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Obsah sady

PAXgene Blood RNA Kit (50)
Katalogové ¢. 762174
Pocet prep. 50
BR1 Resuspension Buffer (Pufr k resuspenzi) [RES [BUF 20ml
BR2 Binding Buffer (Vazebny pufr)* [BIND [BUF 18 ml
BR3 Wash Buffer 1 (Promyvaci pufr 1)* WASH |BUF n 45 ml
BR4 Wash Buffer 2 (concentrate) (Promyvaci pufr 2 \WASH | BUF | 2 | CONC | 11ml
(koncentrat))
BR5 Elution Buffer (Eluéni pufr) ELU |BUF 6ml
RNFW RNase-Free Water (bottle) (Voda bez obsahu RNazy PEL [WASH] 2 x 125 ml
(lahev))
PK Proteinase K (green lid) (Proteindza K (zelené vitko)) PROTK 2x14ml
PRC PAXgene RNA Spin Columns (red) (Kolonky [ PAXgene [RNA[COL| 5 x 10
PAXgene k odstfedéni RNA (Cervené))
PT Processing Tubes (2 ml) (Zkumavky na zpracovani PROC [TUBE 6 x 50
vzorku (2 ml))
Hemogard Secondary BD Hemogard™ Closures (Sekundarni CLOS 50
uzavéry BD Hemogard™)
MCT Microcentrifuge Tubes (1.5 ml) (Mikrocentrifugagni [ MIC [TUBE 3x50,1x10
zkumavky (1,5 ml))
RNFD DNase |, RNase-free (lyophilized) (DN&za | bez _ 1500 jednotek
obsahu RNazy (lyofilizovana)) DNA[REM | Kunitz*
RDD DNA Digestion Buffer (Pufr k digesci DNA; bilé vicko) m DIG |BUF 2x2ml
DRB DNase Resuspension Buffer (tube, lilac lid) (Pufr BUF 2ml
k resuspenzi DNazy (zkumavka, fialové vicko)) m@
PSC PAXgene Shredder Spin Columns (lilac) | PAXgene |SH RED | coL | 5x 10
(Kolonky PAXgene Shredder k rozmélnéni
a odstfedéni vzorku (fialové))
Piirucka  PAXgene Blood RNA Kit Handbook (Version 2) m 1
(Prirucka pro sadu PAXgene Blood RNA Kit (verze
2)

* Nesmi pfijit do kontaktu s desinfekénimi prostiedky, které obsahuji bélidla. Obsahuje sul guanidinu. Viz informace
0 bezpecénosti na strané 10.

T Promyvaci pufr 2 (BR4) je dodavan jako koncentrat. Pfed prvnim pouZitim pfidejte do lahvicky 4nasobny objem
ethanolu (96—100 %, stupen Cistoty p.a.), jak je popsano na $titku, abyste vytvofili pracovni roztok.
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Obsahuje reagencie pro <N> testd

Viz navod k pouziti

Pouzijte do

Zdravotnicky prostfedek pro diagnostiku in vitro

Katalogové ¢islo

Cislo $arze

Cislo materialu

Soucasti

Pocet

Steriliza¢ni metoda ozafovanim

Jednotky Kunitz

Pridani

Obsahuje

Rekonstituovano

Deoxyribonukleaza |

* Jednotka Kunitz je b&zné uZivana jednotka pro méfeni enzymatické aktivity DNazy I; je definovana jako mnoZstvi
DNazy | zpusobujici narist absorbance pfi 260 nm (Aze0) 0 0,001 za minutu na mililitr pfi 25 °C a pH 5,0, pficemz je
jako substrat pouzita vysoce polymerni DNA (Kunitz, M. (1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 a 363).
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Ethanol

GITC Guanidin isothiokyanat

RNase-Free DNase Set | Sada RNase-Free DNase Set

Globalni ¢islo obchodni polozky

Nepouzivejte opakované

Teplotni omezeni

Horni teplotni limit

Vyrobce

™,
.
A

E%%@E

(=
Z

Dulezita poznamka

Podminky skladovani

Kolonky PAXgene k odstfedéni RNA (PRC), kolonky PAXgene Shredder k rozmélnéni
a odstfedéni vzorku (PSC), proteinaza K (PK) a pufry (BR1, BR2, BR3, BR4 a BR5) maji byt

skladovany v suchu pfi teploté uvedené na Stitku sady.

Sada RNase-Free DNase Set, ktera obsahuje DNazu | (RNFD), pufr k digesci DNA (RDD)
a pufr k resuspenzi DNazy (DRB), je pfepravovéna pfi teploté okolniho prostfedi. V8echny
komponenty sady RNase-Free DNase Set ihned po dodani uskladnéte pfi teploté uvedené
na Stitku. PFi sprdvném uchovavani je sada stabilni az do konce doby pouZitelnosti
uvedeného na krabici sady.
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Ugel pouziti

Systém PAXgene Blood RNA System se sklada ze zkumavky pro odbér krve (PAXgene
Blood RNA Tube, BRT) a sady pro purifikaci kyseliny nukleové (PAXgene Blood RNA Kit).
Je ur¢en pro odbér, skladovani a prepravu krve a stabilizaci intracelularni RNA v uzaviené
zkumavce a naslednou izolaci a purifikaci hostitelské RNA ze vzork( plné krve pro reakci
RT-PCR pouzivanou v molekularnich diagnostickych testech.

Charakteristika funkénich vlastnosti systému PAXgene Blood RNA System plati
pouze pro transkripty genti FOS a IL1B. Za stanoveni odpovidajici charakteristiky
funkénich vlastnosti systému PAXgene Blood RNA System pro jiné transkripty je

odpovédny uzivatel.
Indikace k pouziti

Sada PAXgene Blood RNA Kit slouzi k purifikaci intracelularni RNA z pIné krve, ktera byla
odebrana do zkumavky PAXgene Blood RNA Tube (BRT). Pokud sadu pouzijete ve spojeni
se zkumavkami PAXgene Blood RNA Tube (BRT), ziskate ze vzork( pIné krve purifikovanou
intracelularni RNA, ktera mize byt pouzita v molekularnich diagnostickych testech

zaloZenych na reakci RT-PCR.

Omezeni pouziti produktu

Sada PAXgene Blood RNA Kit je koncipovana jako prostfedek k purifikaci intracelularni RNA
z pIné lidské krve (4,8 x 10° — 1,1 x 107 leukocytd/ml) pro diagnostické pouZiti in vitro. Neni
uréena k purifikaci genomové DNA nebo virovych nukleovych kyselin z piné lidské krve.
Vzhledem k tomu, Ze byl pro stabilizaéni podminky validovan jen omezeny pocet transkriptl
(transkripty genti FOS a IL1B), charakteristika funkénich vlastnosti nebyla stanovena pro
vS§echny transkripty. UzZivatelé sady by méli zhodnotit vlastni data a tdaje vyrobce, aby urcili,

zda je validace nezbytna i pro jiné transkripty.
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Tento produkt je uréen pro pouziti profesionalnimi uzivateli, napf. techniky a lékafi

vySkolenymi v postupech diagnostiky in vitro.

Pokyny k pouziti zkumavek PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) naleznete v pfiruéce ke
zkumavce PAXgene Blood RNA Tube.

Kontrola kvality

V souladu se systémem managementu jakosti spole¢nosti QIAGEN certifikovanym podle
norem ISO byla kazd4 Sarze sady PAXgene Blood RNA Kit testovdna podle pfedem

stanovenych kritérii, aby byla zaru¢ena jednotna kvalita produktu.
Technicka podpora

Ve spole¢nosti QIAGEN jsme hrdi na kvalitu a dostupnost nasi technické podpory. V naSich
oddélenich technické podpory pracuji zkuseni védci s rozsahlymi praktickymi a teoretickymi
zkuSenostmi v oblasti molekularni biologie a vyuzivani produktt PreAnalytiX. Pokud mate
otazky ohledné sady PAXgene Blood RNA Kit, nevahejte a kontaktujte nas.

Pro technickou asistenci a dal$i informace kontaktujte prosim technicky servis spole¢nosti
QIAGEN.

Informace o bezpecCnosti

EU — Uzivatelé by méli jakoukoli zavaznou nezadouci pfihodu souvisejici s prostfedkem
oznamit vyrobci a pfislusnému organu ¢&lenského statu. Mimo EU — V pfipadé jakékoli
nezadouci pfihody €i dotazu souvisejiciho s prostfedkem kontaktujte mistniho zastupce
spole¢nosti QIAGEN.
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Pfi manipulaci s chemikaliemi noste vzdy laboratorni odév, jednorazové rukavice
a ochranné bryle.

Aby se vylougilo riziko infekce (napf. virem HIV nebo hepatitidy B) nebo zranéni, noste pfi
manipulaci s biologickymi a chemickymi materidly vzdy vhodny laboratorni odév,
jednorazové ochranné rukavice aochranné bryle. BIiZzSi informace jsou uvedeny
v pfislusnych bezpecnostnich listech (BL). Bezpecnostni listy jsou k dispozici online
v pohodiném a kompaktnim formatu PDF na strankach www.preanalytix.com, kde m{izete
nalézt, zobrazit a vytisknout BL pro tuto sadu.

