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Sarjan sisalté

PAXgene Blood RNA Kit (50)

Tuotenumero 762174

Preparaatioiden mddrd 50

BR1 Resuspension Buffer (Resuspensiopuskuri) [RES |BUF 20 ml

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

BR3 Wash Buffer 1* (Pesupuskuri 1%*) m BUF n 45 ml

BR4 Wash Buffer 2 (concentrate) (Pesupuskuri 2) |[WASH [BUF[2[CONC] 11 ml
(tiiviste) T

BR5 Elution Buffer (Eluutiopuskuri) BUF 6 ml

RNFW RNasefree Water (bottle) (RNaasiton vesi [pullo]) | PEL [WASH| 2 x 125 ml

PK Proteinase K (green lid) (Proteinaasi K) PROTK 2x1,4ml
(vihred korkki)

PRC PAXgene RNA Spin Columns (red) (PAXgene RNA [PAXgene [RNA[COL| 5x10
Spin Column -putket) (punainen)

PT Processing tubes (2 ml) (Kasittelyputket) (2 ml) PROC|TUBE 6 x50

Hemogard ~ Secondary BD Hemogard™ Closures CLOS 50
(Secondary BD Hemogard™ -sulkimet)

MCT Microcentrifuge Tubes (1,5 ml) TU BE 3x50,1x10
(Mikrosentrifugiputket) (1,5 ml)

RNFD DNase |, RNase-free (lyophilizs) [DNA]REM | 1500 Kunitz-
(DNaasi |, RNaasiton) (kylmakuivattu) yksikkda”

RDD DNA Digestion Buffer (white lid) -hajotuspuskuri [DNA] DIG [BUF 2x2ml
(valkoinen korkki)

DRB DNase Resuspension Buffer (tube, lilac lid) - [DNase [RES|BUF 2 ml
uvudelleensuspensiopuskuri (putki, violetti kansi)

PSC PAXgene Shredder Spin Columns (lilac) [ PAXgene [SHRED [ COL| 5x10
(Spin Column -putket) (violetti)

Kasikirja PAXgene Blood RNA Kit sarjan késikirja (versio 2) D}:l 1

*

Ei sovellu kdytettévaksi yhdessd valkaisuaineita siséltévien desinfiointiaineiden kanssa. Siséltéé guanidiinisuolaa.
Lue turvallisuustiedot sivulta 10.

T Pesupuskuri 2 toimitetaan (BR4) konsentraattina. Lisd@ ennen ensimmaista kayttokertaa 4 tilavuutta etanolia
(96-100 %, puhtausluokka p.a.) pullon merkintdjen mukaan tydskentelylivosta varten.
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Sisaltaa reagensseja, jotka riittavat <N> testiin

Katso kayttdohjeet

Viimeinen kayttdpaivamaara

Diagnostinen in vitro Hadkintdlaite

Tuotenumero

Erénumero

Materiaalinumero

Komponentit

Numero

Sterilointimenetelma: sateily

Kunitzyksikot

Lisctty

Sisalto

Rekonstituoitu

Deoksiribonukleaasi |

" Kunitzyksikdt ovat yleisesti kaytettyja yksikaita DNaasi I:n mittaamiseen. Yksikdn maaritelmé on se DNaasi I:n
mddrd, joka aiheuttaa Azso:n nousun 0,001 /minuutti/millilitra 25 °C:ssa, pH:ssa 5,0, kaytettdessa erittdin
polymeroitunutta DNA:ta substraattina (Kunitz, M. (1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 ja 363).
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Etanoli

GITC Guanidiini-isotiosyanaatti

RNase-Free DNase Set | RNase-Free DNase Set

GTIN-numero

Ei saa kayttdad vudelleen

Lampétilarajoitus

Lampétilan yléraja

Valmistaja

™,
.
A

E%%@E

(=
Z

Tarked ilmoitus

Sailytysolosuhteet

PAXgene RNA -pydrityskolonniputkia (PRC), PAXgene Shredder -pyérityskolonniputkia (PSC),
proteinaasi K (PK) -livosta ja puskureita (BR1, BR2, BR3, BR4 ja BR5) on sailytettava kuivina

sarjan etiketissa ilmoitetussa lampatilassa.

RNase-Free DNase Set -sarja, joka sisdltad DNaasi 1:a (RNFD), DNA:n hajotuspuskuri (RDD)
jo DNaasi-resuspensiopuskuri (DRB) kuljetetaan ympdristdnlampétilassa. RNase-Free DNase
Set -sarjan kaikki osat on sailytettdva heti vastaanoton jdlkeen etiketissa ilmoitetussa
ladmpétilassa. Kun sarjaa sdilytetéan ohjeiden mukaisesti, se on vakaa laatikossa mainittuun

viimeiseen kayhdpaivadn asti.
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Kayttétarkoitus

PAXgene Blood RNA System -jarjestelmé koostuu verindyteputkesta (PAXgene Blood RNA
Tube, BRT) ja nukleiinihappojen puhdistussarjasta (PAXgene Blood RNA Kit). Se on tarkoitettu
verindytteen oftamiseen, sdilytykseen ja kuljetukseen sekd solunsisdisen RNA:n stabilointiin
suljetussa putkessa ja mydhempddn isantd-RNA:n eristémiseen ja puhdistukseen kokoveresta

molekyylidiagnostiikkatestauksessa kaytettya RT-PCR-késittelya varten.

PAXgene Blood RNA System -jarjestelmén suorituskykyominaisuudet on madritetty vain FOS-
ja IL1B-geenitranskriptien kanssa. Kéyttéjd on vastuussa asianmukaisten PAXgene Blood RNA

System -jarjestelman suorituskykyominaisuuksien madrittimisestd muille kohdetranskripteille.
Kayttdaiheet

PAXgene Blood RNA Kit -sarja on tarkoitettu solunsisdisen RNA:n puhdistamiseen kokoverestd,
joka on ofettu PAXgene Blood RNA Tube (BRT) -putkeen. Kun sarjaa kaytetdan yhdessa
PAXgene Blood RNA Tube (BRT) -putken kanssa, jdrjestelma tuottaa puhdistettua solunsisdista
RNA:ta kokoveresta molekyylidiagnostiikkatestauksessa kaytettyd RT-PCR:& varten.

Tuotteen kayton rajoitukset

PAXgene Blood RNA Kit -sarja on tarkoitettu solunsisdisen RNA:n puhdistamiseen ihmisen
kokoverestd (4,8 x 106 - 1,1 x 107 leukosyyttic/ml) in vitro -diagnostiikkaa varten. Sitd ei ole
tarkoitettu genomisen DNA:n tai virusten nukleiinihappojen puhdistamiseen ihmisen
kokoverestd. Koska stabilointim&arityksié varten on validoitu vain muutama transkripti (FOS-
ja IL1B-geenitranskriptit), suorituskykyominaisuuksia ei ole madritetty kaikille transkripteille.
Kayttajien on kaytava lapi valmistajan tiedot ja heidén omat tietonsa, kun he madrittavét,

onko muiden transkriptien validointi tarpeen.
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Tuote on tarkoitettu ammattihenkildiden, kuten in vitro -diagnostiikkakoulutuksen saaneiden

teknikoiden ja ladkareiden kayttoon.

Katso PAXgene Blood RNA Tube -késikirjasta lisatietoa PAXgene Blood RNA Tubes (BRT)
-putkien kaytdstd.

Laadunvalvonta

QIAGENIn ISO-sertifioidun laadunhallintajdrjestelmén mukaisesti jokainen PAXgene Blood
RNA Kit -sarjan erd festataan mddritettyjen spesifikaatioiden mukaisesti tuotteiden

yhdenmukaisen laadun takaamiseksi.

Tekninen apu

QIAGEN-yhtidn tarjoama tekninen tuki on huippulaatuista ja helposti saatavilla. Teknisen
palvelun osastoillamme on kokeneita asiantuntijoita, joilla on laaja teoreettinen ja
kaytannollinen molekyylibiologion osaaminen ja jotka hallitsevat PreAnalytiX-tuotteiden
kéyton. Jos sinulla on kysyttdvaa PAXgene Blood RNA Kit -sarjasta, ota meihin yhteyttd.

Autamme mielelldmme.

Teknistd tukea ja lisdtietoja saa ottamalla yhteyttd QIAGENIn tekniseen palvelupisteeseen.

Turvallisuustiedot

EU - Kayttgjien on ilmoitettava kaikista laitteeseen liittyvistd vakavista vaaratilanteista
valmistajalle ja kansalliselle toimivaltaiselle viranomaiselle. EU:n ulkopuolella — Ota yhteyttd
QIAGEN:n paikalliseen edustajaan, jos tapahtuu laitteeseen liittyva vaaratilanne tai sinulla on

kysyttavaa laitteesta.
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Kun kasittelet kemikaaleja, kaytd aina asianmukaista suojavaatetusta, kertakéyttokasineita

ja suojalaseja.

Infektiovaaran (esim. HIV:n tai hepadtiitti B -viruksen tarttumisen) tai loukkaantumisen
valtamiseksi tydskenneltdessa biologisten ja kemiallisten materiaalien kanssa on aina
kaytettava sopivaa laboratoriotakkia, kertakaytdisia kasineitd ja suojalaseja. Lisatietoa saa
tuotekohtaisista kaytdturvallisuustiedotteista (Safety Data Sheet, SDS). Ne ovat saatavilla
kétevassd ja kompaktissa PDF-muodossa osoitteessa www.preanalytix.com, jossa voidaan

tarkastella ja tulostaa tdmén sarjan kayttdturvallisuustiedote.

HUOMIO  ALA lisaa valkaisuainetta tai happamia livoksia suoraan

naytteen preparointijatteeseen.

Sidontapuskuri  (BR2) ja pesupuskuri 1 (BR3) sisdltavat guanidiinitiosyanaattia, joka
valkaisuaineeseen yhdistettyné voi muodostaa herkdsti reagoivia aineita. Jos sidontapuskuri
(BR2)  tai  pesupuskuri 1 (BR3) laikkyvat, puhdista  laikynnat  sopivalla
laboratoriopuhdistusaineella  ja  vedella. Jos ldikkynyt neste sisdltéa mahdollisia
tartunnanaiheuttajia, puhdista alue ensin laboratoriokayttddn sopivalla puhdistusaineella ja

vedelld ja sen jalkeen 1 %:n (v/v) natriumhypokloriitilla (valkaisuaine).

RNA:n stabilointilivoksen ja veren seos PAXgene Blood RNA Tube (BRT) -putkesta voidaan
desinfioida kéyttamalla 1 osa valkaisuainetta (5-prosenttinen natriumhypokloriitti) kohti 9 osaa
RNA:n stabilointilivoksen ja veren seosta.

Naytteen valmistelujate, kuten RNA:n puhdistustoimenpiteen sentrifugointivaiheen tuottamat
supernatantit, on katsottava mahdollisesti tartuntavaaralliseksi. Ennen havittamista jate on
autoklavoitava tai poltettava tartuntavaarallisen aineen tuhoamiseksi. Havitys on tehtéva

virallisten maardysten mukaisesti.
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Seuraavat varoitukset ja varotoimet koskevat PAXgene Blood RNA Kit -sarjan osia. Katso PAXgene
Blood RNA Tube -késikirjasta turvallisuustietoja PAXgene Blood RNA Tube (BRT) -putkista.

Buffer BR2

Buffer BR3

PAXgene Blood RNA késikirja

Sisaltéa: guanidiinitiosyanaattia.  Vaara! Terveydelle haitallista
nieltynd. Voi olla haitallista ihokosketuksessa tai hengitettynd.
Aiheuttaa vakavaa silmien vahingoittumista. Haitallista vesielidille,
pitkdaikaisia haittavaikutuksia.  Kosketus happoihin  vapauttaa
erittain myrkyllistd kaasua. Kayta suojakdasineitd/suojavaatetusta/
silmasuojainta/kasvonsuojainta. JOS KEMIKAALIA JOUTUU SILMIIN:
Huuhtele huolellisesti vedelld useiden minuuttien ajan. Poista
mahdolliset piilolinssit, jos ne ovat helposti poistettavissa. Jatka
huuhtelua. Soita heti MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN tai ladkarille.

Sisaltad: etanolia, guanidiinitiosyanaattia. Vaara! Tulenarka neste ja
hoyry. Aiheuttaa vakavaa silmien vahingoittumista. Kosketus
happoihin vapauttaa erittdin myrkyllistd kaasua. Pidettéva poissa
l&mmonlahteisté/kipindistd/avotulesta/kuumista pinnoista. Ei
tupakointia. Kéytd suojakdsineitd/suojavaatetusta/silmésuojainta/
kasvonsuojainta. JOS KEMIKAALIA JOUTUU SILMIIN:  Huuhtele
huolellisesti vedelld useiden minuuttien ajan. Poista mahdolliset
piilolinssit, jos ne ovat helposti poistettavissa. Jatka huuhtelua. Soita
heti MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN tai laakdrille.
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DNaasi |

Proteinaasi K

Sisdltaa: DNaasia. Vaaral Voi aiheuttaa allergisen ihoreaktion. Voi
aiheuttaa hengitettynd allergia- tai astmaoireita tai hengitysvaikeuksia.
Vélta  polyn/savun/kaasun/sumun/héyryn/suihkeen  hengittémistd.
Kayta suojakdsineitd/suojavaatetusta/silmasuojainta/kasvonsuojainta.
Kaytd hengityksensuojainta. Altistumistapauksissa tai epévarmoissa
tilanteissa: Ota yhteys MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN tai ladkariin.
Siirra altistunut henkild raittiiseen ilmaan ja pidé lepoasennossa, jossa

on helppo hengittdd.

Sisaltaa: proteinaasi K:ta. Vaaral Aiheuttaa véhaistd ihodrsytystd. Voi
aiheuttaa hengitettynd allergio- tai astmaoireita tai hengitysvaikeuksia.
Vélta  polyn/savun/kaasun/sumun/hdyryn/suihkeen  hengittémista.
Kayta suojakasineitd/suojavaatetusta/silmasuojainta/kasvonsuojainta.
Kayta hengityksensuojainta. Altistumistapauksissa tai epdvarmoissa
tilanteissa: Ota yhteys MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN tai ladkariin.
Siirrd altistunut henkild raittiiseen ilmaan ja pidé lepoasennossa, jossa

on helppo hengittéa.

PAXgene Blood RNA -késikirjia  12/2020



Johdanto

Kokoverindytteen ottaminen on ensimmdinen vaihe useissa molekyylimaarityksissa, joilla
tutkitaan solun RNA:ta. Suuri ongelma ndissa testeissd on kuitenkin solun RNA-profiilin
epdvakaus in vitro. PreAnalytiXin tutkimukset ovat osoittaneet, eftd yksittaisten mRNA-lajien
kopiomadarat kokoveressd voivat vaihdella yli tuhatkertaisesti huoneenlédmméssa tapahtuvan
sailytyksen tai kuljetuksen aikana.* Tamdn aiheuttaa sekd nopea RNA:n hajoaminen ettd
tiettyjen geenien ekspressoituminen verindytteen oton jdlkeen. Téllaiset muutokset RNA:n
ekspressioprofiilissa tekevdt luotettavien geeniekspressiotutkimusten tekemisestd mahdotonta.
Menetelmad, joka sailyttdd RNA:n ekspressioprofiilin laskimopunktion aikana ja sen jdlkeen,

on siis erittdin tarkead tarkan geeniekspression analysoimisessa ihmisen kokoverestd.
Periaate ja toimenpide

PreAnalytiX on kehittdnyt jarjestelmdan, joka mahdollistaa ihmisen kokoverinaytteiden
ottamisen, stabiloinnin, sailytyksen ja kuljetuksen seké& nopean ja tehokkaan solunsisdisen
RNA:n puhdistusprotokollan. Jarjestelmé edellyttda PAXgene Blood RNA Tube -putkien (BRT;
Yhdysvaltojen patentit 6,602,718 ja 6,617,170) kayttamista verindytteen oftamiseen ja
RNA:n stabilointiin, minkd jalkeen RNA puhdistetaan manuaalisesti tai automaattisesti
PAXgene Blood RNA Kit -sarjan avulla. Sekd manuaaliset eftd automaattiset protokollat
mahdollistavat olennaisesti vastaavan suorituskyvyn  RNA:n laadun ja tuoton osalta.
Manuaalisen protokollan  (sivut 22-29) ja automaattisen protokollan (sivut 31-35)

suorituskykytiedot sisaltyvat tahan kasikirjaan.

l,/'-'\, QIAGEN QlAcube Connect MDx ei ole saatavilla kaikissa maissa. Lisatietoja saat
\!J QIAGENIN tekniselta palvelulta.

