viseljen gumikeszty(it. Amennyiben a keszty(i mintaval érintkezik,
haladéktalanul vegyen fel (j kesztyt.

Zarja le a spin oszlopot (PRC, PSC), mielétt a mikrocentrifugaba helyezné. A
centrifugalast az eljarasban leirtaknak megfelel6en végezze.

Egyszerre csak egy spin oszlopot (PRC, PSC) nyisson ki, és Ugyeljen arra, hogy ne
képzédjenek aeroszol részecskek.

Tobb minta hatékony parhuzamos feldolgozasdhoz azt javasoljuk, hogy toltsén meg egy
tartéallvanyt feldolgozécsovekkel (PT), amelyekbe a centrifugalas utan athelyezheti a
spin oszlopokat (PRC, PSC). Dobja ki a hasznalt, atfolyd szirletet tartalmazo
feldolgozdcsoveket (PT), és helyezze a spin oszlopokat (PRC, PSC) tartalmazo Uj

feldolgozécséveket (PT) kdzvetlenil a mikrocentrifugaba.

Kezdés elbtti teenddk

56

A vért a PAXgene Blood RNA Tube kézikényvben talalhatoé instrukciéknak megfeleléen
kell levenni a PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) mintacsovekbe. Sziikség esetén a
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) mintacsdvek kezelésével kapcsolatos javaslatokért
lasd a ,C” fuggeléket (75. oldal).

Gondoskodjon réla, hogy a PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) mintacsoveket legalabb
2 6ran at inkubalja szobah&mérsékleten a vérvételt kdvetéen, hogy biztositsa a vérsejtek
telies lizisét. A PAXgene Blood RNA Tube (BRT) mintacsovek masnapig tartd
inkubalasaval megndhet a tisztitas hozama. Ha a PAXgene Blood RNA Tube (BRT)
mintacsdveket 2—8 °C kdzott, -20 °C-on vagy -70 °C-on taroltak a vér levételét kdvetben,
el6szor hagyja a csdveket szoba-hémérsékletlire melegedni, majd tarolja a cséveket
szobah6émérsékleten 2 6ran at, miel6tt elkezdené az eljarast.

Olvassa el a biztonsagi informacidkat a 10. oldalon.

Olvassa el az RNS kezelésével kapcsolatos iranyelveket (,A” fiiggelék, 72. oldal).
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® Gondoskodjon rola, hogy az eszkdzoket, ugymint a pipettakat és a razoéinkubatort a
gyarto javaslatai szerint rendszeresen ellenérizzék és kalibraljak.

® A razbinkubéatorra az 5.és 20. épéshen van szilkség. Allitsa be a razoinkubator
hémérsékletét 55 °C-ra.

o A kétépuffer (BR2) csapadékot képezhet a tarolas soran. Sziikség esetén melegitse fel
37 °C-ra, hogy feloldja a csapadékot.

® A 2. mosopuffer (BR4) tdmény formaban talalhaté a kitben. Az elsé hasznalat el6tt adjon
hozza 4-szeres térfogatu (96-100%-0s, analitikai tisztasagu) etanolt a palackon
feltlintetettek szerint a munkaoldat eléallitasahoz.

® Ha el6szor hasznalja az RNase-Free DNase Set készletet, készitsen DNéaz |
torzsoldatot. Oldja fel a szilard DNaz | (RNFD; 1500 Kunitz-egység)* komponenst 550 pl
DNa&z reszuszpenzios pufferben (DRB), amely a készlet részét képezi. Ugyeljen ra, hogy
ne vesszen el semennyi DNaz | (RNFD) az uveg kinyitasakor. Ne vortexelje a feloldott
DNaz | (RNFD) oldatot. A DNaz | kiiléndsen érzékeny a fizikai denaturaciora. A keverést
kizarolag az liveg 6vatos megforditasaval végezze.

® A jelenlegi adatok szerint a feloldott DNaz | (RNFD) enzim legfelijebb 6 héten at tarolhatd
2-8 °C-on. A DNaz | (RNFD) hosszabb tavi tarolasa esetén tavolitsa el a térzsoldatot az
tvegbdl, ossza szét egy-egy hasznalathoz sziikséges mennyiségl alikvotokra (hasznélja
ehhez a kit részét képezé 1,5 ml-es mikrocentrifuga-cséveket [MCT]; ezek 5 alikvothoz
elegenddk), és tarolia 6ket -20°C-on legfeliebb 9 hoénapig. A felolvasztott alikvotok
2-8 °C-on legfeljebb 6 hétig tarolhatok. Felolvasztas utan az alikvotokat ne fagyassza vissza.

e A DNaz | (RNFD) feloldasa és alikvotokba szétosztasa soran tigyeljen ra, hogy kévesse
az RNS kezelésének irdnyelveit (,A” fuggelék, 72. oldal).

* A Kunitz-egység az altalanosan hasznélt egység a DNaz | mérésére, definicié szerint az a DN&z | mennyiség, amely
0,001 per perc per milliliter Azso n6vekedést okoz 25 °C-on, 5,0-s pH-n, er6sen polimerizalt DNS szubsztrat mellett
(Kunitz, M. (1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 and 363).
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Eljaras

1.

58

Centrifugélja a PAXgene Blood RNA Tube (BRT) mintacséveket 10 percig 3000-5000 x
g-vel, kilendild fejes rotor hasznalataval.

I-/ l) A vérsejtek teljes lizise érdekében lgyeljen ra, hogy a vérminta minimum
pL 2 6ran at inkubalddjon szobahémérsékleten (15-25 °C-on) a PAXgene Blood
RNA Tube (BRT) mintacsévekben.

[ IJ A rotorba lekerekitett alju csévekhez vald tesztcs6adaptereket kell helyezni.
N2 Ha masféle tipusu tesztcs6adaptert hasznal, a tesztcsovek eltérhetnek a

centrifugalas soran.

. Ledntéssel vagy pipettdzassal tavolitsa el a feltluszét. Adjon hozza 4 ml RNaz-mentes

vizet (RNFW) a pellethez, és egy Uj, masodik BD Hemogard zardkupak (a kit része)

segitségével zarja le a tesztcsovet.

Ha lednti a fellluszot, lgyeljen ra, hogy ne kavarodjon fel a pellet, és tiszta papirtdrlé

segitségével torolje szarazra a tesztcsé peremét.

Vortexelje, amig a pellet szemmel lathatéan feloldédik, és centrifugalja 10 percig

3000-5000 x g-vel, kilendllé fejes rotor hasznalataval. Tavolitsa el és dobja ki a

fellldszo teljes mennyiségét.

A vortexelés utan, de a centrifugalas el6tt a felliliszéban maradt apr6 térmelék nem

befolyasolja az eljaras sikerességét.

|-‘/ I) A fellilisz6 tokéletlen eltavolitdsa gatolja a lizist, és felhigitja a lizatumot,

N2 ennélfogva befolyasolja az RNS molekuldk PAXgene membranhoz valé
kotédésének feltételeit.

Adjon hozza 350 pl reszuszpenzios puffert (BR1), és vortexelje, amig a pellet szemmel

lathatoan feloldddik.