UPOZORNENiI NEPRIDAVEJTE roztoky bélicich prostfedk(i nebo kyselin

pfimo do odpadnich materialli z pfipravy vzorka.

Vazebny pufr (BR2) a promyvaci pufr 1 (BR3) obsahuji guanidin isothiokyanat, ktery mdze
pfi kontaktu s bélidly vytvafet vysoce reaktivni slou¢eniny. Pokud se rozlije kapalina
obsahujici vazebny pufr (BR2) nebo promyvaci pufr 1 (BR3), vyCistéte zasazené misto
vhodnym laboratornim detergentem a vodou. Obsahuje-li rozlitd kapalina potencialné
infekeni latky, vycCistéte zasazené misto nejprve laboratornim detergentem a vodou a potom
roztokem 1 % (obj.) chlornanu sodného (bélidla).

Stabiliza¢ni roztok RNA a smés krve ze zkumavky PAXgene Blood RNA Tube (BRT) mohou
byt dezinfikovany pomoci 1 jednotky objemu roztoku bélidla (5% chlornan sodny) na
9 jednotek objemu stabilizaéniho roztoku RNA a smési krve.

Odpad vznikajici pfi pfipravé vzorku, napf. supernatanty po centrifugaci v rdmci purifikace
RNA, by mél byt vZdy povazovan za potencialné infek¢ni. Proto by mél byt odpad pfed
likvidaci autoklavovan nebo spélen, aby byl infekéni material zni¢en. Postupujte v kazdém
pFipadé podle platnych pfedpist a smérnic pro likvidaci.
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Pro jednotlivé komponenty sady PAXgene Blood RNA Kit plati nasledujici pokyny tykajici se

rizika a bezpecnostnich opatfeni. Informace o bezpecnosti tykajici se zkumavek PAXgene
Blood RNA Tubes (BRT) naleznete v pfirucce PAXgene Blood RNA Tube.

Pufr BR2

gyt
Pufr BR3

gyt

Obsahuje guanidin isothiokyanat. Nebezpeci! Zdravi Skodlivy pfi
poziti. MGze byt Skodlivy pfi kontaktu s kGZi nebo pfi vdechnuti.
Zplsobuje vazné poskozeni oéi. Skodlivy pro Zivot ve vodnim
prostfedi s dlouhodobymi nepfiznivymi ucinky. Pfi kontaktu
s kyselinami uvolfiuje velmi toxicky plyn. Pouzivejte ochranné
rukavice / ochranny od&v / ochranné bryle / oblitejovy &tit. PRI
ZASAZENI OCI: Opatrné oplachujte vodou po dobu nékolika minut.
Pokud zasazena osoba pouziva kontaktni €ocky, vyjméte je (pokud
je to mozné). PokraCujte v oplachovani. Ihned kontaktujte
TOXIKOLOGICKE CENTRUM nebo Iékare.

Obsahuje: ethanol, guanidin isothiokyanat. Nebezpeci! Hoflava
kapalina a vypary. Zpusobuje vazné poskozeni o€i. Pfi kontaktu
s kyselinami uvoliiuje velmi toxicky plyn. Chrante pfed teplem/
jiskrami / otevienym plamenem / horkymi povrchy. Zakaz koufeni.
Pouzivejte ochranné rukavice / ochranny odév / ochranné bryle /
obligejovy &tit. PRI ZASAZENI OCI: Opatrné& oplachuijte vodou po
dobu nékolika minut. Pokud zasazena osoba pouziva kontaktni
¢ocky, vyjméte je (pokud je to mozné). Pokracdujte v oplachovani.
Ihned kontaktujte TOXIKOLOGICKE CENTRUM nebo lékare.

Priru¢ka pro sadu PAXgene Blood RNA 12/2020 11



DNazall

Proteinaza K

12

Obsahuje: DNazu. Nebezpeci! Mlze vyvolat alergickou kozni
reakci. PFi vdechnuti mGzZe vyvolat pfiznaky alergie nebo astmatu,
pfipadné  dechové obtize. Vyvarujte se  vdechovani
prachu/dymu/plynu/mlhy/vypard/aerosolt. PouzZivejte ochranné
rukavice / ochranny odév / ochranné bryle / obli¢ejovy Stit.
Pouzivejte ochranny respirator. POKUD dojde k zasazeni nebo
davodné obavé, ze doslo k zasazeni: Kontaktujte
TOXIKOLOGICKE CENTRUM nebo lékafe. Pfeneste postizeného
na Cerstvy vzduch a ponechte ho v klidu v poloze usnadnujici
dychani.

Obsahuje: proteinazu K. Nebezpeci! Zplsobuje mirné podrazdéni
kGze. PFi vdechnuti maze vyvolat pfiznaky alergie nebo astmatu,
pripadné dechové  obtize. Vyvarujte  se  vdechovani
prachu/dymu/plynu/mlhy/vypard/aerosolt.  PouZivejte  ochranné
rukavice / ochranny odév / ochranné bryle / obli¢ejovy &tit. Pouzivejte
ochranny respirator. POKUD dojde k zasaZeni nebo divodné obavé,
Ze doslo k zasaZeni: Kontaktujte TOXIKOLOGICKE CENTRUM nebo
Iékare. Pfeneste postizeného na Cerstvy vzduch a ponechte ho v klidu

v poloze usnadnujici dychani.
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Uvod

Odbér vzorku plné krve je u mnoha molekularné biologickych analyzy celularni RNA prvnim
krokem. Hlavnim problémem v téchto testech je vSak nestabilita profilu celularni RNA in
vitro. Vyzkumy provadéné ve spolecnosti PreAnalytiX ukazaly, Ze se pocet kopii jednotlivych
druht mRNA v pIné krvi mize béhem pfepravy nebo skladovani pfi pokojové teploté zmeénit
vice nez 1000nasobné.* Pri¢inou je rychla degradace RNA a indukovana exprese urcitych
genu po odbéru krve. Takové zmény profilu RNA znemoznuji spolehlivé studie genové
exprese. Metoda zachovani profilu exprese RNA béhem odbéru krve a po ném je tedy pro

presné analyzy genové exprese v pIné lidské krvi nezbytna.
Princip a popis postupu

Spole€nost PreAnalytiX vyvinula systém, ktery umoziuje odbér, stabilizaci, skladovani
a prepravu vzorku piné lidské krve, spole¢né s rychlym a efektivnim protokolem pro purifikaci
intracelularni RNA. Systém vyZaduje pouziti zkumavek PAXgene Blood RNA Tubes (BRT;
patenty USA 6,602,718 a 6,617,170) k odbéru krve a sou€asné stabilizaci RNA, po které
nasleduje manualni nebo automatizovana purifikace RNA pomoci sady PAXgene Blood
RNA Kit. Manualni i automatizovany protokol poskytuji v podstaté rovnocennou G¢innost
vzhledem ke kvalité a vytéZku RNA. Udaje o Gginnosti pro manuélni (str. 22-29)
a automatizovany (str. 31-35) protokol jsou obsazeny v této pfirucce.

l./'-'\. Produkt QIAGEN QIAcube Connect MDx neni dostupny ve vSech zemich. Dalsi

NI podrobnosti poskytne technicky servis spole¢nosti QIAGEN.

* Rainen, L. et al. (2002) Stabilization of mRNA expression in whole blood samples. Clin. Chem. 48, 1883.
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Odbér a stabilizace vzorku

Zkumavky PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) obsahuji originalni slozeni reagencii, které se
zaklada na patentované metodé stabilizace RNA. Toto sloZeni reagencii chrani molekuly
RNA prfed degradaci RNazou a redukuje zmény genové exprese ex vivo na minimum.
Zkumavky PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) pro odbér piné lidské krve zarucuji stabilizaci
celularni RNA az 3 dny pfi teploté 18-25 °C (obrazek 1 a 2, strana 15 a 16) nebo az 5 dnt
pii teploté 2-8 °C (obradzek 3 a 4, strana 17 a 18). Aktualné dostupné udaje prokazuji
stabilitu celularni RNA minimalné 11 let pfi teploté -20 °C, pfipadné -70 °C*. DalSi informace
o pravé probihajicich studiich, které posuzuji stabilitu po jesté delSi dobu, ziskate
u technickych sluzeb spole¢nosti QIAGEN.

Skute¢na doba stabilizace RNA se mGze ménit podle druhu celularni RNA a pouzité
nasledné aplikace. Vzhledem ktomu, Ze byl pro stabiliza¢ni podminky validovan jen
omezeny pocet transkripth (transkripty gentd FOS aIL1B), charakteristika funk&nich
vlastnosti nebyla stanovena pro vSechny transkripty. UZivatelé sady by méli zhodnotit vlastni
data a Udaje vyrobce, aby ur€ili, zda je validace nezbytnd i pro jiné transkripty.