* Rainen, L. et al. (2002) Stabilization of mRNA expression in whole blood samples. Clin. Chem. 48, 1883.
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Naytteen ottaminen ja stabilointi

PAXgene Blood RNA Tube (BRT) -putkissa on tekijcnoikeudella suojattua reagenssiseosta, joka
perustuu patenfoituun RNA:n stabilointitekniikkaan. Tama reagenssiseos suojaa RNA-molekyyleja
RNaasin hajottavalta vaikutukselta ja minimoi geeniekspression muutokset ex vivo. PAXgene Blood
RNA Tube (BRT) -putket on farkoitettu ihmisen kokoverindytteiden oftamiseen ja solun RNA:n
stabiloimiseen enintaén kolmen (3) vuorokauden ajan 18-25 °C:ssa (kuvat 1 ja 2, sivut 15 ja 16)
tai enintddn viiden (5) vuorokauden ajan 2-8 °C:ssa (kuvat 3 ja 4, sivut 17 ja 18). Saatavilla
olevat tiedot osoittavat, ettd solujen RNA pysyy stabiilina véhintaan 11 vuotta —20 tai =70 °C:ssa*.
Lisatietoja meneillaan olevista tutkimuksista, joissa arvioidaan stabiiliutta pidemmillé ajanjaksoilla,

saat oftamalla yhteyden QIAGEN!in tekniseen palveluun.

RNA:n stabiliuden todellinen kesto voi vaihdella solun RNA:n lajin ja kéytetyn mydhemmén
sovelluksen mukaan. Koska stabilointimaarityksia varten on validoitu vain muutama transkripti
(FOS- ja IL1B-geenitranskriptit), suorituskykyominaisuuksia ei ole madritetty kaikille
transkripteille. Kayttajien on kéytava lapi valmistajan tiedot ja heiddn omat tietonsa, kun he

mddrittavat, onko muiden transkriptien validointi tarpeen.

* Kaynnissa on pitkakestoinen tutkimus veren sailyttamisestd PAXgene Blood RNA Tube -putkissa.
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Sdilytys (vuorokautta)

Kuva 1. RNA:n stabiilius verindytteissé 18-25 °C:ssa: FOS. Verta ofettiin 10 luovuttajalta tuplandytteing, ja sité sdilytettiin
18-25 °C:ssa ilmoitettu m@drd péivia, minkd jdlkeen tehtiin kokonaisRNA:n puhdistus. [A] Verindytteet ofettiin ja
sdilytettiin PAXgene Blood RNA Tube (BRT) -putkissa ja kokonais-RNA puhdistettiin PAXgene Blood RNA Kit -sarjan avulla.
[B] Verindiytteet ofettiin ja sdilytettiin standardeissa verindyteputkissa, joissa oli EDTA:ta antikoagulantting, ja kokonais-
RNA puhdistettiin kéyttéméllé standardia orgaanista erotusmenetelméd ja piioksidikalvopohjaista RNA:n puhdistusta.
Suhteelliset FOS-transkriptitasot madritettiin reaaliaikaisesti duplex-RT-PCR:Ilé  kéyttémalla 185 rRNA:ta sisdisend
standardina. Kaikkien néytteiden arvot on ofettu mukaan kaavioon, kuten my&s keskiarvot ja keskihajonnat kaikista
ndytteistd. Katkoviivat osoittavat méadrityksen +3x kokonaistarkkuuden (2,34 Ci).

PAXgene Blood RNA -késikirjia  12/2020 15



%]

AAG
emmmad

]

L

Sailytys (vuorokautta)

Sailytys (vuorokautta)

Kuva 2. RNA:n stabiilius verindytteissa 18-25 °Cissa: IL1B. Verindyte ofettiin ja kokonaisRNA puhdistettiin 18-25 °C:ssa
sdilytiémisen jdlkeen, kuten kuvassa 1 on kuvattu. IL1B4ranskriptin suhteelliset tasot médritettiin reaaliajossa duplex-RT-PCR:lla
kayttamalla 18S rRNA:ta sisdisend standardina. Kaikkien néytteiden arvot on ofettu mukaan kaavioon, kuten myds keskiarvot ja
keskihajonnat kaikista néytteistd. Katkoviivat osoittavat médrityksen +3x kokonaistarkkuuden (1,93 Ci).
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Kuva 3. RNA:n stabiilius veringytteissa 2-8°C:ssa: FOS. Verta otettiin 10 luovuttajalta tuplandytteing, ja sitd sdilytettiin
2-8°C:ssa ilmoitettu m&ard péaivid, minkd jalkeen tehtiin kokonais-RNA:n puhdistus. [A] Verindytteet ofettiin ja sdilytettiin
PAXgene Blood RNA Tube (BRT) -putkissa ja kokonais-RNA puhdistettiin PAXgene Blood RNA Kit -sarjan avulla.
[B] Verinéiytteet ofettiin ja sdilytettiin standardeissa verindyteputkissa, joissa oli EDTA:ta antikoagulantting, ja kokonais-
RNA puhdistettiin kéyttémélla standardia orgaanista erotusmenetelmad ja piioksidikalvopohijaista RNA:n puhdistusta.
Suhteelliset FOS-ranskriptitasot mdadritettiin  reaaliaikaisesti duplex-RT-PCR:lla  kayttémalla 185 rRNA:ta sisdisend
standardina. Kaikkien néytteiden arvot on ofettu mukaan kaavioon, kuten my&s keskiarvot ja keskihajonnat kaikista
ndytteistd. Katkoviivat osoittavat madrityksen +3x kokonaistarkkuuden (2,34 Ci).
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Kuva 4. RNA:n stabiilius verindytteissé 2-8°C:ssa: IL1B. Verindyte oftettiin ja kokonaisRNA puhdistettin 2-8°C:ssa
sdilyttamisen jélkeen, kuten kuvassa 3 on kuvattu. IL1B-ranskriptin suhteelliset tasot méadritettiin reaaliajassa duplex-RT-PCR:ll&
kayttamailla 18S rRNA:ta sisdisend standardina. Kaikkien néytteiden arvot on otettu mukaan kaavioon, kuten mys keskiarvot

ja keskihajonnat kaikista néytteistd. Katkoviivat osoittavat médrityksen +3x kokonaistarkkuuden (1,93 C).
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RNA:n pitoisuus ja puhdistus

PAXgene Blood RNA Kit -sarja on tarkoitettu kokonais-RNA:n puhdistamiseen 2,5 ml:sta
ihmisen kokoverta, joka on ofettu PAXgene Blood RNA Tube (BRT) -putkeen. Toimenpide on
yksinkertainen ja voidaan tehdd manuaalisesti tai automaattisesti (katso kuvat 5 ja 10,
sivuilla 20 ja 30). Molemmissa protokollissa puhdistus alkaa sentrifugoinnilla, jolla
pelletoidaan nukleiinihapot PAXgene Blood RNA Tube (BRT) -putkissa. Pelletti pestadn ja
vudelleensuspendoidaan, minkd jdlkeen tehddan manuaalinen tai automaattinen RNA:n
puhdistus. Periaatteessa molemmissa protokollissa on samat vaiheet ja niissé kaytetaén

samoja sarjan osia.
Manuaalinen RNA:n puhdistus

Tarkemmin sanottuna uudelleensuspendoitu pelletti inkuboidaan optimoiduissa puskureissa
yhdessd proteinaasi K:n (PK) kanssa, jotta saadaan aikaan proteiinin  hajoaminen.
Lisasentrifugointi PAXgene Shredder -pyérityskolonniputkella (PSC) homogenoi solulysaatin ja
iroftaa  jadneen soluaineksen, ja l&pivirtausfraktion supernatantti siirretddn  uuteen
mikrosentrifugiputkeen. Sidontaolosuhteita saadetddn lisaéamallé etanolia ja lysaatti siirretddn
PAXgene RNA -pydrityskolonniputkeen (PRC). Lyhyen sentrifugoinnin aikana RNA sitoutuu
selektiivisesti  PAXgene-piioksidikalvoon, kun kontaminantit kulkevat sen lépi. Loput
kontaminantit poistetaan useilla tehokkailla pesuvaiheilla. Ensimmaisen ja foisen pesuvaiheen
valissa kalvoa kasitelldan DNaasi |l (RNFD), jotta pienet sitoutuneen DNA:n hiukkaset
saadaan poistettua.  Pesuvaiheiden jalkeen RNA eluoidaan eluutiopuskuriin = (BR5)

ja denaturoidaan lammélla.

PAXgene Blood RNA System -jarjestelmallé eristetty kokonais-RNA on puhdasta. Kaytettaessa
manuaalista protokollaa Azso-/Azso-arvot ovat vdlilla 1,8-2,2 ja < 1 %:n (w/w) genomista
DNA:ita on lasng = 95 %:ssa kaikista naytteistd mitattuna beeta-aktiinigeenisekvenssin
kvantitatiivisella reaaliaikaisella PCR:lla. Vahintaan 95 %:ssa naytteistd ei ndy inhibitiota

RT-PCR:ssd, kun kaytetadn enintaén 30 % eluaatista.
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Kuva 5. Manuaalinen PAXgene Blood RNA -protokolla.

20

PAXgene Blood RNA kasikirja

12/2020



Kaytettdessd manuaalista protokollaa ndytteen valmisteluaika (12 naytteen valmisteluajoista
kerattyjen tietojen perusteella) on keskim@drin noin 90 minuuttia*, joista vain 40 minuuttia on
ihmisen toimia edellyttavaa aikaa. RNA:n tuotto 2,5 ml:sta tervettd ihmisen kokoverta on > 3 pg
> 95 %:ssa kasitellyistd naytteista. Koska tuotto on ndytteen antajasta riippuvaista, yksildlliset
tuotot voivat vaihdella. Yksittdisten néytteen antajien osalta PAXgene Blood RNA System -
jariestelmd tuottaa erittdin uusittavia ja toistettavia tuottoja (kuvat 6 ja 7, sivuilla 22 ja 23) ja
uusittavia ja foistettavia RT-PCR-tuloksia (kuvat 8 ja 9, sivuilla 27 ja 28), mika tekee jarjestelmasta

luotettavan kliinisessa diagnostiikkakaytéssa.

Kuva 6 (sivu 22) esittaa PAXgene Blood RNA System -jdrjestelmdn yleisen uusittavuuden ja
toistettavuuden. Lisatutkimuksilla pyrittiin osoittamaan eri PAXgene Blood RNA Kit -sarjan erien
ja eri kayttajien vaikutus RNA-tuoton uusittavuuteen ja reaaliaikaisen RT-PCR:n toimintaan.
Koska ndissa tutkimuksissa kaytettiin yhdistettyja veringytteitd yksittdisten PAXgene Blood RNA
Tube (BRT) -putkien sijaan, tulokset eivat osoita jdrjestelmdn toistettavuutta, kuten vaihtelua
yksittdisten verindytteen otfojen vdlilla, vaan ainoastaan ndytteen valmistelun toistettavuuden
(katso kuva 7, sivu 23).

* Protokollan kokonaisaika, mukaan lukien edeltéva PAXgene Blood RNA Tube -putkien kasittely (sentrigufointi, pelletin
pesu ja pelletin uudelleensuspendointi).
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RNA:n tuotto (ug/2,5 ml verta)
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Verindytteen antaja

Kuva 6. Uusittava ja toistettava RNA:n puhdistus. 14 verindytteen antajan nelinkertaiset verindytteet kdsitteli
manuaalisesti kolme (3) teknikkoa (A, B, C). Kaytdssa oli kolme laitesarjaa, ja kaikki saman teknikon valmistelemat
naytteet késiteltiin samalla laitteella. [A] RNA:n tuoton keskiarvot ja keskihajonnat néytereplikaattia kohti esitetécin
samoilta luovuttajilta ja eri teknikoilta. [B] Kolme (3) teknikkoa kasitteli 12 veringytereplikaattia kultakin 14 lvovuttajalta.
RNA:n tuoton keskiarvot ja keskihajonnat néytettd kohti esitetddn samoilta luovuttajilta ja kaikilta teknikoilta. Kaikkien
RNA-ndytteiden osalta Azeo-/Azso-suhteet olivat vdlillé 1,8-2,2.
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Kuva 7. RNA:n tuoton uusittavuus ja toistettavuus eri kéyttdjien PAXgene Blood RNA Kit -sarjan erien osalta kéytettiessd
yhdistettyjd verindytteita. 30 eri luovuttajan verindytteet keréttiin PAXgene Blood RNA Tube (BRT) -putkiin (12 putkea per
luovuttaja, yhteensd 360 putkea). Kolmen (3) luovuttajan putkien siséltd yhdistettiin ja sen jdlkeen ne jaettiin
36 naytteeksi. Nama 36 naytetta kolmen luovuttajan sarjasta kasiteltiin manuaalisesti kolmen (3) eri kayttgjén toimesta.
Kukin kayttdija kayti kolmea (3) eri PAXgene Blood RNA Kit -sarjan eréd eristdmisessd ja kdsitteli nelinkertaiset naytteet
kustakin 10 néyteryhmastd. [A] RNA:n tuotto ja keskihajonta jokaisen kayttdjé-erd-yhdistelmén osalta. Kolme (3) eri
kéyttajaa (A, B, C) kasittelivat nelinkertaiset veringytteet 10 luovuttajaryhmélté kullakin kolmella sarjan erdlla (1, 2, 3).
Keskimddrdiset tuotot (pylvédt) ja keskihajonnat (virhepalkit) nelinkertaista néytettd kohti esitetéén samasta
luovuttajaryhmastd eri kayttdjic ja sarjan eri eric kohti. [B] RNA:n tuoton CV luovuttajaryhmaa kohti kaikkien kayttaja—
erd-yhdistelmien (A, B, C; 1, 2, 3) osalta laskettuna keskimddrdisestd tuotosta ja tuoton keskihajonnasta on esitetty
kuvassa 7A.
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Taulukko 1A. Uusittavuus erdn sisélld ja kéyttéjakohtaisesti valittujen luovuttajaryhmien osalta (1, 6, 9, 10)

Luovuttajaryhma 1 Luovuttajaryhmé 6
5,1 x 10¢ solua/ml 6,5 x 10¢ solua/ml
Keskimddrdinen Keskimddrdinen

Tietojen yhdistys tuotto (pg) SD (pg) CV (%) tuotto (pg) SD (pg) CV (%)
Er 1, kayhaja A 8,03 0,42 5 9,55 0,99 10
Erd 1, kayttaja B 7,98 1,17 15 9,38 1,94 21
Era 1, kayttaja C 7,87 0,45 6 10,71 0,65 6
Erd 2, kayttaja A 7,32 0,98 13 9,78 1,89 19
Erd 2, kayttaja B 6,09 1,04 17 9,82 2,83 29
Erd 2, kayttaja C 6,87 0,31 4 10,37 0,74 7
Era 3, kayttaja A 7,04 0,90 13 8,96 0,68 8
Erd 3, kayttajca B 6,98 1,22 17 7,73 0,97 13
Era 3, kayttaja C 8,78 0,89 10 10,59 1,94 18

Luovuttajaryhmé 9 Luovuttajaryhma 10

8,4 x 10¢ solua/ml 10,2 x 10¢ solua/ml

Keskimddrdinen Keskimdérdinen

Tietojen yhdistys tuotto (pg) SD (pg) CV (%) tuotto (pg) SD (pg) CV (%)
Era 1, kayttaja A 7,52 0,41 6 7,96 0,49 6
Erd 1, kéyttaja B 8,82 1,72 19 8,90 0,76 9
Eré 1, kaytéija C 10,14 1,46 14 10,22 1,29 13
Erd 2, kayttaja A 6,92 0,27 4 7,63 1,23 16
Erd 2, kayttaja B 7,20 0,71 10 7,00 0,56 8
Erd 2, kayttaja C 9,14 1,52 17 11,56 1,21 10
Eré 3, kaytdija A 8,18 076 9 7,85 0,82 10
Erd 3, kayttaja B 6,41 0,88 14 8,88 2,17 24
Era 3, kayttaja C 10,78 0,56 5 10,88 0,37 3
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Taulukko 1B. Kéyttdjékohtainen ja kaikkien erien vélinen uusittavuus valittujen luovuttajaryhmien osalta (1, 6, 9, 10).