Pipettazza a mintat egy 1,5 ml-es mikrocentrifuga-csébe (MCT). Adjon az elegyhez 300 pl

kotopuffert (BR2) és 40 pl proteindz K (PK) reagenst. Keverje 6ssze: vortexelje 5 masodpercig,

majd inkubalja 10 percig 55 °C-on a razéinkubatorban, 400-1400 rpm fokozaton. Inkubalas

utan allitsa at a rézdinkubator hdmérsékletét 65 °C-ra (a 20. [épéshez).

(j) Ne keverje 0ssze a koétépuffert (BR2) és a proteinaz K (PK) reagenst, miel6tt

hozzaadna 6ket a mintahoz.
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. Pipettazza a lizatumot kdzvetleniil egy 2 ml-es feldolgozécsébe (PT) helyezett PAXgene

Shredder spin oszlopba (PSC; lila), és centrifugalja 3 percig maximalis sebességgel (de

ne lépje tul a 20 000 x g-t).

(\i) Ovat(’?s.an pipettézzzil e} Iizéturrllot a slpin o"szlopba (.PSC), és szabad szemmel

- ellendrizze, hogy a lizatum teljesen atkertlt-e a spin oszlopba (PSC).

Az oszlopok (PSC) és tesztcsdvek (PT) sérllésének megelézése érdekében ne 1épje tul

a 20 000 x g-t.

|-/-i_\- Egyes mintak centrifugalas nélkil is atfolyhatnak a PAXgene Shredder spin

\—) oszlopon (PSC). Ez az adott minta alacsony viszkozitdsaval magyarazhatd, és
nem tekintendd a termék hibajanak.

. Ovatosan helyezze &t az atfolyasi frakcié teljes feluliszojat egy Gj 1,5 mi-es mikrocentrifuga-

cs6be (MCT) anélkiil, hogy kdzben felkavarna a pelletet a feldolgozdcsSben.

. Adjon hozza 350 pl etanolt (96—-100%-0s, analitikai tisztasagu). Keverje el: vortexelje és

centrifugalja réviden (1-2 masodperc, 500-1000 x g), hogy eltavolitsa a cseppeket a

tesztcs6kupak belsé fellletérdl.

|-/-i-\- A centrifugélds hossza nem haladhatja meg az 1-2 masodpercet, mivel

\—) ellenkezd esetben a nukleinsavak pelletté tomoriilését, ezaltal pedig a teljes
RNS csokkent hozamat eredményezhetné.

. Pipettazzon 700 pl mintat egy 2 ml-es feldolgozécsébe (PT) helyezett PAXgene RNA

spin oszlopba (PRC; vorés), és centrifugalja 1 percig 8000-20 000 x g-vel. Ezutan

helyezze a spin oszlopot (PRC) egy Uj 2 ml-es feldolgozécsébe (PT), és dobja el az

atfoly6 részt tartalmazo régi feldolgozécsovet (PT).

10. Pipettazza a maradék mintat a PAXgene RNA spin oszlopba (PRC), és centrifugalja 1 percig

8000-20 000 x g-vel. Ezutan helyezze a spin oszlopot (PRC) egy Uj 2 ml-es feldolgozécsébe
(PT), és dobja el az atfolyé részt tartalmazo régi feldolgozocsovet (PT).

fij Ovatosan pipettazza a mintat a spin oszlopba (PRC), és szabad szemmel
N2 ellenérizze, hogy a minta teljesen atkerllt-e a spin oszlopba (PRC).

11.Pipettazzon 350 pl 1. mosoépuffert (BR3) a PAXgene RNA spin oszlopba (PRC).

Centrifugélja 1 percig 8000—20 000 x g-vel. Ezutan helyezze a spin oszlopot (PRC) egy
Uj 2 ml-es feldolgozocsébe (PT), és dobja el az atfolyd részt tartalmazé régi
feldolgozécsovet (PT).
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12.Adjon 10 pl DNAz | (RNFD) térzsoldatot 70 ul DNS emésztépufferhez (RDD) egy 1,5 ml-es
mikrocentrifuga-cs6ben (MCT). Keverje 6ssze: finoman kocogtassa meg parszor a
tesztcsOvet, és roviden centrifugéljia le, hogy 6sszegyljtse a maradék folyadékot a cs6
oldalardl.
Ha példaul 10 mintat dolgoz fel, adjon 100 pl DNaz | (RNFD) térzsoldatot 700 pl DNS
emésztépufferhez (RDD). Hasznalja a kitben talalhaté 1,5 ml-es mikrocentrifuga-
csoveket (MCT).
ll/-lj A DNaz | kildnésen érzékeny a fizikai denaturaciora. A keverést kizarolag a
L tesztcs6 finom kocogtatasaval végezze. Ne vortexelje.
13.Pipettdzza a DNaz | (RNFD) inkubéciés elegyet (80 pl) kbzvetlenil a PAXgene RNA spin
oszlop (PRC) membrénjara, és helyezze a munkaasztalra (20—30 °C) 15 percre.
|-/ I) Ugyeljen ra, hogy a DNaz | (RNFD) inkubéciés elegy kdzvetleniil a membranra
L kertljon. A DNazos emésztés tokéletlen lesz, ha az elegynek egy része nem
a membranra, hanem a spin oszlop (PRC) falara vagy O-gydr(jére kertl, és
ott is marad.
14.Pipettdzzon 350 pl 1. mosopuffert (BR3) a PAXgene RNA spin oszlopba (PRC), és
centrifugalja 1 percig 8000-20 000 x g-vel. Ezutan helyezze a spin oszlopot (PRC) egy
Uj 2 ml-es feldolgozocsébe (PT), és dobja el az atfolyd részt tartalmazé régi
feldolgozécsovet (PT).
15.Pipettazzon 500 pl 2. mosopuffert (BR4) a PAXgene RNA spin oszlopba (PRC), és
centrifugalja 1 percig 8000-20 000 x g-vel. Ezutan helyezze a spin oszlopot (PRC) egy
Uj 2 ml-es feldolgozocsébe (PT), és dobja el az atfolyd részt tartalmazd régi
feldolgozocsovet (PT).
(i) A2 m’osépuffer (BR’4) t.émény forméban talélr)at() a kitben. Ugyel'jen ra, hogy
— hasznalat el6tt hozzaadja az etanolt a 2. mosopufferhez (BR4) (lasd ,Kezdés
el6tti teend6k”, 56. oldal).
16.Adjon Ujabb 500 pl 2. mosépuffert (BR4) a PAXgene RNA spin oszlopba (PRC).
Centrifugélja 3 percig 8000-20 000 x g-vel.
17.Dobja el az atfoly6 részt tartalmazo feldolgozécsovet (PT), és helyezze a PAXgene RNA
spin oszlopot (PRC) egy Uj 2 ml-es feldolgozécsébe (PT). Centrifugalja 1 percig
8000-20 000 x g-vel.
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18.Dobja el az atfoly6 részt tartalmazé feldolgozécsovet (PT). Helyezze a PAXgene RNA
spin oszlopot (PRC) egy 1,5 ml-es mikrocentrifuga-csébe (MCT), és pipettazzon 40 pl
eludlé puffert (BR5) kdzvetlenll a PAXgene RNA spin oszlop (PRC) membranjara. Az
RNS elualasahoz centrifugalja 1 percig 8000-20 000 x g-vel.
A maximdlis ellciés hatasfok elérése érdekében fontos, hogy az egész membrant
megnedvesitse az eluald pufferrel (BR5).