* Pravé probiha dlouhodoba studie uchovavani krve ve zkumavkach PAXgene Blood RNA Tubes.
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Obréazek 1. Stabilita RNA v krevnich vzorcich pfi teploté 18-25 °C: FOS. Krev byla odebrana 10 darctim a pfed purifikaci
celkové RNA uskladnéna pfi teploté 18—25 °C po uvedeny pocet dnul. VSechny vzorky byly odebrany v duplikatech. [A] Odbér
a skladovani krve ve zkumavkach PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) a purifikace celkové RNA pomoci sady PAXgene Blood
RNA Kit. [B] Odbér a skladovani krve ve standardnich odbérovych zkumavkach (EDTA jako antikoagulant), purifikace celkové
RNA standardni extrakéni metodou (s organickymi rozpoustédly) a ¢isténi RNA pomoci silikdtové membrany. Relativni
koncentrace transkriptdl FOS byly uréeny pomoci duplexni RT-PCR v redlném ¢ase za pouziti 18S-rRNA jako interniho
standardu. Zaneseny jsou hodnoty v8ech analyzovanych vzorkl s primérem a smérodatnou odchylkou. Carkované linie
znazormuji £3nasobnou celkovou presnost analyzy (2,34 Cr).

Priru¢ka pro sadu PAXgene Blood RNA 12/2020 15



%]

]

L LLLLLL L)

L

Skladovani (dny)

Skladovani (dny)

Obréazek 2. Stabilita RNA v krevnich vzorcich pfi teploté 18-25 °C: IL1B. Odbér krevnich vzorku a purifikace
celkové RNA po uskladnéni pii 18-25 °C probéhly tak, jak je popsano na obrazku 1. Relativni koncentrace transkriptt
IL1B byly uréeny pomoci duplexni RT-PCR v realném ¢ase za pouZiti 18S-rRNA jako interniho standardu. Zaneseny
jsou hodnoty v8ech analyzovanych vzorkil s primérem a smérodatnou odchylkou. Carkované linie znazorfiuji
+3nasobnou celkovou presnost analyzy (1,93 Cr).
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Obrézek 3. Stabilita RNA v krevnich vzorcich pii teploté 2-8°C: FOS. Krev byla odebrana 10 darcim a pied purifikaci
celkové RNA uskladnéna pii teploté 2-8°C po uvedeny pocet dnli. VSechny vzorky byly odebrany v duplikatech. [A] Odbér
a skladovani krve ve zkumavkach PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) a purifikace celkové RNA pomoci sady PAXgene Blood
RNA Kit. [B] Odbér a skladovani krve ve standardnich odbérovych zkumavkach (EDTA jako antikoagulant), purifikace celkové
RNA standardni extrakéni metodou (s organickymi rozpoustédly) a ¢isténi RNA pomoci silikatové membrany. Relativni
koncentrace transkriptd FOS byly uréeny pomoci duplexni RT-PCR v redlném case za pouziti 18S-rRNA jako interniho
standardu. Zaneseny jsou hodnoty viech analyzovanych vzorkd s primérem a smérodatnou odchylkou. Carkované linie
znazoriuji +3nasobnou celkovou presnost analyzy (2,34 Cr).
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Obréazek 4. Stabilita RNA v krevnich vzorcich pfi teploté 2-8°C: IL1B. Odbér krevnich vzorku a purifikace celkové
RNA po uskladnéni pfi 2-8 °C probéhly tak, jak je popsano na obrazku 3. Relativni koncentrace transkript(i IL1B byly
uréeny pomoci duplexni RT-PCR v realném ¢ase za pouziti 18S-rRNA jako interniho standardu. Zaneseny jsou
hodnoty véech analyzovanych vzorkd s primérem a smérodatnou odchylkou. Carkované linie znazorfiuji +3nasobnou

celkovou presnost analyzy (1,93 Cr).
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Koncentrace a purifikace RNA

Sada PAXgene Blood RNA Kit je uréena k purifikaci celkové RNA z 2,5 ml pIné lidské krve,
ktera byla odebrana do zkumavky PAXgene Blood RNA Tube (BRT). Metoda je jednoducha
a mlze byt provedena za uziti manualniho i automatizovaného postupu (viz obrazky 5 a 10,
strany 20 a 30). Purifikace zacina v obou protokolech centrifugaci, pfi které nukleové
kyseliny ve zkumavce PAXgene Blood RNA Tube (BRT) sedimentuji. Pelet se promyje a
resuspenduje a nasleduje manualni nebo automatizovana purifikace RNA. Oba protokoly
v podstaté postupuji podle stejnych kroka a pracuji se stejnymi komponenty sady.

Manualni purifikace RNA

Resuspendovany pelet se inkubuje v optimalizovanych pufrech spolu s proteinazou K (PK),
aby se navodila proteinova digesce. Dodate¢na centrifugace pomoci odstfedovaci kolonky
PAXgene Shredder (PSC) slouzi k homogenizaci bunééného lyzatu a k odstranéni zbylého
buné¢ného odpadu. Supernatant pritoku se pfenese do nové mikrocentrifugacni zkumavky.
Pfidanim ethanolu se nastavi optimalni vazebni podminky a lyzat se pfenese do
odstfedovaci kolonky PAXgene RNA (PRC). Pfi nasledné kratké centrifugaci se RNA
selektivné navaze na silikagelovou membranu PAXgene, kdezto kontaminanty ji projdou.
Zbylé kontaminanty se odstrani nékolika uc€innymi promyvacimi kroky. Mezi prvnim
a druhym promyvacim krokem se membrana inkubuje DN&zou | (RNFD), aby se odstranily
pfipadné navazané zbytky DNA. Po promyvacich krocich se RNA eluuje v elu¢nim pufru
(BR5) a denaturuje teplem.

Celkova RNA izolovana pomoci systému PAXgene Blood RNA System je Cista. Pfi pouZiti
manudlniho protokolu lezi hodnoty Azeo/A2s0 mezi 1,8 a 2,2; podil genomové DNA tvofi u
> 95 % vSech vzorkl 1,0 % (w/w), jak bylo zméfeno pomoci kvantitativni real-time PCR
u jedné sekvence genu beta aktinu. Pfinejmensim 95 % vzork( nevykazovalo za uziti 30 %
eluatu Zadnou inhibici RT-PCR.
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Obréazek 5. Manualni postup PAXgene Blood RNA.
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PFi pouziti manualniho protokolu je primérna doba pfipravy vzorku (uréeno na zakladé
12 provedenych pfiprav vzorkd) pfiblizné 90 minut*, pfiéemz doba manipulace ¢ini pouze
40 minut. U minimalné 95 % zpracovanych vzorkl byl dosazen vytéZzek RNA =3 ugz 2,5 ml
pIné lidské krve zdravych darcu. Protoze vytézky silné zavisi na darcich, mohou se jednotlivé
vytézky lisit. Systém PAXgene Blood RNA System poskytuje pfi testovani jednotlivych osob
reprodukovatelné a opakovatelné vytézky (viz obrazek 6 a 7 na strané 22 a 23), stejné jako
reprodukovatelné a opakovatelné vysledky RT-PCR (viz obrazek 8 a 9 strana 27 a 28), takze
v klinicko-diagnostickych testech vykazuje vysokou robustnost.

Obrazek 6 (strana 22) zobrazuje celkovou opakovatelnost a reprodukovatelnost systému
PAXgene Blood RNA System. V dal$ich studiich byl zkouman jednak vliv riznych Sarzi sady
PAXgene Blood RNA Kit, jednak vliv laborantd provadéjicich testy na reprodukovatelnost
vytéZku RNA a vysledkl RT-PCR v realném cCase. ProtoZze byly pro tyto testy pouzity
sdruzené krevni vzorky, nikoli individualni vzorky odebrané do zkumavek PAXgene Blood
RNA Tubes (BRT), vysledky téchto pokus( neodrazi opakovatelnost celého systému, ktera
zohledniuje také rozdily pfi odbéru krve, nybrz pouze opakovatelnost pfipravy vzorku
(viz obrazek 7 na strané 23).

* Celkové trvani béhu véetné pfimé manipulace se zkumavkami PAXgene Blood RNA Tubes (centrifugace, promyvani
pelet a resuspendovani pelet).
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Obrézek 6. Reprodukovateln a opakovatelna purifikace RNA. Ctyfnasobna stanoveni krevnich vzorkd 14 darcd
byla manualné provedena 3 rliznymi laboranty (A, B, C). Byly pouZity tfi rizné soupravy laboratornich pfistroju a jinych
pomocnych prostfedku, pficemz kazdy laborant pouzival pro zpracovani vzorkll vzdy jednu a tu samou soupravu
pfistroju. [A] Zobrazeny jsou primérné hodnoty a smérodatné odchylky vytéZku RNA pro kazdy replikat vzorku
stejného darce zpracovaného rtiznymi laboranty. [B] Dvanact replikatt krevnich vzorkt kazdého ze 14 darcu byly
zpracovany 3 riznymi laboranty. Zobrazeny jsou pramérné hodnoty a smérodatné odchylky vytézku RNA pro kazdy
vzorek stejného darce zpracovany vSemi laboranty. U v8ech vzorkd RNA leZel pomér absorbanci Azeo/Az2s0 v oblasti
od 1,8 do 2,2.