Luovuttajaryhma 1
5,1 x 10¢ solua/ml

Luovuttajaryhma 6
6,5 x 104 solua/ml

Keskimaardinen

Keskimaardinen

Tietojen yhdistys tuotto (pg) SD (pg) CV (%) tuotto (pg)  SD (pg) CV (%)
Kayttaja A, kaikki erdt 7,46 0,85 11 9,43 1,22 13
Kayttdja B, kaikki erdt 7,02 1,31 19 8,98 2,09 23
Kayttaia C, kaikki erdt 7,84 0,98 13 10,56 1,15 11

Luovuttajaryhmé 9
8,4 x 10° solua/ml

Luovuttajaryhmé 10
10,2 x 10¢ solua/ml

Keskimadardinen

Keskimaardinen

Tietojen yhdistys tuotto (pg) SD (pg) CV (%) tuotto (pg)  SD (pg) CV (%)
Kayttaja A, kaikki erdt 7,54 0,72 10 7,81 0,82 11
Kayttdja B, kaikki erdt 7,48 1,50 20 8,26 1,54 19
Kayttéija C, kaikki erét 10,02 1,34 13 10,89 1,10 10

Taulukko 1C. Erén sisdinen ja kaikkien kéyttdjien valinen vusittavuus valittujen luovuttajaryhmien osalta (1, 6, 9, 10).

Luovuttajaryhmd 1
5,1 x 10¢ solua/ml

Luovuttajaryhmé 6
6,5 x 10¢ solua/ml

Keskimaardinen

Keskimadrdinen

Tietojen yhdistys tuotto (pg) SD (pg) CV (%) tuotto (pg)  SD (pg) CV (%)
Erd 1, kaikki kayttajat 7,96 0,69 9 9,88 1,34 14
Erd 2, kaikki kayttdjat 6,76 0,93 14 9,99 1,84 18
Erd 3, kaikki kayttajat 7,60 1,27 17 9,09 1,71 19
Luovuttajaryhma 9 Luovuttajaryhmé 10
8,4 x 10¢ solua/ml 10,2 x 10¢ solua/ml
Keskimddrdinen Keskimddrdinen
Tietojen yhdistys tuotto (pg) SD (pg) CV (%) tuotto (pg) SD (pg) CV (%)
Erd 1, kaikki kayttajat 8,83 1,63 19 9,02 1,27 14
Erd 2, kaikki kayttdjat 7,75 1,36 18 8,73 2,31 26
Erd 3, kaikki kayttajat 8,46 1,99 24 9,20 1,80 20
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Taulukko 1D. Kaikkien erien ja kaikkien kéyttéijien vélinen vusittavuus valittujen luovuttajaryhmien osalta (1, 6, 9, 10).

Luovuttajaryhma 1 Luovuttajaryhmé 6
5,1 x 10 solua/ml 6,5 x 104 solua/ml
Keskimddrdinen Keskimddrdinen
Tietojen yhdistys tuotto (pg)  SD (pg) CV (%) tuotto (pg)  SD (pg)  CV (%)
ErG 1, kaikki kaytajat 7,44 1,09 15 9,66 1,65 17
Luovuttajaryhmé 9 Luovuttajaryhmé 10
8,4 x 10¢ solua/ml 10,2 x 10¢ solua/ml
Keskimddrdinen Keskimddrdinen
Tietojen yhdistys tuotto (pg)  SD (pg) CV (%) tuotto (pg)  SD (pg)  CV (%)
Era 1, kaikki kaytaiat 8,35 1,70 20 8,99 1,80 20

Tarkempi  analyysi  neljastd  (4) edustavasta  luovuttajaryhmdstd.  Ryhmat  valittiin
valkosolumadran mukaan, ja ne heijastavat valkosolum@ardn normaalin vaihteluvalin yla-,
keski- ja ala-arvoja (4,8 x 104 — 1,1 x 107 leukosyyttia/ml). Valkosolum&ard edustaa kolmen

(3) valkosolumaaran keskiarvoa kolmelta luovuttajalta per luovuttajaryhma.
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Kuva 8. RT-PCR:n uusittavuus - kdyttdjien valilla. Kuvassa 7 kuvatussa kokeessa puhdistettua RNA:ta kéytettiin
reaaliaikaisessa RT-PCR:ssé. [A] FOS:n ja [B] IL1B:n suhteelliset transkriptitasot madritettiin reaaliaikaisella duplex-RT-
PCR:llg kayttémalla 18S rRNA:ta sisdisend standardina. Kaikkien néytteiden arvot on ofettu mukaan kaavioon suhteessa
kéyttajén A arvoihin (10 luovuttajaryhméé x 3 sarjan eréd x 4 replikaattia = 120 tietojoukkoa kustakin geenistd), samoin
kuin keskiarvot (punaiset viivat) ja keskihajonnat (mustat palkit) kaikista néytteistd. Katkoviivat osoittavat médrityksen
+3x kokonaistarkkuuden (FOS: 2,34 Cy; IL1B: 1,93 C).
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Kuva 9. RT-PCR:n vusittavuus - sarjan erien vililld. Kuvassa 7 kuvatussa kokeessa puhdistettua RNA:ta kaytettiin
reaaliaikaisessa RT-PCR:ssé. [A] FOS:n ja [B] IL1B:n suhteelliset transkriptitasot mééritettiin reaaliaikaisella duplex-RT-
PCR:llg kayttamalla 18S rRNA:ta sisdisend standardina. Kaikkien néytteiden arvot on ofettu mukaan kaavioon suhteessa
sarjan erdn 1 arvoihin (10 luovuttajaryhméaa x 3 kayttdjaa x 4 replikaattia = 120 tietojoukkoa kustakin geenistd), samoin
kuin keskiarvot (punaiset viivat) ja keskihajonnat (mustat palkit) kaikista néytteistd. Katkoviivat osoittavat médrityksen
+3x kokonaistarkkuuden (FOS: 2,34 Cy; IL1B: 1,93 C).
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Taulukko 2. Yhteenveto kuvien 8 ja 9 RT-PCR-tiedoista

Testijdrjestelmd FOS/18S rRNA -mddritys IL1B/18S rRNA -mddritys
Tietojen vertailu Keskiarvo +SD Keskiarvo +SD
(AACH) (AACH (AACH (AACH
Kéyttdjikohtainen ja kaikkien erien vélinen vusittavuus
Kaikki kayttajat, era 1 —era 1 0,00 0,00 0,00 0,00
Kaikki kéyttajat, erd 1 - erd 2 -0,03 0,48 -0,07 0,66
Kaikki kéyttajat, erd 1 —erd 3 0,21 0,52 0,11 0,71
Kéyttdjikohtainen ja kaikkien erien vélinen vusittavuus
Kaikki eréit, kaytéija A — kaytaia A 0,00 0,00 0,00 0,00
Kaikki erét, kaytéia A - kéytaia B 0,46 0,44 0,06 0,69
Kaikki erdt, kéyttaja A — kyttja C 0,31 0,60 0,15 0,71

Kayttaja: Teknikko, teki tutkimuksen.

Erd: Tassa tutkimuksessa kéytetyn sarjan erdn numero.

SD: Keskihajonta.

AACrkeskiarvot (N = 120) ja keskihajonnat on esitetty kuvissa 8 ja 9 esitetyistd tiedoista.

Automaattinen RNA:n puhdistus

Veren RNA:n puhdistus on automaattista QIAGEN QlAcube Connect MDx- tai klassisella
QIAGEN QlAcube -laitteella (tasta eteenpdin QlAcube). Innovatiiviset QlAcube-laitteet
kayttavat  edistynytta  tekniikkaa  QIAGEN-pydrityskolonniputkien  kasittelyyn, — mika
mahdollistaa automaattisen, alhaisen tuotantotehon néytteen valmistelun oftamisen osaksi
laboratorion tyénkulkua vaivattomasti. Néytteen valmistelu QlAcube-laitteilla tapahtuu samalla
tavoin kuin manuaalisessa toimenpiteessa (ts. lyysaus, sitoutuminen, pesu ja eluointi), joten voit

jatkaa PAXgene Blood RNA Kit -sarjan kayttamistd korkealaatuisen RNA:n puhdistamiseen.
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Scan a kit bar code QlAcube Connect MDx

) - | ©

Kuva 10. QlAcube Connect MDx.

Automaattinen RNA:n puhdistusprotokolla siséltaa kaksi osaa (tai protokollaa): PAXgene
Blood RNA Part A -osan ja PAXgene Blood RNA Part B -osan, ja ndiden kahden osan valissa

on lyhyt manuaalinen toimenpide (katso kuva 11, sivu 31).
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Kuva 11. Automaattinen PAXgene Blood RNA -protokolla.

Sentrifugoitu, pesty ja uudelleensuspendoitu nukleiinihappopelletti (katso RNA:n pitoisuus ja
puhdistus, sivu 19) siirretaén PAXgene Blood RNA Tube (BRT) -putkesta kasittelyputkiin (PT),
jotka asetetaan lamporavistelijaan QlAcube-laitteen tydpdydalle. Kayttaja valitsee ja
kéynnistad PAXgene Blood RNA Part A -protokollan valikosta. QlAcube-laitteet suorittavat
protokollan vaiheet RNA:n eluutiopuskuriin (BR5) eluoimiseen asti. Kayttaja siirtdd puhdistetun

RNA:n sisdltavat mikrosentrifugiputket (MCT) QlAcube-laitteiden |agmpdravistinyksikkéon.
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Kaytaja valitsee ja kdynnistdd PAXgene Blood RNA Part B -protokollan valikosta, ja QlAcube-

laitteet tekevat lampodenaturoinnin.

Keskimadardinen naytteen valmisteluaika (12 ndytteen valmisteluajon tietojen perusteella) on
151 minuuttia®, mihin sisdltyy merkittGvasti vahemman ihmiselta edellytettavia toimia kuin

manuaalisessa protokollassa.

RNA:n tuotto 2,5 ml:sta tervettd ihmisen kokoverta on >3 pg = 95 %:ssa kasitellyista
naytteistd. Kuvassa 12 (sivu 33) on esitetty RNA:n tuotot yhteensa 216 ndytteestd, jotka on
valmisteltu automaattisella protokollalla kayttamalla kolmea (3) sarjan erdd ja kolmea (3)
kayttajaa. Koska ndissd tutkimuksissa kéytettiin yhdistettyjd verindytteitd eikd yksittaisia
PAXgene Blood RNA Tube (BRT) -putkia, tulokset eivat heijasta yksittdisten veringytteiden osalta
odotettua RNA-uottoa. Koska tuotto on néytteen antajasta riippuvaista, yksildlliset tuotot voivat
vaihdella (kuva 12, sivu 33).

Véhintaén 95 %:ssa ndytteisté ei ndy inhibitiota RT-PCR:ssd, kun kéytetdén enintaén 30 %
eluaatista. Kaytettdessd automaattista protokollaa, ndytteiden vélista ristikontaminaatiota ei
havaita mitattuna ABL1- ja FOS-ranskriptisekvenssien kvantitatiivisella reaaliaikaisella RT-
PCR:llé RNA-negatiivisista naytteistd (vesi), jotka on paritettu RNA-positiivisten naytteiden

(ihmisen kokoveri) kanssa samassa ajossa.

PAXgene Blood RNA System -jarjestelmdlla jo automaattisella protokollalla eristetty RNA on
puhdasta, mink& osoittavat RT-PCR:n inhibition puute ja Azo-/Azso-arvot vélilla 1,8-2,2.
Genomista DNA:ta on lasnd < 1 % (w/w) = 95 %:ssa kaikista ndytteistd mitattuna beeta-
aktiinigeenisekvenssin kvantitatiivisella reaaliaikaisella PCR:ll&. Kuvissa 13 ja 14 (sivuilla 34
ja 35) on esitetty Azso-/Azso-arvot ja suhteellinen genominen DNA yhteensd 216 néytteestd,
jotka valmisteltiin automaattisella protokollalla kéyttamalla kolmea (3) sarjan eréd ja kolmea

(3) kaiytaijaa.

* Protokollan kokonaisaika, mukaan lukien edeltéva PAXgene Blood RNA Tube -putkien kasittely (sentrigufointi, pelletin
pesu ja pelletin uudelleensuspendointi).
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RNA:n tuotto (Ug/2,5 ml verta) QlAcube
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Kuva 12. RNA:n tuotto - automaattinen kasittely A: QlAcube, B: QlAcube Connect MDx. Yksittdisten luovuttajien
verindytteet otettiin PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) -néyteputkiin. Putkien sisélté yhdistettiin kuuteen luovuttajaryhmédn
ja sen jalkeen siitd oteftiin uusi alikvootti. Yhteensd 216 néyteputkea (ts. 36 per ryhmd) kasiteltiin kolmen (3) eri kaytt@jcn
(A, B, C) toimesta. Kukin kayttaja kaytti kolmea (3) eri PAXgene Blood RNA Kit -sarjan erdéa (1, 2, 3) automaattisessa
eristdmisessd useilla QlAcube- ja QlAcube Connect MDx -aitteilla ja késitteli nelinkertaiset ndytteet kustakin
6 luovuttajaryhmastd. Kaikkien yksittaisten néytteiden RNA:n tuotot on esitetty jokaisen kayttdjé-erd-yhdistelmén osalta.
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RNA-tuotto (Azeo/Azs0) QlAcube
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Kuva 13. RNA:n puhtaus (Azo-/Azso-arvot) — automaattinen kasittely. A: QlAcube, B: QlAcube Connect MDx Kuvassa
12 kuvatussa kokeessa kolme (3) eri kayttéjad (A, B, C) puhdisti RNA:n kéyttamalla kolmea eri PAXgene Blood RNA Kit
-sarjan erda (1, 2, 3) ja useita QlAcube- ja QlAcube Connect MDx -laitteita. Kaikkien yksittdisten naytteiden Azso-/ Azso-
arvot on esitetty jokaisen kayttajé-eré-yhdistelman osalta.
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Kuva 14. RNA:n puhtaus (% genomisen DNA:n kontaminaatio) - automaattinen kasittely, A: QlAcube, B: QlAcube
Connect MDx. Kuvassa 12 kuvatussa kokeessa kolme (3) eri kayttéjaa (A, B, C) puhdisti RNA:n kéyttamalla kolmea eri
PAXgene Blood RNA Kit -sarjan erdd (1, 2, 3) ja useita QlAcube- ja QlAcube Connect MDx -laitteita. Kaikkien yksittdisten
naytteiden genomisen DNA:n maara (w/w) on esitetty jokaisen kaytaja-eré-yhdistelmén osalta.