19.Ismételje meg az elliciés Iépést (18. 1épés) a fentebb leirtak szerint, 40 ul elualé puffer
(BR5) és ugyanazon mikrocentrifuga-csé (MCT) hasznalataval.

20.Inkubdlja az eluatumot 5 percig 65 °C-on a razéinkubatorban (az 5. Iépésbdl), ezuttal
razatas nélkul. Az inkubaciot kdvetéen azonnal helyezze jégre.
Ez a 65 °C-on végzett inkubacié denaturdlja az RNS-t a downstream alkalmazasok
szamara. Ne lépje tll a megadott inkubacids id6t vagy hémérsékletet.

21.Ha az RNS mintakat nem hasznalja fel azonnal, tarolja 6ket -20 °C-on vagy -70 °C-on.
Mivel az RNS ismételt felolvasztas és visszafagyasztas utan is denaturalt marad, nem
sziikséges megismételni az inkubalast 65 °C-on. Ha diagnosztikai assay-hez hasznalja
az RNS mintékat, kdvesse a gyartotol kapott instrukciokat.
Az RNS 260 nm-en mért abszorbancia altali mennyiségi meghatarozasanak pontossaga
érdekében azt javasoljuk, higitsa a mintdkat 10 mM-os, 7,5 pH-ju Tris-HCI oldattal.* A
mintdk RNaz-mentes vizben valé higitasa pontatlan, til alacsony értékekhez vezethet.
Nulldzza le a spektrofotométert egy vak minta segitségével, amely ugyanolyan aranyban
tartalmaz eludlo puffert (BR5) és Tris-HCI puffert, mint a mérendé mintak. Az elualé puffer
(BR5) abszorbancidja magas 220 nm-en, ami magas hattér abszorbanciaszintekhez
vezethet, ha a spektrofotométer nem lett megfeleléen lenullazva.

|'/-i) A Tris-HCI pufferben térténé mennyiségi meghatarozashoz hasznalja az
= alabbi 6sszefluggést: Aze0 = 1 = 44 ug/ml. Lasd ,B” fuggelék, 73. oldal.

* Vegyszerhasznalat soran mindig viseljen megfelelé laboratériumi kdpenyt, egyszer haszndlatos kesztylt és
védbszemiveget. Tovabbi informaciok a megfeleld biztonsagi adatlapokon (Safety Data Sheets, SDS-ek) talalhatok,
amelyek az adott termék gyartdjatdl szerezheték be.
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Protokoll: Telles RNS automatizalt tisztitasa
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT)
mintacsovekbe gydjtott human teljes verbdl

Az eljaras megkezdése el6tt figyelembe veend6 fontos szempontok

A

Gy6z48djén meg rola, hogy a kit doboza bontatlan és sértetlen, és hogy a pufferek nem

szivarogtak ki a palackokbdl. Ne hasznaljon sériilt kitet.

Automata pipetta hasznalatakor lgyeljen ra, hogy a helyes térfogati értékre legyen
bedllitva, és hogy a folyadék 6vatosan és telies mértékben legyen felszivva és
kiadagolva.

A mintak rossz tesztcsébe és miianyag fogydeszkdzokbe valé pipettazasanak elkeriilése
érdekében gondoskodjon réla, hogy az dsszes feldolgozdcsé (PT), mikrocentrifuga-csé
(MCT) és rotoradapter megfeleléen meg legyen jelélve alkoholos filctollal. Feliratozza
minden egyes mikrocentrifuga-csé (MCT) oldalat és kupakjat, minden egyes

feldolgozdcsé (PT) oldalat és minden egyes rotoradapter kiilsé falat.

Az eljaras soran a mintdk és pufferek kicsorgasa, kiomlése csokkentheti a kapott
RNS-hozamat és tisztasagat.

Hacsak nincs masként jelezve, a jelen protokoll minden lépése — a centrifugalasi
Iépéseket is beleértve — szobah6mérsékleten (15-25 °C) végzend®.

nukleinsav-amplifikaciés technikak szenzitivitasa miatt az alabbi Ovintézkedések

sziikségesek a mintak kezelésekor a keresztszennyezédések elkeriilése érdekében:
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Ovatosan pipettdzza a mintat a feldolgozécsébe (PT), a csd aljaba anélkiil, hogy

megnedvesitené a tesztcsé peremét.

Az egyes folyadékatvitelek kozott mindig cserélien pipettahegyet. Hasznaljon

aeroszolgatas pipettahegyeket.
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Ne érjen hozza a pipetta hegyével a spin oszlop (PRC, PSC) membranjahoz.

A mikrocentrifuga-cs6é (MCT) vortexelése vagy melegitése utan réviden centrifugélja le,
hogy eltavolitsa a cseppeket a kupak belsé falarol.

A teljes eljaras soran viseljen gumikeszty(it. Amennyiben a keszty(i mintaval érintkezik,

haladéktalanul vegyen fel U] kesztyit.

Kezdés el6tti teend6k

A vért a PAXgene Blood RNA Tube kézikényvben talalhaté instrukciéknak megfeleléen
kell levenni a PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) mintacsévekbe. Sziikség esetén a
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) mintacsovek kezelésével kapcsolatos javaslatokért
lasd a ,C” fuggeléket (75. oldal).

Gondoskodjon réla, hogy a PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) mintacsoveket legalabb
2 6ran at inkubalja szobahémérsékleten a vérvételt kovetden, hogy biztositsa a vérsejtek
telies lizisét. A PAXgene Blood RNA Tube (BRT) mintacsévek masnapig tarto
inkubalasaval megnéhet a tisztitas hozama. Ha a PAXgene Blood RNA Tube (BRT)
mintacsoveket 2—8 °C kdz6tt, -20 °C-on vagy -70 °C-on taroltak a vér levételét kdvetben,
el6szor hagyja a csdveket szoba-hémérsékletlire melegedni, majd tarolja a cséveket
szobah6mérsékleten 2 6ran at, miel6tt elkezdené az eljarast.

Olvassa el a biztonsagi informéaciokat a 10. oldalon.
Olvassa el a ,Fontos megjegyzések” cim( részt a 41. oldalon.
Olvassa el az RNS kezelésével kapcsolatos irdnyelveket (,A” figgelék, 72. oldal).

Olvassa el a megfelel6 QlAcube készllék felhasznaldi kézikbnyvét és a QlAcube
készllékhez mellékelt barmely tovabbi tajékoztatét, kilonds figyelmet forditva a
biztonsagi informaciokra.

Gondoskodjon réla, hogy az eszkdzoket és készilékeket, ugymint a pipettakat és a

QlAcube készlléket a gyarto javaslatai szerint rendszeresen ellenérizzék és kalibraljak.

A koétépuffer (BR2) csapadékot képezhet a tarolas soran. Sziikség esetén melegitse fel
37 °C-ra, hogy feloldja a csapadékot.
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o A 2. mosépuffer (BR4) témény formaban talalhato a kitben. Az els6 hasznalat el6tt adjon
hozza megfelel6 térfogatu (96-100%-0s, analitikai tisztasagl) etanolt a palackon
feltlintetettek szerint a munkaoldat eldallitdsahoz.