22 Priru¢ka pro sadu PAXgene Blood RNA 12/2020



OOm«
O >

Oomm~
0@ >

=

N A

e}

VytéZzek RNA (pg/2,5 ml krve)

2 3 4 5 6 7 8 9 10
Soubor darct

CV vytézku RNA (%)

1 2 3 4 5 é 7 8 9 10
Soubor darcu

Obrazek 7. Opakovatelnost a reprodukovatelnost vytézku RNA u raznych laboranti a riznych Sarzi sady
PAXgene Blood RNA Kit za uziti sdruzenych krevnich vzorkua. Krevni vzorky 30 rlznych darcd byly odebrany do
zkumavek PAXgene Blood RNA Tubes (BRT; 12 zkumavek na darce, celkové 360 zkumavek). Obsah vSech zkumavek
od 3 darct byl sdruzen a nasledné znovu rozpipetovan na 36 vzorkl. Téchto 36 vzorkl na jeden soubor 3 darcli bylo
manualné zpracovano 3 riznymi laboranty. Kazdy laborant pouzil pro extrakci 3 rlizné Sarze sady PAXgene Blood
RNA Kit a zpracoval &tyfi replikaty z kazdého z 10 soubort darcu. [A] VytéZek RNA a smérodatna odchylka pro kazdou
kombinaci laborant-8arze. Ctyfikrat opakované zpracovani krevnich vzork z 10 soubori darct bylo provedeno
3 rdznymi laboranty (A, B, C) pomoci kazdé ze tfi $arzi sady (1, 2, 3). Zobrazeny jsou primeérné vytézky (sloupce)
a smérodatné odchylky (chybové Usecky) na jedno Etyfnasobné stanoveni ze stejného souboru darcu pro riizné
laboranty a Sarze sady. [B] Variacni koeficient (CV) vytéZzku RNA na jeden soubor darct pro vSechny kombinace
laborant-8arze (A, B, C; 1, 2, 3); vypocitano z primérnych vytézka a smérodatnych odchylek vytézkl zobrazenych na
obrazku 7A.
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Tabulka 1A. Reprodukovatelnost v ramci kazdé Sarze a kazdého uzivatele pro zvolené soubory darcti (1, 6, 9, 10)

Soubor darcu 1
5,1 x 106 bunék/ml

Soubor darcu 6
6,5 x 106 bunék/ml

Pramérny Pramérny
Kombinace dat vytéZek (Mg)  sD (ug) CV (%) vytéZek (ug)  sD (ug) CV (%)
Sarze 1, uzivatel A 8,03 0,42 5 9,55 0,99 10
Sarze 1, uzivatel B 7,98 1,17 15 9,38 1,94 21
Sarze 1, uzivatel C 7,87 0,45 6 10,71 0,65 6
Sarze 2, uzivatel A 7,32 0,98 13 9,78 1,89 19
Sarze 2, uzivatel B 6,09 1,04 17 9,82 2,83 29
Sarze 2, uzivatel C 6,87 0,31 4 10,37 0,74 7
Sarze 3, uzivatel A 7,04 0,90 13 8,96 0,68 8
Sarze 3, uzivatel B 6,98 1,22 17 7,73 0,97 13
Sarze 3, uzivatel C 8,78 0,89 10 10,59 1,94 18
Soubor darct 9 Soubor darct 10
8,4 x 108 bunék/ml 10,2 x 10° bunék/ml
Pramérny Pramérny
Kombinace dat vytézek (ug)  SD (ug) CV (%) vytézek (ug) SD (ug) CV (%)
Sarze 1, uzivatel A 7,52 0,41 6 7,96 0,49 6
Sarze 1, uzivatel B 8,82 1,72 19 8,90 0,76 9
Sarze 1, uzivatel C 10,14 1,46 14 10,22 1,29 13
Sarze 2, uzivatel A 6,92 0,27 4 7,63 1,23 16
Sarze 2, uzivatel B 7,20 0,71 10 7,00 0,56 8
Sarze 2, uzivatel C 9,14 1,52 17 11,56 1,21 10
Sarze 3, uzivatel A 8,18 0,76 9 7,85 0,82 10
Sarze 3, uzivatel B 6,41 0,88 14 8,88 2,17 24
Sarze 3, uzivatel C 10,78 0,56 5 10,88 0,37 3
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Tabulka 1B. Reprodukovatelnost v ramci kazdého uzivatele a mezi vSemi $arZzemi pro zvolené soubory darcu

1, 6,9, 10)
Soubor darcu 1 Soubor darcu 6
5,1 x 108 bunék/ml 6,5 x 108 bunék/ml
Pramérny Pramérny
Kombinace dat vytézek (ug) SD (ug) CV (%) vytézek (ug) SD (ug) CV (%)
UzZivatel A, vSechny Sarze 7,46 0,85 11 9,43 1,22 13
UzZivatel B, vSechny Sarze 7,02 1,31 19 8,98 2,09 23
UZivatel C, vSechny Sarze 7,84 0,98 13 10,56 1,15 11
Soubor darca 9 Soubor darca 10
8,4 x 106 bunék/ml 10,2 x 108 bunék/ml
Pramérny Pramérny
Kombinace dat vytézek (ug) SD (ug) CV (%) vytézek (ug) SD (ug) CV (%)
UzZivatel A, vSechny Sarze 7,54 0,72 10 7,81 0,82 11
UZivatel B, vSechny Sarze 7,48 1,50 20 8,26 1,54 19
UZivatel C, vSechny Sarze 10,02 1,34 13 10,89 1,10 10

Tabulka 1C. Reprodukovatelnost v ramci kazdé Sarze a mezi vSemi uzivateli pro zvolené soubory darcu (1, 6, 9, 10)

Soubor darct 1
5,1 x 106 bunék/ml

Soubor darcu 6
6,5 x 108 bunék/ml

Pramérny Pramérny
Kombinace dat vytézek (ug) SD (ug) CV (%) vytézek (ug) SD (ug) CV (%)
Sarze 1, vSichni uzivatelé 7,96 0,69 9 9,88 1,34 14
Sarze 2, vichni uzivatelé 6,76 0,93 14 9,99 1,84 18
Sarze 3, vsichni uzivatelé 7,60 1,27 17 9,09 1,71 19

Soubor darcti 9 Soubor darct 10
8,4 x 106 bunék/ml 10,2 x 10° bunék/ml

Pramérny Pramérny
Kombinace dat vytézek (ug) SD (ug) CV (%) vytézek (ug) SD (ug) CV (%)
Sarze 1, vSichni uzivatelé 8,83 1,63 19 9,02 1,27 14
Sarze 2, vsichni uzivatelé 7,75 1,36 18 8,73 2,31 26
Sarze 3, vsichni uzivatelé 8,46 1,99 24 9,20 1,80 20
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Tabulka 1D. Reprodukovatelnost mezi véemi $arzemi a vSemi uzivateli pro zvolené soubory darcu (1, 6, 9, 10)

Soubor darcu 1 Soubor darcu 6
5,1 x 108 bunék/ml 6,5 x 10° bunék/ml
Pramérny Pramérny
Kombinace dat vytézek (Mg) SD (ug) CV (%) vytézek (ug) SD (ug) CV (%)
Sarze 1, vichni uZivatelé 7,44 1,09 15 9,66 1,65 17
Soubor darca 9 Soubor darcua 10
8,4 x 108 bunék/ml 10,2 x 106 bunék/ml
Pramérny Pramérny
Kombinace dat vytézek (ug) SD (ug) CV (%) vytézek (ug) SD (ug) CV (%)
Sarze 1, v8ichni uzivatelé 8,35 1,70 20 8,99 1,80 20

Detailni analyza 4 reprezentativnich soubord darcd. Soubory byly vybrany podle poc&tu

leukocytu

leukocytt

(4,8 x 108 - 1,1 x 107 leukocytt/ml). Pocet leukocytll pfedstavuje pramérnou

hodnotu 3 testu poctu leukocytl od 3 darcu na jeden soubor darcu.
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Obréazek 8. Reprodukovatelnost RT-PCR — mezi uzivateli. Vzorky RNA purifikované v experimentu popsaném na
obr. 7 byly pouzity pro real-time RT-PCR. Relativni koncentrace transkriptu [A] FOS a [B] IL1B byly uréeny pomoci
duplexni real-time RT-PCR za uZiti 18S-rRNA jako interniho standardu. Zobrazeny jsou hodnoty v§ech vzork(, a sice
v poméru k hodnotdm pro uzivatele A (10 soubor( darct x 3 Sarze sady x 4 replikaty = 120 souboru dat pro kazdy gen)
s primérem (Servena &ara) a smérodatnou odchylkou (Serna usecka). Carkované linie znazorfiuji +3nasobnou
celkovou presnost analyz (FOS: 2,34 Cr; IL1B: 1,93 Cv).
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Obréazek 9. Reprodukovatelnost RT-PCR — mezi $arZemi sady. Vzorky RNA purifikované v experimentu popsaném
na obr. 7 byly pouZity pro real-time RT-PCR. Relativni koncentrace transkriptu [A] FOS a [B] IL1B byly ur¢eny pomoci
duplexni real-time RT-PCR za uziti 18S-rRNA jako interniho standardu. Zobrazeny jsou hodnoty vSech vzork(, a sice
v poméru k hodnotdm pro Sarzi sady 1 (10 soubort darct x 3 Sarze sady x 4 replikaty = 120 souborli dat pro kazdy
gen) s primérem (&ervena &ara) a smérodatnou odchylkou (erna Usecéka). Carkované linie znazorfiuji £3nasobnou
celkovou presnost analyz (FOS: 2,34 Cr; IL1B: 1,93 Cry).
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Tabulka 2. Souhrn dat RT-PCR z obrazkii 8 a 9