RNA:n puhdistuksen automaattinen protokolla PAXgene Blood RNA System -jarjestelmallé
tuottaa erittdin uusittavia ja toistettavia RT-PCR-tuloksia, kuten kuvassa 15 ja 16 (sivut 36 ja 37)

on esitetty, mika tekee siita erittain hyvan kliiniseen diagnostiikkaan.
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Kuva 15. RT-PCR:n vusittavuus automaattisen (QlAcube) ja manuadlisen protokollan vilillé. Kuvassa 12 kuvatussa kokeessa
kolme (3) eri kayttajad (A, B, C) puhdisti RNA:n kéyttamalla kolmea eri PAXgene Blood RNA Kit -sarjan erdd (1, 2, 3) ja useita
QlAcube- ja QlAcube Connect MDx -aitteita kdytetidessa automaattista protokollaa. Samanaikaisesti RNA  puhdistettiin
vastaavista replikaattiputkista manuaalisella protokollalla. [A] FOS:n ja [B] IL1B:n suhteelliset transkriptitasot mddritettiin
reaaliaikaisella duplexRT-PCR:ll& kéyttamalla 185 rRNA:ta sisdisend standardina. Paritetuista verindytteistd  kummallakin
eristysprotokollalla (automaattisella ja manuaalisella) valmistellun RNA:n mahdollisia transkriptitasojen eroja laskeffiin AACr-
menetelmalla. Kaikkien néyteparien (4 replikaattia x 6 luovuttajaryhméé x 3 sarjan erdé x 3 kéyttdjad = 216 paria jokaisen
geenin osalta) yksittdiset AACr-arvot on esitetty yksittgising pisteind yhdessa keskiarvojen (suuremmat pisteet) ja keskihajontojen
(mustat palkit) kanssa kaikista ndytetyistd naytteista. Katkoviivat osoittavat madrityksen +3x kokonaistarkkuuden (FOS: 1,16 Cy;
IL1B: 1,98 Cs; eri m&dritystarkkuus verrattuna kuviin 1-4, 8 ja 9 eri madritysversioiden takia.

36 PAXgene Blood RNA -késikirjia  12/2020



3_
2
------------------- .-.---------'-----------‘------‘----.------'
14 . . ° . % s %
o L ° @ o e % *® -
OA"' o % \..:.-‘.....:: S0 e Chs '. 0\0.0.0 w"g.". '.":o..f .ﬁ.... o +
\:...". ': 'l. "..... .“...C Y .... o ‘.... . - ....'...'
-1 . - . * *
-2+
-3 ! \ \ \ \ \ !
1 2 3 1 2 3 1 2 Keski
A B c eskiarvo
B aac
T
3
2
___________________ e e P e L ) o
1 e, - o . . ® o * 4
» .' ..:o ..o ... .'o L) .' ° . »'s - = o9 .' ‘N-
0, 8 g s - XY ) (] L] |
O_. ‘..:‘.'. (4 .‘.‘.,..‘l? :-:-.:Oaé:-‘:’..:.:...‘.l;..p..'.‘....:.o‘:..'-..l . +
L ] . ol e® % »
e L] e e o
............................................. o O
24
-3 \ \ \ \ ! | |
1 2 3 1 2 3 1 2 3 Keski
A B C esKiarvo

Kuva 16. RT-PCR:n uusitiavuus QlAcube- ja QlAcube Connect MDx -laitteiden viililla kéytetidessé automaatiista protokollaa.
Kuvassa 12 kuvatussa kokeessa kolme (3) eri kaytdjaa (A, B, C) puhdisti RNA:n kéytiéméllé kolmea eri PAXgene Blood RNA
Kit -sarjan erdd (1, 2, 3) ja automaattista protokollaa useilla QlAcube- ja QlAcube Connect MDx -aitteilla. [A] FOS:n ja [B] IL1B:n
suhteelliset transkriptitasot madritettiin  reaaliaikaisella duplexRT-PCR:lla kayttamalla 18S rRNA:ta sisgisend standardina.
Paritetuista  verindytteistd  molemmilla laitteilla  valmistellun  RNA:n - mahdollisia  transkriptitasojen  eroja  laskettin - AACr-
menefelmalla. Kaikkien néyteparien (4 replikaattia x 6 luovuttajaryhméd x 3 sarjan erdd x 3 kayttajaa = 216 paria jokaisen
geenin osalta) yksittGiset AACr-arvot on esitetty yksittdising pisteing yhdessa keskiarvojen (suuremmat pisteet) ja keskihajontojen
(mustat palkif) kanssa kaikista néytetyisté néytteistd. Katkoviivat osoittavat médrityksen +3x kokonaistarkkuuden (FOS: 1,30 Cy;
IL1B: 1,42 Cy; eri madritystarkkuus verrattuna kuviin 1-4, 8, 9 ja 15 eri madritysversioiden takia.
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Kaytt&jan hankkimat vélineet ja reagenssit

Kun kasittelet kemikaaleja, kaytd aina asianmukaista suojavaatetusta, kertakayttokasineitd ja
suojalaseja. Lisdtietoja saa tuotekohtaisista kayttoturvallisuustiedotteista, jotka ovat saatavana

tuotteen toimittajalta.
Kaikkiin protokolliin

® PAXgene Blood RNA Tube (BRT) -putket, PreAnalytiX, (tuotenro 762165)
e FEtanoli (96-100 %, puhtausaste p.a.)

® Pipetit* (10 pl = 4 ml)

e Steriilit, aerosoliesteen siséltévat RNaasittomat pipettikérjet!

o Asteikollinen mittalasi

e Sentrifugi*, joka saavuttaa nopeuden 3000-5000 x g ja jossa on ulos k&éntyvd roottori
ja kotelot PAXgene Blood RNA Tube (BRT) -putkille

e Vortex-sekoitin*

® Jaamurskaa

Permanent-kyné etikettejd varten
Manuadliseen protokollaan
e Vaihtelevanopeuksinen mikrosentrifugi*, joka saavuttaa véhintaén nopeuden 1000-8000 x g,

vaikka pienemmét ja suuremmat gvoimat ovat sovellettavia (katso protokollan vaiheista

lisGtietoja), ja jossa on roottori 2 ml:n mikrosentrifugiputkille

* Varmista, efttd laitteet on tarkastettu, huollettu ja kalibroitu sGannéllisesti valmistajan suositusten mukaan.
T Varmista, eftd olet tutustunut RNA:n késittelyohieisiin (liite A, sivu 72).
* Etanolin lisaamiseen BR4-puskuritiivisteeseen.
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® Ravistininkubaattori,* joka voi inkuboida lampétilassa 55-65 °C ja ravistaa nopeudella

> 400 r/min, mutta ei yli 1400 r/min (esim. Eppendorf® Thermomixer Compact tai vastaava)
Automaattiseen protokollaan (kéyttéamdlla QlAcube- tai QlAcube Connect MDx -laitetta)

® Sakset

QlAcube-laitteiden kulutustarvikkeet:

e Filter-Tips, 1000 pl (1024) (QIAGEN, tuotenro 990352)1
® Reagent Botiles, 30 ml (6) (QIAGEN, tuotenro 990393)1
® Rotor Adapters (10 x 24) (QIAGEN, tuotenro 990394)
QlAcube-laitteiden lisavarusteet:

@ Rotor Adapter Holder (QIAGEN, tuotenro 990392)
Automaattiseen protokollaan kéyttimélla QlAcube Connect MDx -laitetta

® QlAcube Connect MDx* (QIAGEN, tuotenro 2003070)

QlAcube Connect MDx -palvelupaketit:

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

* Varmista, ettd laitteet on tarkastettu, huollettu ja kalibroitu saénnéllisesti valmistajan suositusten mukaan.

T Sisaltyvat myds pakkaukseen Starter Pack, QlAcube (QIAGEN, tuotenro 990395).
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Automaattiseen protokollaan kéyttimélla QlAcube-laitetta

e QlAcube* (QIAGEN, tuotenro 9001882 [110 V])

* Varmista, efttd laitteet on tarkastettu, huollettu ja kalibroitu saannéllisesti valmistajan suositusten mukaan.
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Tarkeita ilmoituksia

QlAcube-laitteiden kayttaminen

Varmista, efta tiedat, miten QlAcube-laitetta kaytetdan. Lue asianomainen QlAcube-
kéyttdopas ja QlAcube-laitteen mukana tulleet lisdtiedot ja kiinnita erityistd  huomiota

turvallisuustietoihin, ennen kuin aloitat automaattisen PAXgene Blood RNA -protokollan.

Taman osan ohjeet koskevat QlAcube Connect MDx -laitetta sekd QlAcube-laitetta, kun laitetta

ei ole erikseen madritetty.

QlAcube-laitteen kaynnistaminen

Sulje QlAcube-laitteen suojus ja kytke laitteeseen virta virtakytkimesta (QlAcube Connect MDx:
katso kuva 17, sivu 42; QlAcube: kuva 18, sivu 43).

Aanimerkki kuuluu ja kéynnistysnéytt tulee nakyviin. Laite tekee kéynnistykseen liityvét testit

automaattisesti.
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Ulosvedetty kosketusnéytto

ﬁlflﬁ_lllfll

[

QlAcube Connect MDx takaa QlAcube Connect MDx takaa

Kuva 17. QlAcube Connect MDx -laitteen ulkoiset ominaisuudet.

@ Kosketusnéyttd

@ Suojus
@ Jatelokero
@ Virtakytkin

2 USB-porttia kosketusnéyton vasemmassa
reunassa; 2 USB-porttia kosketusnéytén takana
(Wi-Fi-moduuli kytketty yhteen USB-porttiin)

RJ-45-Ethernet-portti

Virtajohdon liitéintd

OO ©

Jaahdytysilman ulostulo
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Kuva 18. QlAcube edestd.

@ Kosketusnéyttd
@ Suojus

@ RS232-sarjaportti suojapaneelin takana (vain
QIAGEN-aitteiden huoltoasiantuntijoiden kayttodn)
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@ USB-portti suojapaneelin takana

@ Virtakytkin
@ Jatelokero

43



Kosketusnayts

QlAcube-laitteita kaytetadn kosketusnaytdn avulla. Kosketusnaytén avulla kéyttaja voi kayttaa
laitetta, ja laite ohjaa kéytdjia tydpdyddn valmistelussa. Naytteen kasittelyn aikana

kosketusnaytdssa nakyy protokollan fila ja jaliella oleva aika.

Kuva 19. QlAcube Connect MDx -laitteen ulosvedetty kosketusnéyttd

Protokollien asentaminen QlAcube-laitteisiin

Protokollan alkuasennus voi olla tarpeen, ennen kuin ensimmdinen RNA:n valmisteluajo
voidaan tehdd QlAcube-laitteella. Asenna seka PAXgene Blood RNA Part A- ettd PAXgene
Blood RNA Part B -protokollat.

QlAcube Connect MDx aitteen protokollat ovat osoitteessa
www.giagen.com/products/diagnostics-and-clinical-research/solutions-for-laboratory-developed-
tests/qiacube-connect-mdx /#resources (www.giagen.com/MyQlAcube QlAcubelaitteen osalta),

ja ne on ladattava QlAcubelaitteiden mukana tulleelle USB-muistitikulle. Némé  protokollat

siirretadn laitteeseen USB-portin kautta.

USB-portti (QlAcube Connect MDx: kosketusndyton sivussa, katso kuva 17, sivu 42; QlAcube:
suojapaneelin takana, katso kuva 18, sivu 43) mahdollistaa USB-muistitikun liittamisen
QlAcube-laitteisiin. Datatiedostot, kuten lokitiedostot tai raporttitiedostot, voidaan myds siirtad
USB-portin kautta QlAcube-laitteista USB-muistitikulle.
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l./ ™, USB-portti on farkoitettu kaytettavaksi vain QIAGENin toimittaman USB-muistitikun
\!J kanssa. Alg liita muita laitteita tahdn porttiin.

I'/ ~ Alg irrota USB-muistitikkua, kun lataat protokollia tai siirrét datatiedostoja tai kun
‘\!) protokolla-ajo on kesken.

Lisatietoja protokollien lataamisesta QlAcube-laitteisiin on kaytettdvan laitteen késikirjassa.

QlAcube-laitteiden tayttdminen

Ajan  saastamiseksi  tdyttdminen voidaan tehdd toisen tai molempien 10 minuutin
sentrifugointivaiheen (vaiheet 3 ja 5) aikana. Katso Protokolla: Automaattinen kokonais-RNA:n
puhdistus ihmisen kokoverestd, joka on otettu PAXgene Blood RNA Tube (BRT) -putkiin, sivu 62.

Reagenssipullot

Ennen jokaista QlAcube-aitteen ajoa laitteen nelia (4) reagenssipulloa on taytettava
huolellisesti taulukossa 3 (sivu 46) luetelluilla reagensseilla osoitettuun enimmaistasoon asti,
tai jos se ei ole mahdollista, PAXgene Blood RNA Kit -sarjan puskurim@drien sallimaan tasoon.
Merkitse pulloihin ja korkkeihin selkeasti puskureiden nimet ja aseta taytetyt reagenssipullot
reagenssipullotelineen asianmukaisiin paikkoihin. Aseta teline QlAcube-laitteen tydpdydalle
kuvan mukaisesti (kuvat 20-22, sivut 46-48).

l,/'-'\, Buffer BR2 -puskurin toimitettu m&drd ei téytd reagenssipulloa osoitettuun tasoon asti.
\!) Buffer BR3- ja Buffer BR4 -puskurit eivat ehka téytd pulloa osoitettuun tasoon asti, kun

useita ndytteitd on kasitelty edellisissa ajoissa.

/"8 Muista poistaa pullojen korkit, ennen kuin asetat ne tydpdydalle.
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® PAXgene Blood RNA Kit -sarjan mukana tulevat puskurimééarat (50) riittavat enintdén

seitsemadn (7) RNAwvalmisteluajoon QlAcubelaitteessa, jolloin néytteen numerot ovat

2-12 per ajo. Yleisesti ottaen ajoja, joissa on pienemmat ndytteen numerot, on valtettava,

jofta voidaan késitelld yhteenséd 50 ndytettc per sarja ja tehdd enintGén 7 RNA-

valmisteluajoa. Jos RNA-valmisteluajoja tehd@dn enemman kuin 7, puskurimaard ei ehka

riita viimeisten naytteiden kasittelyyn.

Taulukko 3. Sijainnit reagenssipullotelineessé

Paikka

Reagenssi

o 0 AW N —

Sidospuskuri (BR2)
96-100-prosenttinen etanoli
Pesupuskuri 1 [BR3]
Pesupuskuri 2 [BR4]*

- (jata tyhjaksi)

~ (jata tyhiaiksi)

* Pesupuskuri 2 (BR4) toimitetaan konsentraattina. Liséé ennen ensimmaistd kdyttokertaa 4 tilavuutta etanolia

(96-100 %, puhtausluokka p.a.) pullon merkintdjen mukaan tydskentelylivosta varten.

®

Paikka 1
Sidospuskuri
(BR2)

Paikka 3
Pesupuskuri 1

[BR3]

Paikka 5

Tyhja

Paikka 2
96-100-
prosenttinen
efanoli

Paikka 4
Pesupuskuri 1

[BR4]

"

Kuva 20. Reagenssipullotelineen asettaminen. [A] Kaaviokuva pullojen sijainneista ja sisélldisté reagenssipullotelineessa.
[B] Telineen asettaminen QlAcube-laitteeseen (QlAcube esitetty esimerkking).
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Kuva 21. QlAcube Connect MDx sisaltd.