® Ha el6szo6r hasznalja az RNase-Free DNase Set készletet, készitsen DNéaz |
torzsoldatot. Oldja fel a szilard DNaz | (RNFD; 1500 Kunitz-egység)* komponenst 550 pl
DNa&z reszuszpenzios pufferben (DRB), amely a készlet részét képezi. Ugyelien ré, hogy
ne vesszen el semennyi DNaz | (RNFD) az liveg kinyitdsakor. Ne vortexelje a feloldott
DNé&z | (RNFD) oldatot. A DNé&z | kuléndsen érzékeny a fizikai denaturéciora. A keverést

kizarélag az liveg 6vatos megforditasaval végezze.

® A jelenlegi adatok szerint a feloldott DNaz | (RNFD) enzim legfeljebb 6 héten &t tarolhatd
2-8 °C-on. A DNaz | (RNFD) hosszabb tavu tarolasa esetén tavolitsa el a tdrzsoldatot az
Uvegbdl, ossza szét egy-egy hasznalathoz sziikséges mennyiségli alikvotokra (hasznalja
ehhez a kit részét képez6 1,5 ml-es mikrocentrifuga-csdveket [MCT]; ezek 5 alikvothoz
elegenddk), és tarolja Gket -20 °C-on legfeliebb 9 hdnapig. A felolvasztott alikvotok
2-8 °C-on legfeljebb 6 hétig tarolhatok. Felolvasztas utan az alikvotokat ne fagyassza vissza.

® A DNaz | (RNFD) feloldasa és alikvotokba szétosztasa soran ligyeljen ra, hogy kdvesse

az RNS kezelésének iranyelveit (,A” fuggelék, 72. oldal).

® Helyezze be a megfeleld rdzégép adaptert (a QlAcube készilékekhez mellékelve;
hasznalja a 2 ml-es biztonsagi zaras tesztcsdvekhez valo, ,2” jelzésli adaptert), és

helyezze a razégép tartdéallvanyat az adapter tetejére.
® Ellendrizze a hulladéktartalyt, és szlikség esetén Uritse ki.

® Telepitse a kapcsolddé protokollokat, ha nem tette még meg a korabbi futtatasokhoz.
A QIlAcube Connect MDx késziilék miikddéséhez sziikség van a kapcsolddo zip fajlban
talalt dsszes protokoll letoltésére. Klasszikus QIAcube késziilék hasznalata esetén
telepitse a ,PAXgene Blood RNA Part A” és a ,PAXgene Blood RNA Part B” protokollt

is. Lasd ,Protokollok telepitése a QlAcube készilékekre”, 44. oldal.

* A Kunitz-egység az altalanosan hasznalt egység a DNaz | mérésére, definicié szerint az a DNaz | mennyiség, amely
0,001 per perc per milliliter Azeo n6vekedést okoz 25 °C-on, 5,0-s pH-n, er6sen polimerizalt DNS szubsztrat mellett
(Kunitz, M. (1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 and 363).
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Eljaras

1.

Zéarja le a QIlAcube készllék fedelét, majd kapcsolja be a QIAcube késziléket a
fékapcsoldval (QIAcube Connect MDx: lasd 17. abra, 42. oldal; QlAcube: lasd 18. abra,
43. oldal 15. &bra).

Sipoléd hang hallatszik, és megjelenik az induldképernyd. A készilék automatikusan

elvégzi az inicializalasi teszteket.

. Nyissa fel a QIAcube késziilék fedelét, és helyezze be a sziikséges reagenseket és

mianyag eszk6zoket a QlAcube készllékbe. Lasd ,A QlAcube késziilék elékészitése”,
45. oldal.
Hogy id6t takaritson meg, az elékészitést az egyik vagy mindkét 10 perces centrifugalasi
Iépés alatt is elvégezheti (3. és 5. 1épés).
Centrifugélja a PAXgene Blood RNA Tube (BRT) mintacséveket 10 percig 3000-5000 x
g-vel, kilendulé fejes rotor hasznalataval.
(i) A vérsejtek teljes lizise érdekében (gyeljen ra, hogy a vérminta minimum
- 2 6ran at inkubalddjon szobahémérsékleten (15-25 °C-on) a PAXgene Blood
RNA Tube (BRT) mintacsévekben.
l\l ) A rotorba lekerekitett alju csdvekhez val6 tesztcséadaptereket kell helyezni.
- Ha masféle tipusu tesztcséadaptert hasznal, a tesztcsévek eltdrhetnek a
centrifugalas soran.
Ledntéssel vagy pipettazassal tavolitsa el a felliliszét. Adjon hozza 4 ml RNaz-mentes
vizet (RNFW) a pellethez, és egy 0j, masodik BD Hemogard zarokupak (a kit része)
segitségével zarja le a tesztcsovet.
Ha lednti a felliluszot, tgyeljen ra, hogy ne kavarodjon fel a pellet, és tiszta papirtérlé

segitségével torolje szarazra a tesztcsé peremét.

. Vortexelje, amig a pellet szemmel lathatéan feloldddik, és centrifugélja 10 percig

3000-5000 x g-vel, kilendllé fejes rotor hasznalataval. Tavolitsa el és dobja ki a
felliliszo teljes mennyiségét.
A vortexelés utan, de a centrifugalas el6tt a felliliszéban maradt apré térmelék nem

befolyasolja az eljaras sikerességét.
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|'/ i) A fellilisz6 tokéletlen eltavolitdsa gatolja a lizist, és felhigitja a lizatumot,
= ennélfogva befolyasolja az RNS molekulak PAXgene membranhoz vald
kotédésének feltételeit.

Adjon hozzéa 350 pl reszuszpenziés puffert (BR1), és vortexelje, amig a pellet szemmel

lathatéan feloldodik.
Pipettazza a mintat egy 2 ml-es feldolgozécsébe (PT).

ffi) A PAXgene Blood RNA Kitben talalhaté 2 ml-es feldolgozocséveket (PT)
NS hasznélja.

Helyezze be a mintakat tartalmazé, nyitott feldolgozécsoveket (PT) a QlAcube razégépbe
(QlAcube Connect MDx: lasd 21. abra, 47. oldal; QlAcube: lasd 22. abra, 48. oldal 15. abra).
A mintapoziciék meg vannak szamozva a kénnyebb betdlthetéség kedvéért. Helyezze be a
razégép-tartéalivany dugoés csatlakozoit (a QlAcube készilékekhez mellékelve) a razogép-
tartoallvany peremén a nyilasokba, az egyes feldolgozécsovek mellé. Ez lehetévé teszi a
mintak detektalasat a betdltés ellenérzése soran.
(\i) Ugyeljen ra, hogy .a helye§ razégép adapter legyen bfahelyezve (2 ml-es
- razogép adapter biztonsagi zaras tesztcsovekhez, ,2" jelzéssel ellatva, a
QlAcube késziilékekhez mellékelve).

I\\IJ Ha 12 db mintanal kevesebbet dolgoz fel, tigyeljen ra, hogy az 52. oldalon
- talalhat6 26. abra szerint toltse meg a raz6gép allvanyét. Egy (1) vagy 11 minta
nem dolgozhato fel. A razogép allvanyanak pozicidit jel6lé szamozas megfelel
a centrifuga pozicioit jel6l6 szamozasnak.
Zarja le a QlAcube készulék fedelét (QIAcube Connect MDx: lasd 17. abra, 42. oldal;
QlAcube: lasd 18. abra, 43. oldal).

10.Valassza ki a ,PAXgene Blood RNA Part A" protokollt, és inditsa el.
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Kévesse a QlAcube készilék érintéképerny6jén megjelend utasitasokat.
|"/'j Ugyeljen ra, hogy mindkét programrész (A és B rész) telepitve legyen a
- QIlAcube készilékre (lasd ,Protokollok telepitése a QlAcube készilékekre”,

44. oldal).