Testovaci systém Rozbor FOS/18S-rRNA Rozbor IL1B/18S-rRNA
Porovnani dat Prmér +SD Prmér +SD
(AACT) (AACr) (AACY) (AACY)
Reprodukovatelnost v ramci kazdého uzivatele a mezi vSemi Sarzemi
VSichni uzivatelé, Sarze 1 — Sarze 1 0,00 0,00 0,00 0,00
Vsichni uzivatelé, Sarze 1 — Sarze 2 -0,03 0,48 -0,07 0,66
VSichni uZivatelé, Sarze 1 — Sarze 3 -0,21 0,52 0,11 0,71
Reprodukovatelnost v rdmci kazdého uzivatele a mezi vSemi Sarzemi
V8echny Sarze, uzivatel A — uzivatel A 0,00 0,00 0,00 0,00
VSechny Sarze, uzivatel A — uzZivatel B -0,46 0,44 -0,06 0,69
V8echny Sarze, uzivatel A — uzivatel C -0,31 0,60 -0,15 0,71

Uzivatel: Laboratorni technik, ktery provadél experimenty.
Sarze: Cislo $arze pouzité sady v této studii.
SD: Smérodatna odchylka.

Zobrazeny jsou priméry hodnot AACt (N = 120) a smérodatné odchylky dat znazornénych na obrazcich 8 a 9.

Automatizovana purifikace RNA

Purifikace RNA z krve na pfistroji QIAGEN QIAcube Connect MDx nebo klasickém pfistroji
QIAGEN QIAcube (dale jako QlAcube). Inovativni pfistroje QlAcube vyuzivaji pokrocilou
technologii pro zpracovani centrifugacnich kolon QIAGEN, které umoznuji bezproblémovou

integraci automatizované pfipravy vzorku s nizkou propustnosti do pracovniho procesu

laboratore. Pfiprava vzorku pomoci pfistroju QlAcube dodrzuje stejny postup jako manualni

proces (ij. lyza, vazani, promyti a eluce), coz vam umozni pouZit soupravu PAXgene Blood

RNA Kit k purifikaci vysoce kvalitni RNA.

Priruc¢ka pro sadu PAXgene Blood RNA 12/2020
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Scan a kit bar code QlAcube Connect MDx

........

. —©

Obrazek 10. QlAcube Connect MDx.

Protokol automatizované purifikace RNA obsahuje 2 &asti (resp. protokoly) ,PAXgene Blood
RNA Part A* a ,PAXgene Blood RNA Part B*, mezi nimiz je kratky krok vyzadujici manualni
zasah (viz obrazek 11, strana 31).
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Obréazek 11. Automatizovany postup PAXgene Blood RNA.
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RNA pfipravena k pouziti

Centrifugovany, promyty aresuspendovany pelet nukleové kyseliny (viz ,Koncentrace
a purifikace RNA", strana 19) se pfenese ze zkumavky PAXgene Blood RNA Tube (BRT) do
zkumavek na zpracovani vzorku (PT), které jsou umistény v termotfepaCce na pracovni
desce pfistroji QlAcube. Laborant z nabidky vybere a spusti protokol ,PAXgene Blood RNA
Part A“. Pfistroje QlAcube provedou kroky protokolu aZ po eluci RNA v eluénim pufru (BR5).
Laborant pfenese mikrocentrifugacni zkumavky (MCT) obsahujici purifikovanou RNA do
termotfepacky pristroju QlAcube. Z nabidky vybere a spusti protokol ,PAXgene Blood RNA

Part B, pfi¢emz tepelna denaturace probéhne v pfistrojich QlAcube.
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Primérna doba pfipravy vzorku (stanovena na zakladé pfiprav 12 vzorkd) je 151 minut*,
pfi€emz ve srovnani s manualnim protokolem zahrnuje podstatné méné ¢asu pfimé prace
se systémem.

U minimalné 95 % zpracovanych vzork(l byl dosazen vytéZek RNA =3 ug z 2,5 ml pIné
lidské krve zdravych darcu. Obrazek 12 (strana 33) uvadi vytézky RNA ze vSech 216 vzorkd,
které byly za uziti automatizovaného protokolu zpracovany 3 laboranty se 3 SarZzemi sady.
ProtoZze byly pro tyto testy pouzity sdruzené krevni vzorky, nikoli individualni vzorky
odebrané do zkumavek PAXgene Blood RNA Tubes (BRT), vysledky neodrazi vytézky RNA
ocekavané u individualnich vzorkud z jednotlivych odbérd krve. Protoze vytézky silné zavisi
na darcich, mohou se jednotlivé vytézky liSit (obrazek 12, strana 33).

Pfinejmensim 95 % vzork( nevykazovalo za uziti 30 % eluatu zadnou inhibici RT-PCR.
U automatizovaného protokolu nebyly detekovany zadné kfizové kontaminace mezi vzorky,
jak prokazala kvantitativni RT-PCR v realném &ase u sekvenci transkriptd ABL1 a FOS
v RNA negativnich vzorcich (voda) sparovanych s RNA pozitivnimi vzorky (plné lidska krev)
ve stejném béhu.

RNA izolovand pomoci systétmu PAXgene Blood RNA System a automatizovaného
protokolu je vysoce Cista, jak ukazuje nepfitomnost inhibice RT-PCR a hodnoty Azeo/Az2s0
mezi 1,8 a 2,2. Podil genomové DNA tvofi u = 95 % v8ech vzorkd < 1,0 % (w/w), jak bylo
zmeéfeno pomoci kvantitativni real-time PCR u jedné sekvence genu beta aktinu. Obrazky 13
al4 (strany 34 a 35) znazoriuji hodnoty Azso/Azs0 a relativni genomovou DNA vSech

216 vzorku pfipravenych pomoci automatizovaného protokolu 3 laboranty se 3 Sarzemi.

* Celkové trvani béhu véetné pfimé manipulace se zkumavkami PAXgene Blood RNA Tubes (centrifugace, promyvani
pelet a resuspendovani pelet).
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Obrazek 12. Vytézek RNA — automatizované zpracovani A: QlAcube, B: QIAcube Connect MDx. Vzorky krve od
jednotlivych darcu byly odebrany do zkumavek PAXgene Blood RNA Tubes (BRT). Obsah zkumavek byl sdruzen do
6 soubor( darcu a nasledné znovu rozpipetovan. Celkem 216 zkumavek (tj. 36 v kazdém souboru) bylo zpracovano
3 rliznymi laboranty (A, B, C). Kazdy laborant pouzil pro automatizovanou extrakci pomoci nékolika pfistroji QlAcube
a QlAcube Connect MDx tfi rizné $arze (1, 2, 3) sady PAXgene Blood RNA Kit a zpracoval &tyfi replikaty z kazdého
z 6 soubord darcu. Zobrazeny jsou vytézky RNA vSech jednotlivych vzorkl na kazdou kombinaci laborant-Sarze.
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VytéZek RNA (Az60/A2s0), QIAcube
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Obrazek 13. Cistota RNA (hodnoty Azso/Azs0) — automatizované zpracovani. A: QlAcube, B: QIAcube Connect
MDx RNA byla v rdmci experimentu popsaném na obrazku 12 purifikovana 3 rdznymi laboranty (A, B, C) za uziti
3riznych Sarzi (1, 2, 3) sady PAXgene Blood RNA Kit s nékolika pfistroji QlAcube a QIAcube Connect MDx.
Zobrazeny jsou hodnoty Azeo/A2s0 vSech jednotlivych vzorkl na kazdou kombinaci laborant-3arze.
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Obrazek 14. Cistota RNA (% kontaminace genomovou DNA)- automatizované zpracovani, A: QlAcube,
B: QlAcube Connect MDx. RNA byla v ramci experimentu popsaném na obrazku 12 purifikovana 3 rznymi laboranty (A, B,
C) za uZiti 3 rtiznych Sarzi (1, 2, 3) sady PAXgene Blood RNA Kit s nékolika pfistroji QIAcube a QIAcube Connect MDX.
Zobrazeno je mnozstvi genomové DNA (hm/hm) ve vSech jednotlivych vzorcich pro kazdou kombinaci laborant-Sarze.