Sentrifugin kansi
Sentrifugi
Ravistin

Reagenssipulloteline

©® OO

Karkianturi ja suojuksen lukitus

PAXgene Blood RNA -késikirjia  12/2020
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Mikrosentrifugiputkien aukot
3 paikkaa kérkitelineille

Havitysaukot karijille ja putkille

Robottivarsi (siséltad 1 kanavapipetin,
tartuntalaitteen, ultradénianturin, optisen
anturin ja UV-merkkivalon)
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Kuva 22. QlAcube-laite sisdlta.
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Sentrifugin kansi Mikrosentrifugiputkien aukot
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Ravistin Hévitysaukot karijille ja putkille
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Pydrityskolonniputket (PRC, PSC), mikrosentrifugiputket (MCT) ja QlAcube-laitteiden
muovitarvikkeet

Aseta kaksi (2) karkitelinettd, joissa on 1000 pl:n suodatinkéarkia, QlAcube-laitteeseen (katso
kuvat 21 ja 22, sivut 47 ja 48). Taytd telineisiin kérjet tarvittaessa.

® Kayta vain 1000 pl:n suodatinkdrki@, jotka on tarkoitettu kaytettavaksi QlAcube-

laitteen kanssa.

Merkitse kaikkien néytteiden roottoriadapterit ja mikrosentrifugiputket (MCT) permanent-
kynalla. Avaa kaytettévat PAXgene Shredder -pyérityskolonniputket (PSC) ja leikkaa niiden

korkit kokonaan pois saksilla (katso kuva 23, sivu 49).

@ Jotta QlAcube-laitteen robottitartuntalaite toimii oikein, poista kokonaan (leikkaa)

l korkit ja kaikki muoviosat, jotka liittévat korkin  PAXgene Shredder -
pyérityskolonniputkiin (PSC) (katso kuva 23). Muuten robottitartuntalaite ei pysty
tarttumaan putkiin (PSC, PRC) kunnolla.

Putken
Putken korkki
korkki poistettu
poistettu vadrin; osa
oikein korkista on

vield kiinni

Kuva 23. PAXgene Shredder -pyérityskolonniputken (PSC) asettaminen PAXgene Shredder -pysrityskolonniputki (PSC)
asefetaan roottoriadapterin keskipaikkaan. Leikkaa korkki pois ennen putken asettamista.
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Aseta PAXgene RNA -pyérityskolonniputki (PRC), PAXgene Shredder -pyérityskolonniputki
(PSC) (ilman korkkia, katso kuva 23, sivu 49) ja merkitty mikrosentrifugiputki asianmukaisiin
paikkoihin kuhunkin merkittyyn roottorin adapteriin taulukon 4 ja kuvan 24 mukaisesti.

|'/-ij Varmista, ettd pyérityskolonniputken (PRC) ja mikrosentrifugiputken (MCT) korkit on
N painettu kokonaan aukkojen pohijalle roottoriadapterin reunalla, koska muutoin korkit

irtoavat sentrifugoinnin aikana.

Taulukko 4. Laboratoriotarvikkeet roottoriadapterissa

Sijainti Reagenssi Korkin paikka
1 PAXgene RNA -pyérityskolonniputki (punainen, PRC) L1
2 PAXgene Shredder -pydrityskolonniputki (violetti)

(leikkaa korkki pois ennen roottoriadapteriin asettamista)
3 Mikrosentrifugiputki (MCT)* L3

" Kéyta PAXgene Blood RNA Kit -sarjan siséltdmia mikrosentrifugiputkia (MCT; 1,5 ml).

- L2
! @0
L3

Kuva 24. Paikat roottoriadapterissa. Roottoriadapterissa on kolme putken paikkaa (1-3) ja kolme korkin paikkaa (L1-L3).

50 PAXgene Blood RNA -késikirjia  12/2020



Sentrifugin t@yttaminen

Aseta kootut roottoriadapterit sentrifugin koteloihin kuvan 25 mukaisesti.

@ Jos kasittelet alle 12 ndytettd, lataa sentrifugin  roottori  séteittdissuunnassa
tasapainoisesti (katso kuva 26, sivu 52). Kaikki sentrifugin kotelot on asennettava

ennen protokolla-ajon aloittamista, vaikka naytteita késiteltaisiin alle 12. Yksittaista

(yhtd) néytettd tai 11 ndytettd ei voi kasitella.

Kuva 25. QlAcube-laitteiden sentrifugin tédyttminen. Aseta kootut roottoriadapterit sentrifugin koteloihin (QlAcube
Connect MDx esitetty esimerkking).
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Kuva 26. Sentrifugin ja ravistimen tayttéminen. Sentrifugin ja ravistimen paikat 2-10 néytteen késittelyssd. Yhtd tai 11
ndytettd ei voi kasitelld. 12 néytteen kasittelyd varten téytetéan kaikki sentrifugin ja ravistimen paikat (kuvaa ei esitetty).

52 PAXgene Blood RNA -késikirjia  12/2020



Kasittelyputket (PT)

Poista mikrosentrifugiputkien aukkoihin aiemmista ajoista jGéineet kasittelyputket (PT) (QlAcube
Connect MDx: katso kuva 21, sivu 47; QlAcube: katso kuva 22, sivu 48). Tayta kolme (3)
kasittelyputkea (PT) taulukossa 5 ilmoitetulla reagenssimaarélla ajon sisGltémén ndytemadrdn

mukaan.

DNaasi | -inkubaatioseosta varten pipetoi ilmoitettu maard DNA:n hajottamispuskuria (RDD)
kasittelyputkeen (PT) ja lisGd ilmoitettu madra DNaasi | (RNFD) -varastolivosta. Sekoita pipetoimalla

varovasti koko seosta ylés ja alas kolme (3) kertaa kéyttamalla 1000 pl:n pipettikarked.

Kayta PAXgene Blood RNA Kit -sarjan sisaltamia 2 ml:n kasittelyputkia (PT). Merkitse putkiin
selv@sti reagenssien nimet ja aseta ne asianmukaisiin paikkoihin mikrosentrifugiputkien

aukkoihin taulukon 6 (sivu 54) mukaisesti.

| i Y DNaasil (RNFD) on erittin herkka fyysiselle denaturoitumiselle. Sekoita vain pipetoimalla

kayttamalla suurireikéisia pipettikarkia siirroksen vahentamiseksi. Ald vorteksoi.

'/-.-\' . . . . e esee . .
I\\!) Pipetoi vain tarvittava m&dara taulukon 5 mukaisesti.

Taulukko 5. Kdsittelyputkiin tarvittava reagenssien madra mikrosentrifugiputkien aukoissa.

Naytteiden limoitetulle naytemdadrélle tarvittava reagenssin mééré (pl)

madrd Proteinaasi K (PK) DNaasi | -inkubaatioseos Eluutiopuskuri (BR5)
2 126 187 (23 DNaasi | + 164 Buffer RDD) 313
3 170 261 (33 DNaasi | + 228 Buffer RDD) 399
4 213 334 (42 DNaasi | + 292 Buffer RDD) 486
5 256 407 (51 DNaasi | + 356 Buffer RDD) 572
6 299 481 (60 DNaasi | + 421 Buffer RDD) 658
7 342 554 (69 DNaasi | + 485 Buffer RDD) 745
8 386 627 (78 DNaasi | + 549 Buffer RDD) 831
9 429 701 (88 DNaasi | + 613 Buffer RDD) 918
10 472 775 (97 DNaasi | + 678 Buffer RDD) 1004
12 558 921 (115 DNaasi | + 806 Buffer RDD) 1177
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Taulukko 6. Mikrosentrifugiputkien aukot

Sijainti
A B C
Sisdltd Proteinaasi K DNaaisi | -inkubaatioseos Eluutiopuskuri (BR5)
Astia Kasittelyputki (PT)* Kasittelyputki (PT)* Késittelyputki (PT)*

* Kayta PAXgene Blood RNA Kit -sarjan sisaltamia 2 ml:n kasittelyputkia.
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Protokolla: Manuaalinen kokonais-RNA:n

puhdistus ihmisen kokoverestd, joka on otettu
PAXgene Blood RNA Tube (BRT) putkiin

Tarkeitd huomioita ennen kuin aloitat
e Varmista, etté pakkauksen laatikko on ehja ja vahingoittumaton ja ettd puskurit eivat ole
vuotaneet. Alg kéytd sarjaa, joka on vahingoittunut.

e Kun kaytat pipettid, varmista, ettd se on asefettu oikeaan madérdcn ja eftd neste

aspiroidaan ja fiputetaan varovasti ja kokonaisuudessaan.

® Jotta ndytteitd ei siirretd vaaradn putkeen tai pydrityskolonniputkeen, on varmistettava, etté
kaikki putket ja pyorityskolonniputket on merkitty asianmukaisesti permanentkynalla.
Merkitse kunkin putken korkki ja runko (PT, MCT). Merkitse pydrityskolonniputken
kasittelyputken (PT) runko. Sulje jokainen putki tai pydrityskolonniputki sen jalkeen, kun

siihen on siirretty nestettd.

e Naytteiden ja puskurien laikkyminen toimenpiteen aikana voi vahentéd RNA:n tuottoa ja

puhtautta.

e Ellei muutoin ilmoiteta, kaikki t&man  protokollan  vaiheet, mukaan lukien

sentrifugointivaiheet, on suoritettava huoneenlémméssa (15-25 °C).

Nukleiinihappojen monistustekniikoiden herkkyyden takia seuraavia varotoimia tarvitaan

kasiteltdessa naytteitd ristikontaminaation valttamiseksi.

® Pipetoi néyte varovasti pyérityskolonniputkeen (PRC, PSC) reunaa kastelematta.
® Vaihda pipetin karki aina liuvoksen siirtojen vélilla. Kéytd aerosolinestopipettikarkia.

e Alg kosketa pybrityskolonniputken (PRC, PSC) kalvoa pipetin kérjelld.
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Kun olet vorteksoinut tai lammittanyt mikrosentrifugiputkea (MCT), sentrifugoi sitd lyhyesti,

jotta korkin sisapuolella olevat pisarat lahtevat pois.
Kayta kéasineitd koko toimenpiteen ajan. Jos kasineet ja nédyte joutuvat kosketuksiin
toistensa kanssa, vaihda kdsineet valittomasti.

Sulie pyérityskolonniputki (PRC, PSC), ennen kuin asetat sen mikrosentrifugiin. Sentrifugoi

toimenpiteen kuvauksen mukaisesti.

Avaa vain yksi pyorityskolonniputki (PRC, PSC) kerrallaan ja varo huolellisesti tuottamasta

aerosoleja.

Jotta useita ndytteitd voidaan kasitelld yhtd aikaa tehokkaasti, taytd teline kéasittelyputkilla,
joihin pydrityskolonniputki (PRC, PSC) voidaan siirtad sentrifugikasittelyn jdalkeen. Havita
kaytetyt kasittelyputket (PT), joissa on lapivirtausnestettd, ja aseta uudet kasittelyputket (PT)

sisaltavat pydrityskolonniputki (PRC, PSC) suoraan mikrosentrifugiin.

Ennen kuin aloitat

56

Verindyte on ofeftava PAXgene Blood RNA Tube (BRT) -putkeen PAXgene Blood RNA Tube
-putken kdsikirjan ohjeiden mukaisesti. Katso tarvittaessa liitteestd C (sivu 75) suosituksia
PAXgene Blood RNA Tube (BRT) -putkien kasittelemisesta.

Varmista, ettd PAXgene Blood RNA Tube (BRT) -putkia inkuboidaan véhintéén 2 tuntia
huoneenldmmassa verindytteen oftamisen jdlkeen, jotta verisolut lysoituvat tdydellisesti.
PAXgene Blood RNA Tube (BRT) -putken inkubointi yon yli voi suurentaa tuottoa. Jos PAXgene
Blood RNA Tube (BRT) -putkea sdilytettiin lémpétilassa 2-8 °C, —20 °C tai -70°C
verindytteen ofon jdlkeen, tasapainota se ensin huoneenlampddn ja sdilyta sita sitten

huoneenldmmdssa kaksi (2) tuntia ennen toimenpiteen aloittamista.
Lue turvallisuustiedot sivulta 9.
Lue RNA:n kasittelyohjeet (liite A, sivu 72).

Varmista, ettd vdlineet, kuten pipetit ja ravistininkubaattori, on tarkastettu ja kalibroitu

saanndllisesti valmistajan ohjeiden mukaan.

Ravistininkubaattori tarvitaan vaiheissa 5 ja 20. Aseta ravistininkubaattorin lampétilaksi
55 °C.
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e Sidospuskuriin (BR2) voi muodostua saostuma sdilytyksen aikana. Lammitd puskuri

tarvittaessa 37 °C:seen, jotta se livkenee.

® Pesupuskuri 2 (BR4) toimitetaan konsentraattina. Lisdd ennen ensimmaista kayttokertaa
4 tilavuutta etanolia (96-100 %, puhtausluokka p.a.) pullon merkintdjen mukaan

tydskentelylivosta varten.

® Jos kaytat RNase-Free DNase Set -sarjoa ensimmaistd kertaa, valmista DNaasi | -
varastolivos. Livota kiinted DNaasi | (RNFD; 1500 Kunitz-yksikkéa) * 550 pl:aan DNaasi-
resuspensiopuskuria (DRB), joka sisdltyy sarjaan. Varmista, ettd DNaasi 1:a (RNFD) ei
havig, kun avaat pullon. Al vorteksoi kayttévalmiiksi saatettua DNaasi | (RNFD) -livosta.
DNaasi | on erittdin herkkd fyysiselle denaturoitumiselle. Sekoittaminen on tehtdva vain

kaantelemalla pulloa varovasti ylssalaisin.

® Nykyiset tiedot osoittavat, ettd kayttdvalmiiksi saatettua DNaasi | (RNFD) -livosta voidaan
sailyttdéa 2-8 °C:ssa enintdan é viikkoa. DNaasi | (RNFD) -livoksen pitkdkestoista
varastointia varten varastolivos on poistettava lasipullosta, jaettava yhden kayttdkerran
alikvootteihin (kdytd sarjan mukana tulevia 1,5 ml:n mikrosentrifugiputkia [MCT], ne
riittdvat viiteen alikvoottiin) ja asetettava —20 °C:seen enintddn 9 kuukaudeksi. Sulatettuja
alikvootteja voi sdilyttaa 2-8 °C:n lampétilassa enintdan 6 viikkoa. Alikvootteja ei saa

pakastaa uudelleen sulattamisen jalkeen.

e DNaasi | (RNFD) -livoksen kayttévalmiiksi saattamisessa ja alikvootteihin jakamisessa on

varmistettava, ettd noudatetaan RNA:n késittelyohieita (liite A, sivu 72).

* Kunitz-yksikét ovat yleisesti kaytettyja yksikoita DNaasi I:n mittaamiseen. Yksikén madritelmé on se DNaasi |:n maara,
joka aiheuttaa Azeo:n nousun 0,001 /minuutti/millilitra 25 °C:ssa, pH:ssa 5,0, kéytettdessa erittdin polymeroitunutta

DNA:ta substraattina (Kunitz, M. (1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 ja 363).
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Menetelmd

1.

Sentrifugoi PAXgene Blood RNA Tube (BRT) -putkea 10 minuuttia nopeudella 3000-5000

x g laitteella, jossa on ulos heilahtava roottori.

|'/ i) Varmista, ettd verindytettd on inkuboitu PAXgene Blood RNA Tube (BRT) -

N2 putkessa vahintaan 2 tuntia huoneenlamméssa (15-25 °C), jotta verisolut

lysoituvat taydellisesti.

( i) Roottorin taytyy sisaltad putkiadapterit pyoredpohijaisille putkille. Jos muuntyyppisia
- putkiodaptereita kdytetaan, putket voivat hajota sentrifugoinnin aikana.

Poista supernatantti dekantoimalla tai pipetoimalla. Lisda 4 ml RNaasitonta vettd (RNFW)

pellettiin ja sulje putki uudella toissijaisella BD Hemogard -sulkimella (sisaltyy sarjaan).