PAXgene Blood RNA Kit kézikbnyv 12/2020



I,/'i) A QIAcube késziilék elvégzi a mintak, pipettahegyek, rotoradapterek és
pNL

reagenspalackok megfelel betdltésének ellenérzését.

11.A ,PAXgene Blood RNA Part A” protokoll befejez6dését kdvetden nyissa fel a QlAcube
készllék fedelét (QlAcube Connect MDx: lasd 17. abra, 42.oldal; QlAcube: lasd
18. abra, 43. oldal). Tavolitsa el és dobja ki a PAXgene RNA spin oszlopokat (PRC) a

rotoradapterekbdl, és az ires feldolgozdcsoveket (PT) a razégépbdl.

(\i) Futtatas kozben a készilék athelyezi a spin oszlopokat a rotoradapter
- 1. pozicijdbol (L1  kupakpozicid) a rotoradapter 3. pozicidjaba
(L2 kupakpozicio) (lasd 24. abra, 50. oldal).

12.Csukja le a tisztitott RNS-t tartalmazé Osszes 1,5 ml-es mikrocentrifuga-csé (MCT)

kupakjat a rotoradapterekben (3. pozicid, L3 kupakpozicid, lasd 24. abra, 50. oldal).

Helyezze at a mintakat tartalmazé, 1,5 ml-es mikrocentrifuga-csdveket (MCT) a QlAcube

razégépbe (QIAcube Connect MDx: lasd 21. dbra, 47. oldal; QlAcube: lasd 22. abra,
48. oldal).

13.Zéarja le a QIAcube készulék fedelét (QIAcube Connect MDx: lasd 17. bra, 42. oldal;
QlAcube: lasd 18. abra, 43. oldal).
14.Valassza ki a ,PAXgene Blood RNA Part B” protokollt, és inditsa el.
Kévesse a QlAcube készilék érintéképernybjén megjelené utasitasokat.
(j) Ez a program 65 °C-on inkubalja a mintakat, és denaturalja az RNS-t
- a downstream alkalmazasok szamara. Még ha a kés6bbi, downstream
alkalmazasnak része is egy hdédenaturalasos lépés, akkor se hagyja ki
ezt alépést. Az elégséges RNS-denaturacié elengedhetetlen a maximalis
hatékonysaghoz a downstream alkalmazéasokban.

15.A ,PAXgene Blood RNA Part B” program befejezddését kdvetden nyissa fel a QlAcube
készllék fedelét (QlAcube Connect MDx: lasd 17. abra, 42.oldal; QlAcube: lasd
18. dbra, 43.oldal). Haladéktalanul helyezze jégre a tisztitott RNS-t tartalmazé
mikrocentrifuga-cstveket (MCT).
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VIGYAZAT: Forré felillet. A raz6gép akar 70 °C hémérsékletire is

felforrésodhat. Ne érjen a felforrosodott eszkézhoz.

{ IJ Ne hagyja benne a tisztitott RNS-t a QlAcube készilékben. Mivel a mintak
= nincsenek hitve, a tisztitott RNS lebomolhat. Ezért nem ajanlott felligyelet
nélkul hagyott, éjszakai mintafuttatasokat elinditani.

16.Ha az RNS mintakat nem hasznalja fel azonnal, tarolja ket -20 °C-on vagy -70 °C-on.

Mivel az RNS ismételt felolvasztas és visszafagyasztas utan is denaturalt marad, nem
szukséges megismételni a héinkubéacids protokollt (,PAXgene Blood RNA Part B”). Ha
diagnosztikai assay-hez haszndlja az RNS mintakat, kdvesse a gyartotdl kapott
instrukcidkat.

Az RNS 260 nm-en mért abszorbancia altali mennyiségi meghatarozasanak pontossaga
érdekében azt javasoljuk, higitsa a mintakat 10 mM-os, 7,5 pH-ju Tris-HCI oldattal.* A
mintdk RNaz-mentes vizben valé higitasa pontatlan, til alacsony értékekhez vezethet.

Nullazza le a spektrofotométert egy vak minta segitségével, amely ugyanolyan aranyban

tartalmaz eluald puffert (BR5) és Tris-HCI puffert, mint a mérendé mintak. Az eluald

puffer (BR5) abszorbancidja magas 220nm-en, ami magas hattér

abszorbanciaszintekhez vezethet, ha a spektrofotométer nem lett megfelel6en

lenullazva.

(i) A’Tri.s:HCI p"uffe,rben torténé mennyiségi meghatarozashoz hasznalja az
- alabbi 6sszefliggést:

Aze0 = 1 => 44 pug/ml. Lasd ,B” fiiggelék, 73. oldal.

* Vegyszerhasznalat soran mindig viseljen megfelelé laboratériumi kdpenyt, egyszer haszndlatos kesztylt és
véddszemiiveget. Tovabbi informaciok a megfeleld biztonsagi adatlapokon (Safety Data Sheets, SDS-ek) talalhatok,
amelyek az adott termék gyartdjatédl szerezhetdk be.
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17.Tavolitsa el a reagenspalackok tartdéallvanyat a QlAcube késziilék munkaasztalarol
(QlAcube Connect MDx: lasd 21. dbra, 47. oldal; QlAcube: lasd 22. dbra, 48. oldal), és
zéarja le az 6sszes palackot a megfeleléen feliratozott kupakkal. A palackban 1évé
pufferek szobahémérsékleten (15-25 °C-on) legfeljebb 3 hdnapig tarolhatok. Tavolitsa
el és dobja ki a feldolgozocsovekben (PT) és a QIlAcube mikrocentrifuga-csdvek
nyilasaiban maradt reagenseket. Tavolitsa el a centrifugabol a rotoradaptereket, majd
dobja ki 6ket. Uritse ki a QlAcube Connect MDx késziilék hulladékfiokjat (QIAcube
Connect MDx: lasd 17. abra, 42. oldal; QlAcube: lasd 18. abra, 43. oldal). Zarja le a
QlAcube késziilék fedelét, és kapcsolja ki a késziiléket a fékapcsoldval.
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Hibaelharitasi Utmutato

Ez a hibaelharitasi Uutmutaté barmely felmerllé hiba esetén segithet a megoldasban.
Tovabbi informacidkért kérjiik, olvassa el miiszaki tamogatasi oldalunkon a gyakran ismételt
kérdéseket: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. A QIAGEN miszaki szolgalat kutaté
szakemberei 6rommel éallnak rendelkezésére, ha barmilyen kérdése van akar ennek a
kézikdbnyvnek a tartalmaval és a benne szereplé protokollokkal kapcsolatban, akar a
mintafeldolgozasi és vizsgalati médszerekkel kapcsolatban (az elérhetéség a kézikdnyv

utolsé oldalan vagy a kdvetkezd cimen talalhaté: www.giagen.com).