Automatizovany protokol purifikace RNA za uziti systému PAXgene Blood RNA System
poskytuje vysoce reprodukovatelné a opakovatelné vysledky RT-PCR, jak je znazornéno na

obrazku 15 a obrazku 16 (strana 36 a 37), takze v klinicko-diagnostickych testech vykazuje
vysokou robustnost.
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Obréazek 15. Reprodukovatelnost RT-PCR— mezi automatizovanym (QIAcube) a manuélnim protokolem. RNA
byla v rAmci experimentu popsaném na obrazku 12 purifikovana 3 riznymi laboranty (A, B, C) za uziti 3 riznych Sarzi
(1, 2, 3) sady PAXgene Blood RNA Kit s nékolika pfistroji QlAcube a QIlAcube Connect MDx na zakladé
automatizovaného protokolu. Zaroven byla RNA purifikovana z odpovidajicich replikatd za uziti manuainiho protokolu.
Relativni koncentrace transkriptu [A] FOS a [B] IL1B byly uréeny pomoci duplexni real-time RT-PCR za uZiti 18S-rRNA
jako interniho standardu. MoZzné rozdily v koncentraci transkriptt mezi RNA pfipravenou ze sparovanych krevnich
vzorkd za uziti obou extrakénich protokolt (manudlni a automatizovany protokol) byly vypocitany na zakladé metody
AACt. Jednotlivé hodnoty AACt v8ech par vzorku (4 replikaty x 6 soubort darcu x 3 Sarze sady x 3 laboranti =
216 parl kazdého genu) jsou pro v8echny zobrazené vzorky znazornény jako jednotlivé body s primérem (vétsi body)
a smérodatnou odchylkou (&erné usecky). Carkované linie znazorfiuji +3nasobnou celkovou presnost analyz (FOS:
1,16 Cr; IL1B: 1,98 Cr; jiné presnosti analyz ve srovnani s obrazky 1-4, 8 a 9 z divodu jinych verzi analyz).
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Obrézek 16. Reprodukovatelnost RT-PCR — mezi pristroji QlAcube a QlAcube Connect MDx za uZiti
automatizovaného protokolu. RNA byla v rdmci experimentu popsaném na obrazku 12 purifikovana 3 rdznymi
laboranty (A, B, C) za uziti 3 riznych 8arzi (1, 2, 3) sady PAXgene Blood RNA Kit za uziti automatizovaného protokolu
na nékolika pfistrojich QlAcube a QlAcube Connect MDx. Relativni koncentrace transkriptu [A] FOS a [B] IL1B byly
uréeny pomoci duplexni real-time RT-PCR za uziti 18S-rRNA jako interniho standardu. Mozné rozdily v koncentraci
transkriptd mezi RNA pfipravenou ze sparovanych krevnich vzorkl za pouziti obou pfistroju vypocitany na zakladé
metody AACrt. Jednotlivé hodnoty AACT v8ech pard vzorkl (4 replikaty x 6 souborti darct x 3 SarZe sady x 3 laboranti
= 216 parli kazdého genu) jsou znazornény jako jednotlivé body s primérem (vétsi body) a smérodatnou odchylkou
(8erné Usecky). Carkované linie znazorfiuji 3 nasobnou celkovou presnost analyz (FOS: 1,30 Cr; IL1B: 1,42 Cr; jiné
pfesnosti analyz ve srovnani s obrazky 1-4, 8, 9 a 15 z dlivodu jinych verzi analyz).
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Vybaveni a reagencie, které ma zajistit uzivatel

Pfi manipulaci s chemikaliemi noste vzdy laboratorni odév, jednorazové rukavice
a ochranné bryle. DalSi informace si vyhledejte v pFislusnych bezpe¢nostnich listech (BL),
které obdrzite od dodavatele vyrobku.

Pro vSechny protokoly

® PAXgene Blood RNA Tubes (zkumavky BRT pro odbér RNA z krve, PreAnalytiX;
kat. ¢is. 762165)

e Ethanol (96-100 %, stupen Cistoty p.a.)
® Pipety* (10 yl —4 ml)

e Sterilni pipetovaci $picky bez obsahu RNazy, s aerosolovou bariérou jako ochranou pfed
kontaminaci®

e Odmérny valec*

® Centrifuga* s vykyvnym rotorem a vhodnymi adaptéry pro zkumavky PAXgene Blood
RNA Tubes (BRT) a s rychlosti od 3000-5000 x g

e Vifivy mixér (Vortex)*
® Drceny led

® Permanentni fixa pro popisovani
Pro manualni protokol
e Mikrocentrifuga* s rotorem pro 2ml mikrocentrifugaéni zkumavky a s variabilni rychlosti

od 1000-8000 x g, ackoli se pouzivaji nizSi a vys$si sily g (podrobnosti najdete v krocich
protokolu)

* Ujistéte se, Ze jsou zafizeni a pfistroje kontrolovany, udrzovany a pravidelné kalibrovany podle doporuéeni vyrobce.
T Zajistéte, abyste byli obeznameni s pokyny pro manipulaci s RNA (pfiloha A, strana 71).
* K odmé&Feni mnozstvi ethanolu, které se pfidava ke koncentratu pufru BR4.
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® Trepaci inkubator* pro inkubaci pfi 55 °C a 65 °C s variabilni rychlosti = 400 ot./min. a ne

vy$S§i nez 1400 ot./min. (napf. Eppendorf® Thermomixer Compact nebo ekvivalent)
Pro automatizovany protokol (za uziti pristrojti QlAcube nebo QlAcube Connect MDx)

® Nulzky

Spotfebni material pro pfistroje QlAcube:

e Filter-Tips, 1000 ul (1024) (QIAGEN, kat. &is. 990352)"
e Reagent Bottles, 30 ml (6) (QIAGEN, kat. &is. 990393)"
® Rotor Adapters (10 x 24) (QIAGEN, kat. ¢is. 990394)"
PrisluSenstvi pro pfistroje QlAcube:

e Rotor Adapter Holder (QIAGEN, kat. &is. 990392)"
Pro automatizovany protokol za uziti pfistroji QlIAcube Connect MDx
® QIAcube Connect MDx* (QIAGEN, kat. ¢is. 9003070)

Bali¢ky sluzeb pro QlAcube Connect MDx:

® QIlAcube Connect MDx System FUL-2 (QIAGEN, kat. &is. 9003071)

® QIlAcube Connect MDx System FUL-3 (QIAGEN, kat. ¢is. 9003072)

® QIlAcube Connect MDx System PRV-1 (QIAGEN, kat. ¢is. 9003073)
® QIlAcube Connect MDx Device PRV-1 (QIAGEN, kat. &is. 9003074)

® QIlAcube Connect MDx System PRM-1 (QIAGEN, kat. €is. 9003075)

Pro automatizovany protokol za uziti pfistroji QlAcube

e QlAcube* (QIAGEN, Kat. &is. 9001882 [110 V])

* Ujistéte se, Ze jsou zafizeni a pfistroje kontrolovany, udrzovany a pravidelné kalibrovany podle doporuéeni vyrobce.
T Obsazeno také v Gvodnim bali¢ku Starter Pack, QlAcube (QIAGEN, kat. &is. 990395).
* Ujistéte se, Ze jsou zafizeni a pfistroje kontrolovany, udrzovany a pravidelné kalibrovany podle doporu¢eni vyrobce.
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Dulezité poznamky
Pouzivani pfistroji QlAcube

Ujistéte se, ze jste obeznameni s manipulaci s pfistrojem QlAcube. Prostudujte si pfisluSnou
uzivatelskou pfirucku k pfistroji QIAcube aveSkeré dodatec¢né informace dodavané
s pfistrojem QIAcube. Pfed zahajenim automatizovaného protokolu PAXgene Blood RNA

vénujte zvlastni pozornost informacim o bezpecénosti.

Neni-li to uvedeno samostatné, pokyny v této kapitole se vztahuji na pfistroj QlAcube
Connect MDx i na pfistroj QlAcube.

Spusténi pristroji QlAcube

Zaviete kryt pfistroje QlAcube a pomoci sitového vypinace pristroj QlAcube zapnéte
(QlAcube Connect MDx: viz obrazek 17, strana 41; QlAcube: obrazek 18, strana 42).

Ozve se pipnuti a zobrazi se Uvodni obrazovka. Pfistroj automaticky provede zahajovaci

testy.
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Predni strana pfistroje QlIAcube Connect MDx Vysunuté dotykova obrazovka
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Zadni strana pristroje QlAcube Connect MDx Zadni strana pristroje QlAcube Connect MDx

Obrazek 17. Vnéjsi prvky pristroje QlAcube Connect MDx.