Jos supernatantti dekantoidaan, &la koske pellettiin ja kuivaa putken reuna puhtaalla

paperipyyhkeella.

. Vorteksoi, kunnes pelletti liukenee ndkyvésti, ja sentrifugoi 10 minuuttia nopeudella

3000-5000 x g laitteella, jossa on ulos heilahtava roottori. Poista ja hévitd supernatantti

kokonaisuudessaan.

Supernatanttiin vorteksoinnin jdlkeen ennen sentrifugointia jGdneet pienet epdpuhtaudet

eivét vaikuta toimenpiteeseen.

(\i) Jos supernatanttia ei poisteta kokonaan, se estdd lyysausta ja laimentaa

lysaattia, miké vaikuttaa RNA:n PAXgene-kalvoon kiinnittymisen olosuhteisiin.

Lisaa 350 pl resuspensiopuskuria (BR1) ja vorteksoi, kunnes pelletti liukenee nakyvasti.

5. Pipetoi néyte 1,5 ml:n mikrosentrifugiputkeen (MCT). Lisaa 300 pl sidospuskuria (BR2) ja

58

40 pl proteinaasi K:ta (PK). Sekoita vorteksoimalla 5 sekunnin ajan ja inkuboi
10 minuuttia 55 °C:ssa kayttamdalla ravistininkubaattoria nopeudella 400-1400 r/min.
Aseta inkubaation jdlkeen ravistininkubaattorin lampétilaksi 65 °C (vaihetta 20 varten).
|-/-i) Alg sekoita sidospuskuria (BR2) ja proteinaasi K:ta (PK) yhteen ennen niiden
L

liséamista naytteeseen.
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6. Pipetoi lysaattia suoraan PAXgene Shredder -pyérityskolonniputkeen (PSC, violetti), joka
on asefettu 2 ml:n kasittelyputkeen (PT), ja sentrifugoi 3 minuuttia maksiminopeudella
(mutta ei yli 20 000 x g).

|-‘/ij Pipetoi lysaatti varovasti pydrityskolonniputkeen (PSC) ja tarkista visuaalisesti,
N eftd lysaatti on taysin siirtynyt pyorityskolonniputkeen (PSC).

Jotta PSC- ja PT-putket eivét vahingoitu, &la ylitd nopeutta 20 000 x g.

|'/-i) Jotkin néytteet voivat virrata PAXgene Shredder -pydrityskolonniputken (PSC)
NS lapi sentrifugoimatta. Tama johtuu joidenkin ndytteiden véhaisestd

viskositeetista, eika sita pitdisi katsoa tuotteen toimimattomuuden merkiksi.

7. Siirrd lapivirtausfraktion koko supernatantti uuteen 1,5 ml:n mikrosentrifugiputkeen (MCT)

koskematta kasittelyputkessa olevaa pellettia.

8. Lisaa 350 pl etanolia (puhtausaste p.a., 96-100 %). Sekoita vorteksoimalla ja sentrifugoi
lyhyesti (1-2 sekuntia nopeudella 500-1000 x g), jotta pisarat putken korkin sisdpuolelta

|Ghtevat pois.

|-/-ij Sentrifugoinnin kesto ei saa olla yli 1-2 sekuntia, koska se voi aiheuttaa
X

nukleiinihappojen pelletditymistd ja vahentad kokonais-RNA:n tuottoa.

9. Pipetoi 700 pl néytettd PAXgene RNA -pydrityskolonniputkeen (PRC, punainen), joka on asetettu
2 ml:n késittelyputkeen (PT), ja sentrifugoi 1 minuutin ajan nopeudella 8000-20 000 x g. Aseta
pyorityskolonniputki (PRC) uuteen 2 ml:n kasittelyputkeen (PT) ja heitd pois vanha l&pivirtausta
sisaltava kasittelyputki (PT).

10.Pipetoi jdljelle jaanyt néyte PAXgene RNA -pydrityskolonniputkeen (PRC) ja sentrifugoi
1 minuutin ajan nopeudella 8000-20 000 x g. Aseta pydrityskolonniputki (PRC) uuteen
2 ml:n kasittelyputkeen (PT) ja heitd pois vanha lapivirtausta siséltava kasittelyputki (PT).
(\i) Pipetoi ndyte varovasti pydrityskolonniputkeen (PRC) ja tarkista visuaalisesti,

- eftd nayte on taysin siirtynyt pydrityskolonniputkeen (PRC).

11.Pipetoi 350 pl pesupuskuria 1 (BR3) PAXgene RNA -pydrityskolonniputkeen (PRC).
Sentrifugoi 1 minuutin ajan nopeudella 8000-20 000 x g. Aseta pyérityskolonniputki
(PRC) uuteen 2 ml:n kasittelyputkeen (PT) ja heitd pois vanha lapivirtausta sisdltava
kasittelyputki (PT).
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12.Lisaa 10 pl DNaasi | (RNFD) -varastolivosta 70 pl:aan DNA:n hajotuspuskuria (RDD), joka
on 1,5 ml:n mikrosentrifugiputkessa (MCT). Sekoita kadntamallé putkea varovasti ja

sentrifugoi lyhyesti kerdtdksesi jGanndsnesteen putken reunoilta.

Jos kasittelet esimerkiksi 10 ndytettd, liséa 100 pl DNaasi | (RNFD) -varastolivosta
700 pl:aan DNA:n hajotuspuskuria (RDD). Kayta sarjan mukana tulleita 1,5 mlin
mikrosentrifugiputkia (MCT).
|-/-i-\- DNaasi | on erittdin herkka fyysiselle denaturoitumiselle. Sekoittaminen on
\‘—J tehtéva vain kadntelemalla putkea varovasti. Ald vorteksoi.
13.Pipetoi DNaasi | (RNFD) -inkubaatioseos (80 pl) suoraan PAXgene RNA
pyérityskolonniputken (PRC) kalvolle ja aseta se tydpdydalle (20-30 °C) 15 minuutin
ajaksi.
|'/-i) Varmista, ettd DNaasi | (RNFD) -inkubaatioseos asetetaan suoraan kalvolle.
N2 DNaasin hajotus on epataydellistd, jos osa seoksesta lisataan
pydrityskolonniputken (PRC) seindmille tai O-renkaalle ja se pysyy sielld.
14.Pipetoi 350 pl pesupuskuria 1 (BR3) PAXgene RNA -pyérityskolonniputkeen (PRC) ja sentrifugoi
1 minuutin gjan nopeudella 8000-20 000 x g. Aseta pydrityskolonniputki (PRC) uuteen 2 ml:n
kasittelyputkeen (PT) ja heitd pois vanha lapivirtausta sisaltava kasittelyputki (PT).
15.Pipetoi 500 pl pesupuskuria 2 (BR4) PAXgene RNA -pyérityskolonniputkeen (PRC) ja sentrifugoi
1 minuutin ajan nopeudella 8000-20 000 x g. Aseta pydrityskolonniputki (PRC) uuteen 2 ml:n
kasittelyputkeen (PT) ja heitd pois vanha lapivirtausta sisaltava kasittelyputki (PT).
|"/i) Pesupuskuri 2 (BR4) toimitetaan konsentraattina. Varmista, eftd etanoli on
N2 lisatty pesupuskuriin 2 (BR4) ennen kayttdd (katso Ennen kuin aloitat, sivu 56).
16.Liséa toiset 500 pl pesupuskuria 2 (BR4) PAXgene RNA -pydrityskolonniputkeen (PRC).
Kayta sentrifugissa 3 minuuttia nopeudella 8000-20 000 x g
17 Heita pois lapivirtausta siscltava  kasittelyputki  (PT) jo aseta PAXgene RNA -

pyorityskolonniputki (PRC) uuteen 2 ml:n kasittelyputkeen (PT). Kéytd sentrifugissa 1
minuutti nopeudella 8000-20 000 x g
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18.Heitd pois lapivirtauksen sisaltava  kasittelyputki  (PT).  Aseta PAXgene RNA -
pydrityskolonniputki  (PRC) 1,5 ml:n mikrosentrifugiputkeen (MCT) ja pipetoi 40 pl
eluutiopuskuria (BR5) suoraan PAXgene RNA -pydrityskolonniputken (PRC) kalvolle. Kayta
sentrifugissa 1 minuutti nopeudella 8000-20 000 x g RNA:n eluoimista varten.

On tdrkedd kastella koko kalvo eluutiopuskurilla (BR5), jotta saavutetaan maksimi

eluutiotehokkuus.

19.Toista eluutiovaihe (vaihe 18) kuvauksen mukaisesti kayttamalla 40 pl eluutiopuskuria

(BR5) ja samaa mikrosentrifugiputkea (MCT).

20.Inkuboi eluaattia 5 minuuttia 65 °C:ssa ravistininkubaattorissa (vaiheesta 5) ravistamatta.

Inkuboinnin jdlkeen jaahdyta valitdomasti jaan avulla.

Tama inkubaatio 65 °C:ssa denaturoi RNA:n myshempia sovelluksia varten. Alg ylitd

inkubaatioaikaa tai ladmpétilaa.
21.Jos RNA-naytteitd ei kayteta valittdmasti, sailyta niitd =20 °C:ssa tai —70 °C:ssa.
Koska RNA pysyy denaturoituneena toistuvan pakastuksen ja sulatuksen jalkeen,

inkubointia 65 °C:ssa ei ole tarpeen toistaa. Jos kaytat RNA-ndytteitd diagnostisessa

mdadrityksessd, noudata valmistajan antamia ohjeita.

Tarkkaa RNA:n kvantifiointia varten 260 nm:n absorbanssilla on suositeltavaa laimentaa
naytteet 10 mM:n Tris-HCL:llG, pH 7,5.* Naytteen laimentaminen RNaasittomalla vedella

voi johtaa epdtarkan alhaisiin arvoihin.

Nollaa spekirofotometri kéyttémélla nollanéytettd, joka on valmistettu samasta madaréstd

eluutiopuskuria (BRS) ja TrisHCl-puskuria kuin mitattavissa naytteissa. Eluutiopuskurilla (BR5) on

korkea absorbanssi 220 nm, mikd voi johtaa korkeisiin tausta-absorbanssitasoihin, jos

spekirofotometri ei ole asianmukaisesti nollattu.

(\i) Tris-HCl-puskurissa kvantifiointiin on kdytettdvé suhdetta Ao = 1 = 44 pg/ml.
— Katso liite B, sivu 73.

* Kun késittelet kemikaaleja, kéytd aina asianmukaista suojavaatetusta, kertakéyttdkdsineitd ja suojalaseja. Lisdtietoja
saa tuotekohtaisista kayttdturvallisuustiedotteista, jotka ovat saatavana tuotteen toimittajalta.
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Protokolla: Automaattinen kokonais-RNA:n

puhdistus ihmisen kokoverestd, joka on otettu
PAXgene Blood RNA Tube (BRT) -putkiin

Tarkeitd huomioita ennen kuin aloitat

Varmista, ettd pakkauksen laatikko on ehjd ja vahingoittumaton ja ettd puskurit eivét ole

vuotaneet. Alg kéytd sarjaa, joka on vahingoittunut.

Kun kéytat pipettia, varmista, ettd se on asefettu oikeaan madrdén ja eftd neste

aspiroidaan ja fiputetaan varovasti ja kokonaisuudessaan.

Jotta naytteitd ei siirretd vaaradn putkeen tai muovitarvikkeeseen, on varmistettava, eftd
kaikki kasittelyputket (PT), mikrosentrifugiputket (MCT) ja roottoriadapterit on merkitty
asianmukaisesti permanentkyndlld. Merkitse kunkin mikrosentrifugiputken (MCT) korkki ja

runko, kunkin kasittelyputken (PT) runko ja kunkin roottoriadapterin ulkoseingma.

Naytteiden ja puskurien lgikkyminen toimenpiteen aikana voi vdhentdd RNA:n tuottoa ja

puhtautta.

Ellei muutoin ilmoiteta, kaikki témén protokollan vaiheet, mukaan lukien sentrifugointivaiheet,

on suorifettava huoneenldmmaéssa (15-25 °C).

Nukleiinihappojen monistustekniikoiden herkkyyden takia seuraavia varotoimia tarvitaan

kasiteltdessa naytteitd ristikontaminaation véltamiseksi.
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Pipetoi ndyte varovasti kasittelyputken (PT) pohijalle kastelematta putken reunaa.
Vaihda pipetin kérki aina liuoksen siirtojen valilla. Kaytd aerosolinestopipettikarkia.
Alg kosketa pybrityskolonniputken (PRC, PSC) kalvoa pipetin kérjelld.

Kun olet vorteksoinut tai lammittényt mikrosentrifugiputkea (MCT), sentrifugoi sitd lyhyesti,

jotta korkin sisdpuolella olevat pisarat |Ghtevat pois.
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Kayta késineitd koko toimenpiteen ajan. Jos kasineet ja nédyte joutuvat kosketuksiin

toistensa kanssa, vaihda kdsineet valittomasti.

Ennen kuin aloitat

Verindyte on otettava PAXgene Blood RNA Tube (BRT) -putkeen PAXgene Blood RNA Tube
-putken kdsikirjan ohjeiden mukaisesti. Katso tarvittaessa liitteestd C (sivu 75) suosituksia
PAXgene Blood RNA Tube (BRT) -putkien kasittelemisestd.

Varmista, ettd PAXgene Blood RNA Tube (BRT) -putkia inkuboidaan vahintdan 2 tuntia
huoneenlammdssa verindytteen oftamisen jdlkeen, jotta verisolut lysoituvat taydellisesti.
PAXgene Blood RNA Tube (BRT) -putken inkubointi yén yli voi suurentaa tuottoa. Jos PAXgene
Blood RNA Tube (BRT) -putkea sdilytettiin lampétilassa 2-8 °C, -20 °C tai -70°C
verindytteen oton jdlkeen, tasapainota se ensin huoneenlampddn ja sdilyta sitd sitten
huoneenlammdssa kaksi (2) tuntia ennen toimenpiteen aloittamista.

Lue turvallisuustiedot sivulta 9.

Katso Tarkeitd ilmoituksia, sivu 41.

Lue RNA:n kasittelyohjeet (liite A, sivu 72).

Lue asianomaisen QlAcube-laitteen kdyttdopas ja QlAcube-laitteen mukana tulleet
lisatiedot ja kiinnita erityistad huomiota turvallisuustietoihin.

Varmista, ettd laitteet ja vélineet, kuten pipetit ja QlAcube-laite, on tarkastettu ja kalibroitu
saanndllisesti valmistajan ohjeiden mukaan.

Sidospuskuriin (BR2) voi muodostua saostuma sdilytyksen aikana. Lammitd puskuri
tarvittaessa 37 °C:seen, jotta se livkenee.

Pesupuskuri 2 (BR4) toimitetaan konsentraattina. LisGd ennen ensimmdistd kayttdkertaa
sopiva maard etanolia (96-100 %, puhtausluokka p.a.) pullon merkintdjen mukaan

tydskentelylivosta varten.
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® Jos kaytat RNaseFree DNase Set -sarjaa ensimmdistd kertaa, valmista DNaasi | -varastoliuos.

Livola kiinfed DNaasi | (RNFD; 1500 Kunitzyksikkéd)* 550 pl:aan  DNaasi-
resuspensiopuskuria (DRB), joka siséltyy sarjaan. Varmista, ettd DNaasi I:é (RNFD) ei havid,
kun avaat pullon. Ala vorteksoi kaytévalmiiksi saatettua DNaasi | (RNFD) Jivosta. DNaasi | on
eritt@in herkka fyysiselle denaturoitumiselle. Sekoittaminen on tehtava vain kédntelemallé pulloa

varovasti ylésalaisin.