Megjegyzések és javaslatok

Lebomlott RNS

RNéaz-szennyezettség s Ugyeljen ra, hogy ne vigyen be semennyi
I\I J RN&z-t a reagensekbe az eljaras vagy a
kés6bbi kezelés soran (lasd ,A” fiiggelék,

72. oldal).
Alacsony RNS-hozam

a) Kevesebb mint 2,5 mi ~ e Ugyeljen ra, hogy 2,5 ml vér legyen véve a
vért vettek a PAXgene \_I / PAXgene Blood RNA Tube (BRT)

Blood RNA Tube - mintacsébe (lasd a PAXgene Blood RNA
(BRT) mintacsébe Tube kézikdnyvet).

b) Az RNS-koncentracioé + o™ Az RNS-t 10 mM-os, 7,5* pH-ji Tris-HCI

vizben lett mérve \_I  oldatban kell mérni a pontos mennyiségi
- meghatarozashoz (lasd ,B” fliggelék,
73. oldal).

c) Sejttérmelék kerdilt a /o lgyekezzen elkeriilni a nagyobb
PAXgene RNA spin '\lj részecskék atvitelét, amikor a manudlis
oszlopba (PRC) a B protokoll 7. Iépésében pipettazza a
manudlis protokoll fellliszot (az apré szemcsés tormelék
9. és 10. l1épésében atvitele nem befolyasolja hatranyosan az

eljaréast).

* Vegyszerhasznalat soran mindig viseljen megfelelé laboratériumi kdpenyt, egyszer haszndlatos kesztylt és
véddszemiiveget. Tovabbi informaciok a megfeleld biztonsagi adatlapokon (Safety Data Sheets, SDS-ek) talalhatok,
amelyek az adott termék gyartdjatédl szerezhetdk be.
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Megjegyzések és javaslatok

d) Afelilisz6 nem lett
teljesen eltavolitva a
3. lépésben

e) Miutan a PAXgene
Blood RNA Tube
(BRT) mintacsébe
levették, kevesebb
mint 2 6ran at
inkubaltak a vért
Alacsony Azeo/Azso érték

a) Vizet hasznéltak az
RNS Az60/A280
méréshez vald
higitasahoz

b) A spektrofotométer

nem lett megfeleléen
lenullazva

A készilék hibas mikodése

A QIlAcube készilék nem
mikodik megfeleléen

s Ugyeljen ra, hogy a teljes feliiliszé el
'\lj legyen tavolitva. Ha lednti a feliiliszot,
- tavolitsa el a PAXgene Blood RNA Tube

(BRT) mintacs6 peremérdl a cseppeket
papirtdrl6 segitségével. Tegye meg a
megfeleld ovintézkedéseket a
keresztszennyezddés megel6zése
érdekében.

< o Inkubdlja a vért a PAXgene Blood RNA
'\l ) Tube (BRT) mintacs@ben legalabb 2 6ran
at a levételt kovetéen.

+ e Hasznaljon 10 mM-os, 7,5 pH-ja Tris-HCI
'\\l / oldatot az RNS higitasahoz, miel6tt
megmeérné a tisztasagat* (lasd ,B”
fiiggelék, 73. oldal).

< o Nullazza le a spektrofotométert egy vak
'\l ) minta segitségével, amely ugyanolyan
aranyban tartalmaz elual6 puffert (BR5) és
10 mM-os, 7,5 pH-ja Tris-HCI puffert, mint
a mérend6 mintak. Az elualé puffer (BR5)
abszorbanciaja magas 220 nm-en, ami
magas hattér abszorbanciaszintekhez
vezethet, ha a spektrofotométer nem lett
megfeleléen lenullazva.

Olvassa el a megfelelé QlAcube felhasznaldi
kézikdnyvet, kiilonos figyelmet forditva a
Hibaelharitas cimii fejezetre. Ugyeljen ra, hogy a
QlAcube késziilék megfeleléen karban legyen tartva,
a felhasznaldi kézikdnyvben leirtaknak megfeleléen.

* 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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A’ fuggelék: Altalanos megjegyzések az RNS
kezeléserdl

Az RNS kezelése

Qi) A ribonukleazok (RNazok) nagyon stabil és aktiv enzimek, amelyekhez
- altalaban nincsen sziikség kofaktorokra. Mivel az RNazokat nehéz inaktivalni,
és még paranyi mennyiségben is képesek lebontani az RNS-t, soha ne
hasznalja ugy a mianyag- vagy livegeszkozoket, hogy el6tte nem tavolitotta
el a lehetséges RNaz-szennyez&déseket. Nagy gondossaggal kell eljarni,
nehogy véletlenil RNazt vigyen be egy RNS mintaba a tisztitasi eljaras alatt
vagy utan. Az RNaz-mentes kornyezet létrehozasa és fenntartasa érdekében
ovintézkedések sziikségesek az eldobhat6 és tobbszor hasznalhaté edények

és oldatok el6kezelése és hasznalata soran, amikor RNS-sel dolgozik.

Altalanos kezelés

(j) Mindig megfelel6 aszeptikus mikrobioldgiai technikat kell alkalmazni az RNS-
- sel val6 munkdlatok sordan. A kéz és a porrészecskék baktériumokat és
penészgombakat hordoznak, és ezek az RNaz-szennyezddés
legéltalanosabb forrasai. A Dbérfellletr6l vagy a poros laboratériumi
eszkozokrél szarmazd RNaz-szennyezédések atvitelének megakadalyozasa
céljabol a reagensek és RNS-mintak kezelésekor mindig viseljen latex- vagy
vinilkeszty(t. Gyakran valtson keszty(t, és amikor csak lehetséges, tartsa
lezarva a csOveket. Amikor a tovabbi alkalmazasok szamara alikvotokat

pipettaz, a tisztitott RNS-t tartsa jégen.

Az Uvegeszkdzok és oldatok RNaz-szennyezettségének megsziintetésére szolgald
protokollok megtalalhatok az altalanos molekuléaris biolégiai kézikdnyvekben, mint példaul:
Sambrook, J. and Russell, D. W. (2001) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3rd ed.
Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor Laboratory Press.
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,B” fuggelék: A telles RNS mennyiségi és
mindségi meghatarozasa

Az RNS mennyiségi meghatarozasa

Az RNS koncentracidjat spektrofotométerrel, a minta 260 nm-en (Azs0) mért abszorbanciaja
alapjan kell meghatarozni. A szignifikancia biztositdsa érdekében a leolvasasokat a
spektrofotométer linearis mérési tartomanyaban kell végezni. A 260 nm-en mért 1 egységnyi
abszorbancia megfelel 44 yg RNS per ml koncentracionak (Azo = 1 = 44 pg/ml). Ez az
Osszefliggés csak a 10 mM-os, 7,5 pH-ju Tris-HCI* oldatban végzett mérésekre érvényes. Ezért
ha higitani kell az RNS mintat, azt 10 mM-os Tris-HCI oldattal tegye. Az alabb targyaltaknak
megfelelden (lasd ,Az RNS tisztasaga”, 74. oldal) a 260 és 280 nm-en mért abszorbanciaértékek
aranya alapjan megbecstlhet az RNS tisztasaga. Az RNS mintak mérésekor tgyeljen ra, hogy
a kivettak RNaz-mentesek legyenek. Nulldzza le a spekirofotométert egy vak minta
segitségével, amely ugyanolyan aranyban tartalmaz elualé puffert (BR5) és Tris-HCI puffert, mint
a mérendd mintak. Az eluald puffer (BR5) abszorbancidja magas 220 nm-en, ami magas hattér
abszorbanciaszintekhez vezethet, ha a spektrofotométer nem lett megfeleléen lenullazva. Alabb
lathatja az RNS mennyiségi meghatarozasahoz szilkséges szamitasok egy példajat.