Dotykova obrazovka 2 porty USB na levé strané dotykové obrazovky;
2 porty USB za dotykovou obrazovkou
(modul Wi-Fi zasunuty do 1 portu USB)

Kryt Ethernetovy port RJ-45

Odpadni zasuvka Zastreka pro napajeci kabel

Sitovy vypina¢ Vystup chladiciho vzduchu

OO O
GO ©®
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Obréazek 18. Predni strana pfistroje QlAcube.
@ Dotykova obrazovka @ Port USB za ochrannym panelem
@ Kryt @ Sitovy vypinaé
@ Sériovy port RS232 za ochrannym panelem @
(pro pouziti pouze servisnimi techniky Odpadni zasuvka

spole¢nosti QIAGEN)
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Dotykova obrazovka

PFistroje QlAcube se ovladaji pomoci dotykové obrazovky. Dotykova obrazovka uzivateli
umoznuje ovladat pfistroj a provede jej nastavenim pracovni plochy. Béhem zpracovani

vzorku se na dotykové obrazovce zobrazuje stav protokolu a zbyvajici ¢as.

Obrazek 19. Vysunuta dotykova obrazovka pfistroje QlIAcube Connect MDx

Instalace protokoll na pfistrojich QlAcube

Pfed prvnim béhem pfipravy RNA na pfistrojich QlAcube mlze byt nutné provést Gvodni
instalaci protokol(l. Nainstalujte oba protokoly ,PAXgene Blood RNA Part A“ a ,PAXgene
Blood RNA Part B“.

Protokoly  pro  pfistroj QIAcube Connect MDx jsou kdispozici na
www.giagen.com/products/diagnostics-and-clinical-research/solutions-for-laboratory-

developed-tests/giacube-connect-mdx/#resources  (www.giagen.com/MyQIAcube  pro

QIAcube) a je nutné je stdhnout na flash disk USB dodavany s pristroji QlAcube. Tyto protokoly
budou do pfistroje pfeneseny prostfednictvim portu USB.

Port USB (QlAcube Connect MDx: nachazi se po strané dotykové obrazovky, viz

obrazek 17, strana 41; QIlAcube: za ochrannym panelem, viz obrazek 18, strana 42)
umozZfiuje pfipojeni pfistroja QlAcube k flash disku USB dodavanému s pfistroji QlAcube.
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Soubory dat, jako napfiklad soubory typu log ¢&i report, mohou byt také pfeneseny pres port
USB z pfistroji QlAcube na flash disk USB.

l./'-'\. Port USB se smi pouzivat pouze pro flash disk USB dodavany spolecnosti
2 QIAGEN. Do tohoto portu nepfipojujte jina zafizeni.

l,/'-'\, Nevyjimejte flash disk USB béhem stahovani protokol(i, pfenosu soubord dat nebo
pNL pfi b&hu protokolu.

DalSi podrobnosti o procesu nahravani protokold k pfistrojim QIlAcube si prosim prectéte

v pfislusné pfiruce k pouzivanému pfistroiji.
PInéni pfistroji QlAcube

Abyste uSetfili ¢as, mlzete pFistroje naplnit béhem jednoho nebo obou 10minutovych
centrifugacnich krokl (krok 3 a 5), jak uvadi kapitola ,Protokol: Automatizovana purifikace
celkové RNA z piné lidské krve odebrané do zkumavek PAXgene Blood RNA Tubes (BRT)"

na strané 62.

Reagencni lahvicky

Pfed kazdym béhem na pfistroji QlAcube opatrné naplnite 4 reagencni lahvicky uvedené
v tabulce 3 (strana 45) reagenciemi az po vyznacenou rysku pro maximum; pokud to neni
mozné, do urovné dané objemy pufrd dodavanych v sadé PAXgene Blood RNA Kit. Na
naplnéné lahvi¢ky a viCka jasné napiste nazvy pufrd a umistéte je do ndlezitych pozic na
stojanu na reagencni lahvicky. Stojan umistéte na pracovni desku pfistroje QlAcube podle
obrazku (obrazky 20-22, strany 45-47).

l./'-'\. Dodéavany objem pufru BR2 nenaplini reagencni lahviCku po vyznacenou rysku.
NI Pufry BR3 a BR4 nemusi naplnit lahvi¢ku po vyznacenou rysku, pokud byly pouzity

ke zpracovani vétsiho pocétu vzorkd v pfedchozich bézich.
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Pfed umisténim lahviCek na pracovni desku se ujistéte, Ze jste z nich odstranili vicka.

)

™, Objem pufri dodavanych se sadou PAXgene Blood RNA Kit (50) vystaci

j maximalné na 7 béhd pfFipravy RNA v pfistroji QlAcube, pfiemz Cisla vzorkd
v kazdém béhu jsou oznac¢ena 2 az 12. Obecné by se béhy s niz8imi &isly vzorkl
nemély pouzivat, aby se v kazdé sadé zpracovalo celkem 50 vzorkd s maximalné
7 béhy pfipravy RNA. Vice nez 7 béhd pfipravy RNA mlze mit za nasledek

nedostate¢ny objem pufru pro zpracovani poslednich vzorku.

Tabulka 3. Pozice na stojanu na reagencni lahvicky

Pozice Reagencie

Vazebny pufr (BR2)
96-100% ethanol
Promyvaci pufr 1 (BR3)

Promyvaci pufr 2 (BR4)*
— (ponechte prazdnou)

o U1 W N P

— (ponechte prazdnou)

* Promyvaci pufr 2 (BR4) je dodavan jako koncentrat. Pfed prvnim pouzitim pfidejte do lahvicky 4nasobny
objem ethanolu (96—100 %, stupen Cistoty p.a.), jak je popsano na Stitku, abyste vytvofili pracovni roztok.

®

Pozice 1 Pozice 2
Vazebny pufr 96-100%
(BR2) ethanol

Pozice 3 Pozice 4
Promyvaci Promyvaci
pufr 1 (BR3) pufr 2 (BR4)

Pozice 5 Pozice 6

Prazdny Prazdny

Obrazek 20. Vlozeni stojanu na reagencni lahvi¢ky. [A] Schéma pozic a obsahu lahvi¢ek na stojanu pro
reagencni lahvicky. [B] VloZeni stojanu do pfistroje QlAcube (QlAcube je uveden jako pfiklad).
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Obrazek 21. Pohled do vnitiniho prostoru pfistroje QIAcube Connect MDx.

Viko centrifugy Drazky pro mikrocentrifuga¢ni zkumavky

Centrifuga 3 drazky pro stojany na $picky

Trepacka Otvory pro likvidaci $pi¢ek a kolonek
Robotické rameno (obsahuje 1kanélovy
pipetor, unasec¢, ultrazvukovy a opticky
senzor a UV LED)

Stojan na reagen¢ni lahvicky

OEO

Senzor pro kontrolu $pi¢ek a zamek krytu

© OO
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Obrazek 22. Nahled do vnitfniho prostoru pristroje QlAcube.

®
®
®
®
®
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Kolonky (PRC, PSC), mikrocentrifugac¢ni zkumavky (MCT) a umélohmotné &asti
pfistroji QlAcube

Umistéte 2 stojany na Spicky naplnéné Spickami s filtry o objemu 1000 pl do pristroje
QIlAcube (viz obrazky 21 a 22, strany 46 a 47). Je-li potfeba, stojany doplrite.

@ Pouzivejte pouze Spicky s filtrem o objemu 1000 pl uréené pro pouziti s pfistroji
QlAcube.

PopiSte permanentni fixou adaptéry do rotoru a mikrocentrifugacni zkumavky (MCT) pro
kazdy vzorek. Otevrete odstfedovaci kolonky PAXgene Shredder (PSC) uréené k pouziti
a nuzkami zcela odstfihnéte vicka (viz obrazek 23, strana 48).

@ Aby mohla roboticka ruka pfistroji QlIAcube spravné pracovat, zcela odstrante

I (odstfihnéte) vicka a umélohmotné C&asti spojujici vicko a kolonku PAXgene
Shredder (PSC; viz obrazek 23). Jinak nemuze roboticka ruka kolonky (PSC, PRC)
spravné uchopit.

Nespravné
Spravné odstranéné
odstranéné vicko kolonky;
vicko Cast vicka
kolonky je'v .stéle

pfichycena

Obrazek 23. Vlozeni odstifed’'ovaci kolonky PAXgene Shredder (PSC). Odstfedovaci kolonka PAXgene Shredder
(PSC) je vlozena do stfedni pozice adaptéru do rotoru. Pfed vlozenim kolonky odstfihnéte vicko.
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VloZte odstfedovaci kolonku PAXgene RNA (PRC), kolonku PAXgene Shredder (PSC, bez
vicek, viz obrazek 23, strana 48) a popsanou mikrocentrifuga¢ni zkumavku do nalezitych pozic
do kazdého popsaného adaptéru do rotoru, jak je uvedeno v tabulce 4 a na obrazku 24.

( | Ujistéte se, Ze jsou vi¢ka kolonek (PRC) a mikrocentrifugacnich zkumavek (MCT)
LA 3 o ) y
— stlaCena aZ na konec drazek na okraji adaptéru do rotoru, jinak se mohou vicka

b&hem centrifugace odlomit.