Nykyiset tiedot osoittavat, ettd kayttdvalmiiksi saatettua DNaasi | (RNFD) -livosta voidaan
sailyttdéa 2-8 °C:ssa enintdan 6 viikkoa. DNaasi | (RNFD) -livoksen pitkdkestoista
varastointia varten varastolivos on poistettava lasipullosta, jaettava yhden kéayttdkerran
alikvootteihin (kdytd sarjan mukana tulevia 1,5 ml:n mikrosentrifugiputkia [MCT], ne
riittdvat viiteen alikvoottiin) ja asetettava =20 °C:seen enintadn 9 kuukaudeksi. Sulatettuja
alikvootteja voi sdilyttaa 2-8 °C:n lampétilassa enintdan 6 viikkoa. Alikvootteja ei saa

pakastaa uudelleen sulattamisen jdlkeen.

DNaasi | (RNFD) -liuoksen kayttévalmiiksi saattamisessa ja alikvootteihin jakamisessa on

varmistettava, ettd noudatetaan RNA:n kasittelyohijeita (liite A, sivu 72).

Asenna oikea ravistinadapteri (tulee QlAcube-laitteen mukana; kéytd adapteria 2 ml:n
turvalukitusputkille, joissa on merkintd 2) ja aseta ravistelijateline adapterin padlle.
Tarkista jatelokero ja tyhjennd se tarvittaessa.

Asenna liittyvét protokollat, jos sitd ei ole jo tehty edellisten ajojen yhteydessa. QlAcube
Connect MDx edellyttad kaikkien asianomaisessa zip-tiedostossa olevien protokollien
lataamista. Klassisen QlAcube-laitteen kohdalla asenna seka PAXgene Blood RNA Part A-
ettd PAXgene Blood RNA Part B -protokollat. Katso Protokollien asentaminen QlAcube-

laitteisiin, sivu 44.

* Kunitz-yksikét ovat yleisesti kaytettyja yksikoitd DNaasi I:n mittaamiseen. Yksikén madritelmé on se DNaasi I:n
mddrd, joka aiheuttaa Azso:n nousun 0,001 /minuutti/millilitra 25 °C:ssa, pH:ssa 5,0, kaytettdessa erittdin

polymeroitunutta DNA:ta substraattina (Kunitz, M. (1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 ja 363).
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Menetelméa
1. Sulie QlAcube-laitteen suojus ja katkaise laitteen virta virtakytkimesta (QlAcube Connect

MDx: katso kuva 17, sivu 42; QlAcube: katso kuva 18, sivu 43).

Aanimerkki kuuluu ja kdynnistysndytts tulee nakyviin. Laitteet tekevat kaynnistykseen

liittyvat testit automaattisesti.

2. Avaa QlAcube-laitteen suojus ja aseta tarvittavat reagenssit ja muovitarvikkeet QlAcube-

laitteeseen. Katso QlAcube-laitteiden tayttdminen, sivu 45.

Ajan  saastamiseksi  tayttd  voidaan tehdd yhden tai molempien 10 minuutin

sentrifugointivaiheen (vaiheet 3 ja 5) aikana.

3. Sentrifugoi PAXgene Blood RNA Tube (BRT) -putkea 10 minuuttia nopeudella 3000-5000 x g

laitteella, jossa on ulos heilahtava roottori.

|-/-i> Varmista, ettd verindytettd on inkuboitu PAXgene Blood RNA Tube (BRT) -
N2 putkessa vahintdan 2 tuntia huoneenldmmadssa (15-25 °C), jotta verisolut
lysoituvat taydellisesti.

|"/i) Roottorin téytyy sisaltad putkiadapterit pydredpohiaisille putkille. Jos muuntyyppisic
N2 putkiadaptereita kéytetédn, putket voivat hajota sentrifugoinnin aikana.

4. Poista supernatantti dekantoimalla tai pipetoimalla. Lisdd 4 ml RNaasitonta vettd (RNFW)
pellettiin ja sulje putki uudella toissijaisella BD Hemogard -sulkimella (sisaltyy sarjaan).
Jos supernatantti dekantoidaan, &la koske pellettiin ja kuivaa putken reuna puhtaalla

paperipyyhkeella.

5. Vorteksoi, kunnes pelletti livkenee nékyvasti, ja sentrifugoi 10 minuuttia nopeudella
3000-5000 x g laitteella, jossa on ulos heilahtava roottori. Poista ja havitd supernatantti

kokonaisuudessaan.

Supernatanttiin vorteksoinnin jalkeen ennen sentrifugointia jGéneet pienet epdpuhtaudet

eivat vaikuta toimenpiteeseen.

|'/ i) Jos supernatanttia ei poisteta kokonaan, se estaa lyysausta ja laimentaa
pL

lysaattia, mika vaikuttaa RNA:n PAXgene-kalvoon kiinnittymisen olosuhteisiin.

6. Lisaa 350 pl resuspensiopuskuria (BR1) ja vorteksoi, kunnes pelletti liukenee nakyvasti.
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7. Pipetoi ndyte 2 ml:n késittelyputkeen (PT).

(\i) Kayta PAXgene Blood RNA Kit -sarjan siséltémia 2 ml:n kéasittelyputkia (PT).

8. Asefa avoimet, naytettd sisaltavat kasittelyputket (PT) QlAcube-laitteen ravistelijaan (QlAcube
Connect MDx: katso kuva 21, sivu 47; QlAcube: katso kuva 22, sivu 48). Naytepaikat on
numeroitu asettamisen helpottamiseksi. Aseta ravistelijatelineen tulpat (tulevat QlAcube-laitteen
mukana) ravistelijatelineen reunoilla oleviin aukkoihin kunkin késittelyputken viereen. Tama

mahdollistaa naytteiden tunnistuksen asetustarkistuksen aikana.

I,/i) Varmista, ettd oikea ravistinadapteri (Shaker Adapter, 2 ml, turvalukitusputket,
L

merkitty numerolla 2, tulee QlAcube-laitteen mukana) on asennettu.

|'/-i) Jos késittelet alle 12 ndytettd, aseta ravistinteline kuvan 26, sivu 52,
= mukaisesti. Yhtd tai 11 naytettd ei voi kasitelld. Ravistelijatelineen

paikkanumerot vastaavat sentrifugin paikkanumeroita.

9. Sulie QlAcube-laitteen suojus (QlAcube Connect MDx: katso kuva 17, sivu 42; QlAcube:
katso kuva 18, sivu 43).

10.Valitse PAXgene Blood RNA Part A -protokolla ja kdynnistd se.
Noudata QlAcube-laitteen kosketusnéytdssa annettuja ohjeita.

I'/ l) Varmista, ettd molemmat ohjelman osat (A ja B) on asennettu QlAcube-
‘1

laitteeseen (katso Protokollien asentaminen QlAcube-laitteisiin, sivu 44).

|-/-i) QlAcube-laitteet tekevét asetustarkistukset naytteille, kariille,
A

roottoriadaptereille ja reagenssipulloille.

11.Kun PAXgene Blood RNA Part A -protokolla on valmis, avaa QlAcube-laitteen suojus
(QlAcube Connect MDx: katso kuva 17, sivu 42; QlAcube: katso kuva 18, sivu 43). Poista
jo heitd pois PAXgene RNA -pydrityskolonniputket (PRC) roottoriadaptereista ja tyhjat
kasittelyputket (PT) ravistelijasta.
|-/-ij Ajon aikana laite siirtaa pyérityskolonniputket roottoriadapterin paikasta 1
N2 (kannen paikka L1) roottoriadapterin paikkaan 3 (kannen paikka L2)

(katso kuva 24, sivu 50).
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12.Sulie kaikkien puhdistettua RNA:ta roottoriadaptereissa (paikka 3, kannen paikka L3,
katso kuva 24, sivu 50) sisdltavien 1,5 ml:n mikrosentrifugiputkien (MCT) korkit. Siirré
1,5 ml:n mikrosentrifugiputket (MCT) QlAcube-laitteen ravistelijoan (QlAcube Connect
MDx: katso kuva 21, sivu 47; QlAcube: katso kuva 22, sivu 48).

13.Sulje QlAcube-laitteen suojus (QlAcube Connect MDx: katso kuva 17, sivu 42; QlAcube:
katso kuva 18, sivu 43).

14.Valitse PAXgene Blood RNA Part B -protokolla ja kéynnista se.
Noudata QlAcube-laitteen kosketusnéyttoon tulevia ohjeita.
|-/-i) Tama ohjelma inkuboi néytteitd 65 °C:ssa ja denaturoi RNA:n mydhempid
N sovelluksia varten. Vaikka mydhempi sovellus sisaltdisi
lampddenaturointivaiheen, ala |Gt tata vaihetta tekematta. Riittava RNA:n

denaturointi on tarkedd, jotta mydhemmdat sovellukset ovat mahdollisimman
tehokkaita.

15.Kun PAXgene Blood RNA Part B -ohjelma on valmis, avaa QlAcube-aitteen suojus
(QlAcube Connect MDx: katso kuva 17, sivu 42; QlAcube: katso kuva 18, sivu 43). Aseta
puhdistetun RNA:n sisaltévat mikrosentrifugiputket (MCT) vélitdmasti jaéhan.

VAROITUS: Kuuma pinta. Ravistelija voi lémmet& jopa 70 °C: n lampdtiloihin.
Valta koskemasta sitd, kun se on kuuma.

( ' Alg anna puhdistetun RNA:n jaada QlAcube-laitteeseen. Koska néytteitd ei ole
\‘—) jaahdytetty, puhdistettu RNA voi hajota. Valvomattomia yéllé tapahtuvia
ndytteen valmisteluajoja ei tdman vuoksi suositella.
16.Jos RNA-naytteitd ei kdytetd valittomasti, sailyta niitd —20 °C:ssa tai =70 °C:ssa.
Koska RNA pysyy denaturoituneena toistuvan pakastuksen ja sulatuksen jdlkeen, ei ole
tarpeen foistaa lampainkubointiprotokollaa (PAXgene Blood RNA Part B). Jos RNA-ndytteitd

kaytetaan diagnostisessa madrityksessa, on noudatettava valmistajan antamia ohjeita.
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Tarkkaa RNA:n kvantifiointia varten 260 nm:n absorbanssilla on suositeltavaa laimentaa
naytteet 10 mM:n Tris-HCl:llg, pH 7,5.* Naytteen laimentaminen RNaasittomalla vedella

voi johtaa epétarkan alhaisiin arvoihin.

Nollaa spekirofotometri kayttamalla nollandytettd, joka on valmistettu samasta maarastd
eluutiopuskuria (BR5) ja Tris-HCl-puskuria kuin mitattavissa naytteissd. Eluutiopuskurilla
(BR5) on korkea absorbanssi 220 nm, mikd voi johtaa korkeisiin tausta-
absorbanssitasoihin, jos spekirofotometrig ei ole asianmukaisesti nollattu.

|-/-ij Tris-HCl-puskurissa kvantifiointiin on kéytettéva suhdetta
X

Ao = 1 => 44 pg/ml. Katso liite B, sivu 73.

17 .Poista reagenssipulloteline QlAcube-laitteen tydpdydalta (QlAcube Connect MDx: katso kuva

21, sivu 47; QlAcube: katso kuva 22, sivu 48) ja sulje kaikki pullot asianmukaisesti merkityilla
korkeilla. Pulloissa olevaa puskuria voidaan sailyttad huoneenlamméssé (15-25 °C) enintdén
3 kuukauden ajan. Poista ja havitd QlAcubelaitteen mikrosentrifugiputkien aukoissa oleviin
kasittelyputkiin (PT) jGaneet reagenssit. Poista ja havitd roottoriadapterit sentrifugista. Tyhjenna
QIAcube Connect MDx Haitteen jdtelokero (QIAcube Connect MDx: katso kuva 17, sivu 42;
QlAcube: katso kuva 18, sivu 43). Sulie QlAcubelaitteen suojus ja katkaise laitteen virta

virtakytkimesta.

* Kun késittelet kemikaaleja, kéytd aina asianmukaista suojavaatetusta, kertakéyttdkdsineitd ja suojalaseja. Lisdtietoja

saa tuotekohtaisista kayttdturvallisuustiedotteista, jotka ovat saatavana tuotteen toimittajalta.
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Vianmadaritys

Tama vianmadritysohje voi auttaa mahdollisissa esiin tulevissa ongelmissa. Lisdtietoja on
saatavissa teknisen tuen sivustostamme usein kysyttyjen kysymysten (Frequently Asked
Questions, FAQ) osiosta: www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN:in teknisen palvelun
asiantuntijat vastaavat aina mielellaén kysymyksiisi, koskivatpa ne sitten tamén kasikirjan
tietoja tai tassd kasikirjassa esiteltyja protokollia tai ndytteisiin ja madrityksiin liittyvia

tekniikoita. (Katso yhteystiedot tdmén takakannesta tai osoitteesta www.giagen.com.)

Huomautuksia ja ehdotuksia

RNA hajonnut
RNaasi-kontaminaatio I./"'_\. Ole varovainen, ettet vie RNaaseja
\!J reagensseihin toimenpiteen tai mydhemmén
kasittelyn aikana (katso Liite A, sivu 72).
Heikko RNA:n tuotto
a) Alle 2,5 ml verta otettu I./-"_\. Varmista, ettd 2,5 ml verta on otettu
PAXgene Blood RNA \!) PAXgene Blood RNA Tube (BRT) -putkeen
Tube (BRT) -putkeen (katso PAXgene Blood RNA Tube -kdsikirja).

b) RNA-pitoisuus mitattuna I./"'\. RNA on laimennettava 10 mM:n Tris-
vedessd \!) HCl:lla, pH 7,5, * tarkkaa kvantifiointia
varten (katso Liite B, sivu 73).

c) Solujdte siirretty I./"'_\. Vélta siirtamasta suuria hivkkasia, kun pipetoit
PAXgene RNA - \!J supernatanttia manuaalisen protokollan
pydrityskolonniputkeen vaiheessa 7 (pienen solujétemadrdn
(PRC) manuadalisen siirtdminen ei vaikuta toimenpiteeseen).

protokollan vaiheissa 9

ja 10

* Kun késittelet kemikaaleja, kéytd aina asianmukaista suojavaatetusta, kertakéyttdkdsineitd ja suojalaseja. Lisdtietoja
saa tuotekohtaisista kayttdturvallisuustiedotteista, jotka ovat saatavana tuotteen toimittajalta.
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Huomautuksia ja ehdotuksia

d) Supernatanttia ei I'/ ™
poistettu tdysin \!)
vaiheessa 3

e) PAXgene Blood RNA I-/-"_\-
Tube (BRT) -putkeen \IJ
oftamisen jalkeen verta
inkuboidaan alle
2 tuntia.

Matala Aze0-/ Azso-arvo

a) Vettd kaytetty I./ -y
laimentamaan RNA:ta \IJ
Aaso/ Azgo-mittausta

varten
b) Spekirofotometric ei I'/ R
ole nollattu kunnolla \,IJ

Varmista, ettd supernatantti poistetaan
kokonaisuudessaan. Jos supernatantti
dekantoidaan, poista pisarat PAXgene
Blood RNA Tube (BRT) -putken reunasta
taputtelemalla sité paperipyyhkeeseen.
Ryhdy tarvittaviin varotoimiin
ristikontaminaation estamiseksi.

Inkuboi verta PAXgene Blood RNA Tube
(BRT) -putkessa vahintadn 2 tuntia
naytteenoton jdlkeen.

Kayta 10 mM:n Tris-HCl:&a, pH 7,5,
laimentamaan RNA ennen puhtauden
mittaamista* (katso Liite B, sivu 73).

Nollaa spektrofotometri kayttamalla
nollandytettd, joka on valmistettu samasta
mé&dardsta eluutiopuskuria (BR5) ja 10 mM:n
Tris-HCl-puskuria, pH 7,5, kuin mitattavissa
ndytteissd. Eluutiopuskurilla (BR5) on
korkea absorbanssi 220 nm, mikd voi
johtaa korkeisiin tausta-absorbanssitasoihin,
jos spekirofotometric ei ole asianmukaisesti
nollattu.