Az RNS minta térfogata = 80 pl
Higitas (1/15) 10 pl RNS minta + 140 pl 10 mM-os Tris-HCI, pH 7,5
Mérje meg a higitott minta abszorbanciajat egy (RNaz-mentes) kiivettaban.
Aze0 = 0,3
A minta koncentracioja = 44 x Azeo x higitasi faktor
= 44x0,3x15
= 198 pg/ml
Teljes hozam = koncentracié x mintatérfogat milliliterben
= 198 pg/ml x 0,08 ml
= 15,8 uyg RNS

* Vegyszerhasznalat soran mindig viseljen megfelelé laboratériumi kdpenyt, egyszer haszndlatos kesztylt és
véddszemiiveget. Tovabbi informaciok a megfeleld biztonsagi adatlapokon (Safety Data Sheets, SDS-ek) talalhatok,
amelyek az adott termék gyartdjatédl szerezhetdk be.
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Az RNS tisztasaga

A 260 nm-en és 280 nm-en végzett leolvasasok eredményeinek aranya (Azs0/Azs0) alapjan
megbecsiilheté az RNS tisztasaga olyan szennyez&anyagok vonatkozasaban, amelyek
elnyelik az UV-fényt, mint példaul a proteinek. Az Azeso/A2s0 aranyt azonban jelentés
mértékben befolydsolja a pH. Az alacsonyabb pH-érték alacsonyabb Azeo/Azs0 aranyt, és a
proteinszennyezettség iranti cstkkent érzékenységet eredményez.* Annak érdekében,
hogy pontos értékeket kapjon, azt javasoljuk, hogy 10 mM-os, 7,5 pH-ji Tris-HCI oldatban
mérje az abszorbanciat. A tiszta RNS Azeo/Azs0 aranya 10 mM-os, 7,5 pH-ju Tris-HCI
oldatban

1,8-2,2 kbzé esik. Nulldzza le a spektrofotométert egy vak minta segitségével, amely
ugyanolyan aranyban tartalmaz elual6é puffert (BR5) és Tris-HCI puffert, mint a mérendd
mintak. Az eludld puffer (BR5) abszorbanciaja magas 220 nm-en, ami magas héttér

abszorbanciaszintekhez vezethet, ha a spektrofotométer nem lett megfeleléen lenullazva.

* Wilfinger, W.W., Mackey, M., and Chomczynski, P. (1997) Effect of pH and ionic strength on the spectrophotometric
assessment of nucleic acid purity. BioTechniques 22, 474.
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,C” fuggelék: A PAXgene Blood RNA Tubes
(BRT) mintacstvek kezelése

I-/_i_\- A BD aldbbi javaslatai hasznosak lehetnek a PAXgene Blood RNA Tubes

\_j (BRT) mintacsovek kezelése soran. A PAXgene Blood RNA Tubes (BRT)
mintacsdvek haszndlataval kapcsolatos tovabbi informacidkat lasd a
PAXgene Blood RNA Tube kézikdnyvben.

Instrukciok a BD Hemogard zardkupak eltavolitdsahoz

1. Egyik kezével fogja meg a PAXgene Blood RNA Tube (BRT) cstvet, és helyezze a
hiivelykujjat a BD Hemogard zarékupak ala. (A stabilitas ndvelése érdekében tAmassza
a karjat egy szilard feluletre.) A méasik kezével csavarja el a BD Hemogard z&rdkupakot,
és ezzel egyidejiileg nyomja felfelé a hiivelykujjat, de CSAK ADDIG, AMIG A MINTACSO
GUMIDUGOJA MEG NEM LAZUL.

2. Mozditsa el a hiivelykujjat, mielétt felemelné a zarékupakot. NE HASZNALJA a
hiivelykujjat a zarékupak PAXgene Blood RNA Tube (BRT) mintacsérél valo letolasahoz.
Figyelem: Ha a PAXgene Blood RNA Tube (BRT) cs6 vért tartalmaz, szamolni kell a
fert6zésveszélynek valdé expozicid kockazataval. A zardkupak eltavolitasa kdzbeni
egészségkarosodas megel6zése érdekében fontos, hogy a zarékupak felnyomasahoz
hasznalt hiivelykujjat azonnal vegye el a PAXgene Blood RNA Tube (BRT) csérél, amint
a BD Hemogard zarékupak meglazul.

3. Emelje le a PAXgene Blood RNA Tube (BRT) cs6 zardkupakjat. Abban a valészin(tlen
esetben, ha a miianyag kupak elvalna a gumidugétdl, NE SZERELJE UJRA OSSZE A
ZAROKUPAKOT. Ovatosan tavolitsa el a gumidugét a PAXgene Blood RNA Tube (BRT)
cs6 szajarol.

Instrukcidk egy masodik BD Hemogard zarékupak felhelyezéséhez

1. Cserélje ki a PAXgene Blood RNA Tube (BRT) cs6é zardkupakjat.

2. Csavar6 mozdulattal hatarozottan nyomja lefelé, amig a gumidugd Gjra teliesen illeszkedik. A
gumidugo teljes illeszkedése szikséges ahhoz, hogy a zardkupak stabilan és biztonsadgosan
rajta maradjon a PAXgene Blood RNA Tube (BRT) csévon a kezelés kdzben.
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Rendelési informaciok

Termék

Tartalom

Katalégus
szam

PAXgene Blood RNA Kit (50)

PAXgene Blood RNA Tubes
(100)

50 db PAXgene Spin Column oszlop,

50 db Shredder Spin Column oszlop,
feldolgozécsovek, RNaz-mentes DNaz |,
RNaz-mentes reagensek és pufferek. A
PAXgene Blood RNA Tubes
mintacsévekkel egyltt hasznalandok

100 db vérvételi cs6

A QIAGEN-t6l rendelhet6é kapcsolodé termékek

Starter Pack, QlAcube

Filter-Tips, 1000 I (1024)

Reagent Bottles, 30 ml (6)

Rotor Adapters (10 x 24)

76

A csomag tartalma: reagenspalack
tartéallvanyok (3); tartéallvany-cimkézd
csikok (8); 200 pl-es sz(ir6s
pipettahegyek (1024); 1000 pl-es sz(ir6s
pipettahegyek (1024); 1000 pl-es, széles
bels6 atmérdjl szlirds pipettahegyek
(1024); 30 ml-es reagenspalackok (18);
rotoradapterek (240); rotoradaptertartd

Steril, egyszer hasznalatos sz(irés
pipettahegyek, tartdallvanyban

Reagenspalackok (30 ml) kupakkal;
6-0s csomagban; a QlAcube készllék
reagenspalack-tartdéallvanyaval valod
hasznalatra

240 minta-el6készitéshez: 240 db
egyszer hasznalatos rotoradapter;
QIAcube készilékkel valé hasznalatra

762174

762165

990395

990352

990393

990394
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Reagent Bottle Rack Tartoallvany 6 x 30 ml-es
reagenspalack tarolasara a QlAcube
készillék munkaasztalan

Rotor Adapter Holder Tartéelem 12 db egyszer hasznalatos
rotoradapterhez; QlAcube késziilékkel
valé hasznélatra

A BD-té6l rendelheté kapcsolodoé termékek*

Blood Collection Set BD Vacutainer® Safety-Lok™ 6 Blood
Collection Set: 21G, 0,75 hivelykes
(0,8 x 19 mm) t{i, 12 hivelykes
(305 mm) témlé luer adapterrel; 50 db/
doboz, 200 db/csomag

BD Vacutainer One-Use Holder =~ Csomag csak 13 mm és 16 mm
atmérd esetén; 1000 db/csomag

BD Vacutainer Plus Serum 13 x 75 mm-es, 4,0 ml-es vérvételi cs6
Tubes vords BD Hemogard zar6kupakkal és
papircimkével; 100 db/doboz,
1000 db/csomag

990390

990392

367286

364815

368975

* Ezek a vérvételi kiegésziték olyan tipikus termékek, amelyek nyugodtan hasznalhatok a PAXgene Blood RNA
Tubes (BRT) csévekkel. Ezen kiegészitékkel kapcsolatos tovabbi informacidkért, a rendelés menetét is beleértve,

latogasson el a www.preanalytix.com honlapra.