* 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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Huomautuksia ja ehdotuksia

Laitteen toimintahdirié

QlAcube-laitteet eivat

toimineet oikein

PAXgene Blood RNA késikirja

12/2020

Lue asianomainen QlAcube-kaytdopas ja kiinnitd
huomiota erityisesti Vianmddritys-osioon. Varmista,
ettd QlAcube on huollettu asianmukaisesti
kayttdoppaan ohjeiden mukaisesti.
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Liite A: Yleisid huomautuksia RNA:n kasittelysta

RNA:n kasitteleminen

e
L

Ribonukleaasit (RNaasit) ovat erittdin vakaita ja akfiivisia entsyymejd, jotka
eivat tavallisesti edellyté kofaktoreita toimiakseen. Koska RNaaseja on vaikea
inaktivoida ja jopa pikkuruiset madrét riittavat hajottamaan RNA:ta, mitdan
muovi- tai lasitarvikkeita ei saa kayttad poistamatta ensin mahdollista RNaasi-
kontaminaatiota. On oltava erittdin varovainen, eftei RNaaseja viedd
vahingossa RNA-ndytteeseen puhdistustoimenpiteen aikana tai sen jalkeen.
Jotta voidaan luoda ja yllépitéd RNaasitonta ymparistdd, esikasittelyn aikana
on ryhdyttava varotoimiin ja kaytettava kertakaytoisia ja ei-kertakayttoisia

astioita ja livoksia RNA:n kanssa tydskenneltéessd.

Yleinen kasittely

e
N

Asianmukaista mikrobiologista, aseptista tekniikkaa on aina kaytettava
tydskenneltdessd RNA:n kanssa. Kasissa ja polyssa on bakteereita ja homeita,
ne ovat yleisid RNaasi-kontaminaation lghteita. Esta ihon pinnan tai polyisten
laboratoriovélineiden aiheuttamat RNaasi-kontaminaatiot  kéyttamalla  aina
lateksi- tai vinyylikdsineitd, kun késittelet reagensseja ja RNA-ngytteitd. Vaihda
kasineet usein ja pida putket suljettuina aina kun mahdollista. Pida puhdistettu

RNA jadssd, kun alikvootteja pipetoidaan myshempid kayttdtarkoituksia varten.

Protokollia RNaasi-kontaminaation poistamiseen lasitarvikkeista ja livoksista l6ytyy yleisista

molekyylibiologian oppaista, kuten Sambrook, J. and Russell, D. W. (2001) Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 3rd ed. Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor

Laboratory Press.

72

PAXgene Blood RNA -késikirjia  12/2020



Liite B: KokonaisRNA:n kvantifiointi ja laadun
maaritys

RNA:n kvantifiointi

RNA:n pitoisuus on madritettdva mittaamalla absorbanssi 260 nm:ssa (Azeo) spekirofotometrilla.
Merkittéivyyden varmistamiseksi lukemien tulisi olla spekirofotometrien lineaarisella alueella. Yhden
yksikén absorbanssi aallonpituudella 260 nm vastaa 44 pg:aa RNA:ta millilitrassa (Aso = 1 =
44 pg/ml). Tama suhde on voimassa vain mittauksissa, jotka tehd@an 10 mM:n TrisHCl-
puskurissa,* pH 7,5,. Siksi jos on tarpeen laimentaa RNAnéytettd, se on tehtdva 10 mM:n Tris-
HCl-puskurilla. Kuten jaliempéna on selosteftu (katso RNA:n puhtaus, sivu 74), absorbanssiarvojen
suhde 260 ja 280 nm:ssd tuottaa arvion RNA:n puhtaudesta. Mitattaessa RNA-ndytteitd on
varmistettava, ettd kyvefit ovat RNaasittomia. Nollaa spektrofotometri kéyttémalla nollandytettd,
joka on valmistettu samasta madréasta eluutiopuskuria (BR5) ja Tris-HCl-puskuria kuin mitattavissa
ndytteissd. Eluutiopuskurilla (BRS) on korkea absorbanssi 220 nm, miké voi johtaa korkeisiin tausto-
absorbanssitasoihin, jos spekirofotometria ei ole asianmukaisesti nollattu. Esimerkki RNA:n

kvantificinnissa kaytetystd laskennasta on esitetty jéliempand.

RNA-naytteen tilavuus = 80l
Laimennus (1/15) 10 pl RNA-ngytettd + 140 pl 10 mM:n Tris-HCl:a, pH 7,5
Mittaa kyvetissé (RNaasittomassa) olevan laimennetun néytteen absorbanssi.
A260 = 0,3
Naytteen pitoisuus = 44 x Ao x laimennuskerroin
= 44x03x15
= 198 pg/ml
Kokonaistuotto = pitoisuus x naytteen tilavuus millilitroina
= 198 pg/ml x 0,08 ml
= 15,8 pg RNA

* Kun késittelet kemikaaleja, kéytd aina asianmukaista suojavaatetusta, kertakéyttdkdsineitd ja suojalaseja. Lisdtietoja
saa tuotekohtaisista kayttdturvallisuustiedotteista, jotka ovat saatavana tuotteen toimittajalta.
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RNA:n puhtaus

260 nm:ssd ja 280 nm:ssd@ (Azso/Az2g0) mitattujen lukemien suhde antaa arvion RNA:n
puhtaudesta suhteessa kontaminantteihin, jotka absorboivat UV-valoa, kuten proteiini. pH
kuitenkin vaikuttaa merkittévasti Azso-/ Azso-suhteeseen. Matalampi pH tuottaa matalamman
A2/ Azso-suhteen ja pienemmadn herkkyyden proteiinikontaminaatiolle. * Tarkkoja arvoja
varten on suositeltavaa mitata absorbanssi 10 mM:n Tris-HCl-puskurissa, pH 7,5. Puhtaalla
RNA:lla on Aso-/Azosuhde 1,8-2,2 10 mM:n Tris-HCl-puskurissa, pH 7,5. Nollaa
spekirofotometri  kayttamalla  nollandytettd, joka on valmistettu samasta madrésta
eluutiopuskuria (BR5) ja Tris-HCl-puskuria kuin mitattavissa naytteissa. Eluutiopuskurilla (BR5)
on korkea absorbanssi 220 nm, mik& voi johtaa korkeisiin tausta-absorbanssitasoihin, jos

spekirofotometrid ei ole asianmukaisesti nollattu.

* 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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Liite C: PAXgene Blood RNA Tube (BRT) -putkien

kasitteleminen
|-/-') Seuraavat BD:n suositukset voivat olla hyddyllisia kasiteltGessé PAXgene Blood
~ RNA Tube (BRT) -putkia. Katso PAXgene Blood RNA Tube -kdsikirjasta lisatietoja
PAXgene Blood RNA Tube (BRT) -putkista.

Ohjeet BD Hemogard -sulkimen poistamiseen

1. Tartu PAXgene Blood RNA Tube (BRT) -putkeen toisella kadelld jo aseta peukalo BD
Hemogard -sulkimen alle. (LisGa vakautta asettamalla kasivarsi tasaiselle pinnalle.) Véaanna
BD Hemogard -suljinta toisella kadelld, kun samanaikaisesti painat toisen kaden peukalolla
ylspain VAIN, KUNNES PUTKEN SULIN ON LOYSALLA.

2. Siirra peukalo pois, ennen kuin nostat sulkimen. ALA kéytd peukaloa painamaan suljinta pois
PAXgene Blood RNA Tube (BRT) -putkesta. Huomio: Jos PAXgene Blood RNA Tube (BRT)
sisdltdd verta, on olemassa altistumisvaara. Loukkaantumisen estamiseksi sulkimen
poistamisen yhteydessd on tarkedd, ettd peukalo, jolla suljinta painetaan yléspdin, ei enda
koske PAXgene Blood RNA Tube (BRT) -putkeen vélitdmasti, kun BD Hemogard -suljin |8ystyy.

3. Nosta suljin pois PAXgene Blood RNA Tube (BRT) -putkesta. Mikdli muovisuojus irtoaa
kumitulpasta, ALA KOKOA SUUINTA UUDELLEEN. Poista kumisuljin varovasti PAXgene
Blood RNA Tube (BRT) -putkesta.

Ohijeet toissijaisen BD Hemogard -sulkimen asettamiseen

1. Aseta suljin PAXgene Blood RNA Tube (BRT) -putken p&dhan.

2. Vaénnd ja paina alaspdin tivkasti, kunnes suljin on asettunut uudelleen kokonaan.
Sulkimen taydellinen vudelleenasetus on tarpeen, jotta se pysyy tiukasti PAXgene Blood
RNA Tube (BRT) -putkessa késittelyn aikana.
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Tilaustiedot

Tuote

Sisalto

Tuotenro

PAXgene Blood RNA Kit (50)

PAXgene Blood RNA Tubes (100)

50 PAXgene Spin Column -putkeaq,
50 Shredder Spin Column -putkea,
kasittelyputkia, RNaasitonta DNaasi
I:4, RNaasittomia reagensseja ja
puskureita. Kaytettavaksi yhdessd
PAXgene Blood RNA Tube -putkien

kanssa

100 verindyteputkea

Liittyvdt tuotteet, jotka voi tilata QIAGENilta

Starter Pack, QlAcube

Filter-Tips, 1000 pl (1024)

Reagent Bottles, 30 ml (6)

Rotor Adapters (10 x 24)

76

Pakkaus sisaltaa: reagenssipullotelineet
(3); telineen merkintatarrat (8);

200 pl:n suodatinkérjet (1024);

1000 pl:n suodatinkérijet (1024);
1000 pl:n suodatinkariet,
levedaukkoiset (1024); 30 ml:n
reagenssipullot (18); roottoriadapterit
(240); roottoriadapterin pidike

Steriilit, kertakayttoiset suodatinkariet,
telineessd

Korkilliset reagenssipullot (30 ml),

6 kappaleen pakkaus, kaytettavaksi
QlAcube-laitteen reagenssipullotelineen
kanssa

240 preparaatiofa varten:
240 kertakayttsistd roottoriadapteria,
kaytettavaksi QlAcube-laitteiden kanssa

762174

762165

990395

990352

990393

990394

PAXgene Blood RNA -késikirjia  12/2020



Reagent Bottle Rack Teline, johon mahtuu 6 x 30 ml:n
reagenssipulloa QlAcube-laitteen
tyopdydalle

Rotor Adapter Holder 12 kertakaytaisen roottoriadapterin
pidike, kaytettavaksi QlAcube-
laitteiden kanssa

Liittyvat tuotteet, jotka voi tilata BD:lta*

Blood Collection Set BD Vacutainer® Safety-Lok™ 6 Blood
Collection Set: 21 G:n, 0,75 tuuman
(0,8 x 19 mm:n) neula, 12 tuuman
(305 mm:n) letku, jossa luer-sovitin;

50/laatikko, 200/ pakkaus

BD Vacutainer One-Use Holder Pelkkd kotelo 13 mm:n ja 16 mm:n
halkaisijalle; 1000/kotelo

BD Vacutainer Plus Serum Tubes 13 x 75 mm 4,0 ml:n
naytteenottoputki, jossa punainen BD
Hemogard -suljin ja paperietiketti;
100/laatikko, 1000/kotelo

990390

990392

367286

364815

368975

* N&ma verindytteen oftovarusteet edustavat tyypillisia tuotteita, joita voidaan kayttaa PAXgene Blood RNA Tube (BRT)
-putkien kanssa. Lisdtietoja néistd lisGvarusteista sekd niiden filausohjeet ovat osoitteessa www.preanalytix.com.

Voimassa olevat lisenssitiedot ja  tuotekohtaiset vastuuvapauslausekkeet ovat  saatavilla
tuotekohtaisista PreAnalytiX- tai QIAGEN-sarjojen kayttdoppaista tai kasikirjoista. PreAnalytiX- ja

QIAGEN:sarjojen kayttdoppaat ja kasikirjat ovat saatavilla osoitteissa www.preanalytix.com ja

www.giagen.com. Ne voi myds pyytad PreAnalytiX-yhtion tekniseltd palvelulta.
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Kasikirjan muutoshistoria

Asiakirja ja versio

Muutokset

Date (Pdivamadra)

HB-0101-004, R2

HB-0101-005, R3

HB-0101-006, R3

HB-0101-007, R4

Muutoksia koko asiakirjassa GHS-saaddsten
noudattamiseksi

Uusi mallipohja; muutoksia automaattiseen
protokollaan ja suorituskykytietoihin,
turvallisuustietojen paivitys GHS-sGédésten
noudattamista varten; muutoksia laitteen tietoihin
ja tuotteen kayttérajoitusiimoitukseen.

Korjattu sarjan nimi sarjan sisallén taulukossa
sivulla 5.

Liséitty QlAcube Connect MDx automaattiseen
protokollaan; pdivitetty sanamuotoja kaikkialla
sisdltdmadn viittaukset QlAcube Connect MDx -
laitteeseen; paivitetty taulukkojen, sivujen ja
kuvien numerot koko asiakirjassa.

Kesdkuu 2015

Helmikuu 2019

Tammikuu 2020

Joulukuu 2020
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PreAnalytiX maailmalla

PreAnalytiX-tuotteita jakelevat QIAGEN- ja BD-yhtist

QIAGEN - asiakaspalvelu

Tilaukset www.QIAGEN.com/shop | Tekninen tuki support.qiagen.com | Verkkosivusto www.qiagen.com

BD - asiakaspalvelu

Argentina, Uruguay and Paraguay
Orders: 0800.444.5523

E-mail: crc_argentina@bd.com

Australia

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

Austria

Orders: 43.1.7063660

Fax: 43.1.706366011

E-mail: customercare.at@bd.com

Belgium

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

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

Canada

Technical support: 1.800.631.0174
Orders: 1.866.979.9408

Fax: 1.800.565.0897

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

Central and Eastern Europe

Orders: 48.22.377.11.11

Fax: 48.22.377.11.02

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

Orders: 45.43.43.45.66

Fax: 45.43.96.56.76

Orders: ordre.dk@bd.com

Technical support: bddenmark@bd.com

Finland

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

France

Orders: 33.476.68.36.36

Fax: 33.476.68.36.93

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

Germany

Orders: 49.6221.3050

Fax: 49.6221.305.216

E-mail: customercare.de@bd.com

India
Orders: 91.124.3949390
Orders: bd_india@bd.com

Ireland (Aquilant Specialist Healthcare Services)
Customer support: 353.1.404.8350

Fax: 353.1.404.8352

E-mail: contactus@aquilantscientific.ie

Israel (Lapidot Medical)
Customer Support: 972.700.70.90.22

E-mail: cs@lapidot.com

Italy

Orders: 39.02.48240.500

Fax: 39.02.48240.775

Technical support: 39.3450655140
E-mail: ordini.it@bd.com


http://www.qiagen.com/shop
http://support.qiagen.com/
http://www.qiagen.com/

Middle East & Africa
Orders: 971.45.592.555
Fax: 971.45.592.599
E-mail: EMA_PAS@bd.com

The Netherlands

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

New Zealand

Orders: 0800.572.468

Fax: 0800.572.469

E-mail: nz_customerservice@bd.com

Norway

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

Southeast Asia

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

Orders: 02.3404.3706

Fax: 02.3404.3785

Technical: 02.3404.3706

Technical support: Korea_PAS@bd.com

Spain, Portugal and Andorra

Orders: 34.91.848.8174

Customer support: 34.902.27.17.27
Fax: 34.91.848.8115

E-mail: info.spain@bd.com

Sweden

Orders: 46.8.775.51.00

Fax: 46.8.645.08.08

Orders: order.se@bd.com

Technical support: bdsweden@bd.com

Switzerland

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

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

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