A licenccel kapcsolatos legfrissebb informaciok és a termékspecifikus jogi nyilatkozatok a

megfelelé PreAnalytiX vagy QIAGEN kit kézikonyvében vagy felhasznal6i utmutatéjaban

talalhatok. A PreAnalytiX és QIAGEN kit kézikényvek és felhasznaléi Gtmutatdk elérhetdk a

www.preanalytix.com és a www.giagen.com cimen, vagy kérheti 6ket a PreAnalytiX

miszaki Ugyfélszolgalatatol.
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A kézikonyv atdolgozasi el6zményei

Dokumentum és atdolgozas

Moédositasok

Datum

HB-0101-004, 2. atdolg.

HB-0101-005, 3. atdolg.

HB-0101-006, 3. atdolg.

HB-0101-007, 4. atdolg.

A GHS el6irasoknak valé megfeleléshez
szilkséges modositasok a dokumentum
egészében

Uj sablon; az automatizalt protokoll és a
teljesitményadatok felulvizsgalasa; a Biztonsagi
informaciok frissitése, hogy eleget tegyenek a
GHS el6irasoknak; modositasok a
készilékleiras részleteiben és A termék
hasznalatanak korlatai nyilatkozatban.

A készlet nevének javitasa A kit tartalma c.
tablazatban az 5. oldalon.

A QIAcube Connect MDx készlllék hozzaadasa
az automatizalt protokollhoz; a megfogalmazas
kiegészitése mindenhol a QIAcube Connect
MDx készilékre vonatkoz6 hivatkozassal; a
tablazatok, oldalszamok és abrak
szamozasanak frissitése mindenhol.

2015. janius

2019. februar

2020. januar

2020. december
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A PreAnalytiX globalis elérhetéségei

A PreAnalytiX termékeket a QIAGEN és a BD véllalat forgalmazza

QIAGEN — Ugyfélszolgalat

Rendelés: www.QIAGEN.com/shop | Miszaki tamogatas: support.qgiagen.com | Webhely: www.qgiagen.com

BD — Ugyfélszolgalat

Argentina, Uruguay és Paraguay
Rendelés: 0800.444.5523
E-mail-cim: crc_argentina@bd.com

Ausztrélia

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

Ausztria

Rendelés: 43.1.7063660

Fax: 43.1.706366011

E-mail-cim: customercare.at@bd.com

Belgium

Rendelés: 32.53.720.556

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

Brazilia
Rendelés: 0800.055.56.54
E-mail-cim: consultoria_vacutainer@bd.com

Kanada

MUiszaki tdmogatas: 1.800.631.0174
Rendelés: 1.866.979.9408

Fax: 1.800.565.0897

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

Kozép- és Kelet-Europa

Rendelés: 48.22.377.11.11

Fax: 48.22.377.11.02

Bulgaria rendelés: info_bulgaria@bd.co

Cseh Koztarsasag, rendelés: info_czech@bd.com
Horvatorszag, rendelés: info_croatia@bd.com
Magyarorszag, rendelés: info_hungary@bd.com
Lengyelorszag, rendelés: info_poland@bd.com
Romania, rendelés: info_romania@bd.com
Délkelet-Eurdpa, rendelés: info_balkan@bd.com
Szerbia, rendelés: info_serbia@bd.com
Szlovékia, rendelés: info_slovakia@bd.com
Szlovénia, rendelés: info_slovenia@bd.com

Déania

Rendelés: 45.43.43.45.66

Fax: 45.43.96.56.76

Rendelés: ordre.dk@bd.com

Miszaki tdmogatas: bddenmark@bd.com
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Finnorszéag

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

Franciaorszag

Rendelés: 33.476.68.36.36

Fax: 33.476.68.36.93

E-mail-cim: serviceclientbdf@bd.com
Rendelés: commandesfr@bd.com
Muszaki tAmogatas: vacutainerfr@bd.com

Németorszag

Rendelés: 49.6221.3050

Fax: 49.6221.305.216

E-mail-cim: customercare.de@bd.com

India
Rendelés: 91.124.3949390
Rendelés: bd_india@bd.com

irorszag (Aquilant Specialist Healthcare Services)
Ugyfélszolgalat: 353.1.404.8350

Fax: 353.1.404.8352

E-mail-cim: contactus@aquilantscientific.ie

Izrael (Lapidot Medical)
Ugyfélszolgalat: 972.700.70.90.22
E-mail-cim: cs@Ilapidot.com

Olaszorszag

Rendelés: 39.02.48240.500

Fax: 39.02.48240.775

Miiszaki tamogatas: 39.3450655140
E-mail-cim: ordini.it@bd.com

Kozel-Kelet és Afrika
Rendelés: 971.45.592.555

Fax: 971.45.592.599
E-mail-cim: EMA_PAS@bd.com

Hollandia

Rendelés: 31.20.582.94.20
Fax: 31.20.582.94.21
Rendelés: orders.nl@bd.com
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Uj-zéland

Rendelés: 0800.572.468

Fax: 0800.572.469

E-mail-cim: nz_customerservice@bd.com

Norvégia

Ugyfélszolgalat: 64.00.99.00
E-mail-cim: bdnorge@bd.com
Rendelés: ordre.no@bd.com

Délkelet-Azsia

E-mail-cim: PAS.SEA@bd.com
Indonézia, rendelés: 622.1577.1920
Malajzia, rendelés: 603.2093.8788
Fllop-szigetek, rendelés: 63.2478.8881
Szingapur, rendelés: 65.6861.0633
Thaiféld, rendelés: 662.646.1800
Vietnam, rendelés: 848.3822.7409

Dél-Korea

Rendelés: 02.3404.3706

Fax: 02.3404.3785

Muszaki: 02.3404.3706

Miszaki tAmogatas: Korea_PAS@bd.com
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Spanyolorszag, Portugalia és Andorra
Rendelés: 34.91.848.8174
Ugyfélszolgalat: 34.902.27.17.27

Fax: 34.91.848.8115

E-mail-cim: info.spain@bd.com

Svédorszag

Rendelés: 46.8.775.51.00

Fax: 46.8.645.08.08

Rendelés: order.se@bd.com

Muiszaki tdmogatas: bdsweden@bd.com

Svéjc

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

Egyesult Kiralyséag
Rendelés: 0800.917.8776
E-mail-cim: bduk_customerservice@bd.com

Amerikai Egyesiilt Allamok
Ugyfélszolgalat: 800.631.0174
E-mail-cim: productcomplaints@bd.com
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