Tabulka 4. Laboratorni material v adaptéru do rotoru

Pozice Reagencie Pozice vicka
1 Odstiedovaci kolonka PAXgene RNA (¢ervend, PRC) L1
2 Odstredovaci kolonka PAXgene Shredder (fialovd, PSC)

(pted vliozenim do adaptéru do rotoru odstfihnéte vieko)
3 Mikrocentrifuga¢ni zkumavka (MCT)" L3

*Pouzivejte mikrocentrifuga¢ni zkumavky (MCT; 1,5 ml) dodavané se sadou PAXgene Blood RNA Kit.

- L2
! @0
L3

Obrazek 24. Pozice v adaptéru do rotoru. Adaptér do rotoru ma tfi pozice pro zkumavky (1-3) a tfi pozice pro
vicka (L1-L3).
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PInéni centrifugy

VloZte sestavené adaptéry do rotoru do jamek centrifugy, jak je ukdzano na obrazku 25 nize.

. P¥i zpracovani méné nez 12 vzork( musi byt rotor centrifugy naplnén paprskovité
@ (viz obrazek 26, strana 51), aby zUstal vyvazen. Pfed zaCatkem béhu protokolu
musi byt nasazeny vSechny jamky centrifugy, a to i v pfipadé, Ze je zpracovavano

méné nez 12 vzorkd. Jediny vzorek nebo 11 vzorkd nelze zpracovat.

Obrazek 25. Vkladani centrifugy do pfistroji QlAcube. VloZte sestavené adaptéry do rotoru do jamek centrifugy
(pFistroj QlAcube Connect MDx je uveden jako pfiklad).
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Obrazek 26. PInéni centrifugy a tfepacky. Pozice centrifugy a tfepacky jsou zobrazeny pro zpracovani dvou (2) az
deseti (10) vzorkd. Jeden (1) nebo 11 vzorku nelze zpracovat. Pfi zpracovani 12 vzorku jsou zaplnény v§echny pozice
centrifugy a tfepacky.
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Zkumavky na zpracovani vzorku (PT)

Vyjméte z drazek pro mikrocentrifugaéni zkumavky v8echny zkumavky (PT), které zbyly
z pfedchozich béhl (QlAcube Connect MDx: viz obrazek 21, strana 46, QIlAcube: viz
obrazek 22, strana 47). Naplite 3 zkumavky (PT) mnoZstvim reagencii uvedenym
v tabulce 5 podle poc¢tu vzorkd v daném béhu.

Pfiprava inkubacni smési z DNazy I: pfeneste pipetou uvedeny objem pufru k digesci DNA
(RDD) do zkumavky (PT) a pfidejte uvedeny objem zakladniho koncentrovaného roztoku
DNéazy | (RNFD). Smés jemné promichejte nabérem a naslednym vypusténim pipety
(opakujte tfikrat za uziti pipetovaci Spi¢ky o objemu 1000 pl).

Pouzivejte 2ml zkumavky na zpracovani vzorku (PT) dodavané se sadou PAXgene Blood
RNA Kit. Jasné popiSte zkumavky nazvy reagencii a umistéte je do odpovidajicich pozic
v drézkach pro mikrocentrifugacni zkumavky, jak je uvedeno v tabulce 6 (strana 53).

l,/'-'\, DNaza | (RNFD) je velmi nachylna k fyzikalni denaturaci. Michejte pouze pomoci
\!) pipety a pouzivejte pipetovaci Spicky se Sirokym primérem, abyste omezili

smykové tfeni. Nevortexujte.

< o Ujistéte se, Ze pipetujete spravny objem uvedeny v tabulce 5.

52 Priru¢ka pro sadu PAXgene Blood RNA 12/2020



Tabulka 5. PoZzadovany objem reagencii ve zkumavkach na zpracovani vzorku umisténych v drazkach pro
mikrocentrifugacni zkumavky.

Objem reagencii pro uvedeny pocet vzorku (ul)

Pocet vzorkii  Proteinaza K (PK) Inkubaéni smés DNazy | Eluéni pufr (BR5)
2 126 187 (23 DNazy | + 164 Buffer RDD) 313
3 170 261 (33 DNazy | + 228 Buffer RDD) 399
4 213 334 (42 DNazy | + 292 Buffer RDD) 486
5 256 407 (51 DNazy | + 356 Buffer RDD) 572
6 299 481 (60 DNazy | + 421 Buffer RDD) 658
7 342 554 (69 DNazy | + 485 Buffer RDD) 745
8 386 627 (78 DNazy | + 549 Buffer RDD) 831
9 429 701 (88 DNazy | + 613 Buffer RDD) 918
10 472 775 (97 DNazy | + 678 Buffer RDD) 1004
12 558 921 (115 DNazy | + 806 Buffer RDD) 1177

Tabulka 6. Drazky pro mikrocentrifugaéni zkumavky

Pozice
A B C
Obsah Proteindza K Inkubacni smés DNazy | Eluéni pufr (BR5)
Nadobka Zkumavka na Zkumavka na zpracovani Zkumavka na zpracovani
zpracovani vzorku (PT)* vzorku (PT)* vzorku (PT)*

* Pouzivejte 2ml zkumavky na zpracovani vzorku dodavané se sadou PAXgene Blood RNA Kit.
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Protokol: Manualni purifikace celkovée RNA

y4

plné lidske krve odebrané do zkumavek

PAXgene Blood RNA Tubes (BRT)

Dulezité body, nez za¢nete

Ujistéte se, Ze je sada neporuSena a nepoSkozena a Ze nedoSlo k uniku pufrd.
Nepouzivejte sadu, ktera je poSkozena.

PFi uzivani pipet zkontrolujte, zda je spravné nastaven objem a zda opatrné nasavate
a vypoustite veSkerou tekutinu.

Abyste zabranili pfeneseni vzorku do Spatné zkumavky &i kolonky, mély by byt vSechny
zkumavky a kolonky peclivé oznaceny permanentni fixou. Oznacte vicko a télo kazdé
zkumavky (PT, MCT). U kolonek nadepiste také télo pfislusné zkumavky (PT), ve které
se eluuje. Po pfidani tekutiny kazdou zkumavku a kolonku vzdy uzavrete.

Rozliti vzorku nebo pufru béhem pfipravy maze snizit vytézek a Cistotu RNA.

Pokud neni uvedeno jinak, mély by byt vSechny kroky protokolu (v€etné centrifugace)

provedeny pfi pokojové teploté (15-25 °C).

Vzhledem kvysoké senzitivit¢ metod amplifikace nukleovych kyselin by méla byt

k zamezeni kfizovych kontaminaci pfi manipulaci se vzorky dodrzovana nasledujici

preventivni opatfeni:

54

Vzorek pipetujte do odstfedovaci kolonky (PRC, PSC) opatrn&, abyste nepotfisnili jeji
horni okraj.

Pred kazdym pfenosem kapalnych materialt vzdy vymérite pipetovaci $picky. Pouzivejte
Spicky s aerosolovou bariérou.

Dbejte, abyste se pipetovaci $pi¢kou nedotkli membrany v kolonce (PRC, PSC).
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Mikrocentrifugaéni zkumavky (MCT) po vortexovani nebo ohfivani kratce centrifugujte,
abyste odstranily kapky z vnitfni strany vicka.

Béhem celého procesu pouZivejte rukavice. Pokud se dotknete rukavicemi vzorku,
rukavice okamzité vyménte.

Kolonky (PRC, PSC) pred vlozenim do mikrocentrifugy vzdy uzavfete. Centrifugujte
podle Udaju v protokolu.

Otevirejte najednou vzdy jen jednu kolonku (PRC, PSC) a zabrarite tvorbé aerosolu.
Pro efektivni paralelni zpracovani vice vzorkl se doporu€uje pFipravit stojan se
zkumavkami na zpracovani vzorku (PT), do kterych se po centrifugaci mohou vlozit
kolonky (PRC, PSC). Pouzité zkumavky (PT) i s pritokem zlikvidujte a vloZte nové
zkumavky (PT) s kolonkami (PRC, PSC) pfimo do mikrocentrifugy.

Co je tfeba udélat, nez zaCnete

Krev je nutné odebrat do zkumavek PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) podle pokynu
v pfislusné pfirucce PAXgene Blood RNA Tube. Bude-li tfeba, v pfiloze C (strana 75)
naleznete doporuceni pro manipulaci se zkumavkami PAXgene Blood RNA Tubes
(BRT).

Po odbéru krve zkumavky PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) inkubujte minimalné
2 hodiny pfi pokojové teploté, aby byla zajisténa uplna lyza krevnich bunék. Inkubace
zkumavek PAXgene Blood RNA Tube (BRT) pfes noc mlize vést k vy$Sim vytézkam.
Byla-li zkumavka PAXgene Blood RNA Tube (BRT) po odbéru krve skladovéna pfi
teploté 2-8 °C, -20 °C nebo -70 °C, pfed zacatkem protokolu ji nejdfive zahfejte na
pokojovou teplotu a potom ji nechte pfi pokojové teploté 2 hodiny inkubovat.

Prectéte si informace o bezpecénosti na strané 9.

Prectéte si pokyny pro manipulaci s RNA (pfiloha A na strané 72).

Ujistéte se, Ze jsou pfistroje, napf. pipety a tfepaci inkubatory, pravidelné kontrolovany
a kalibrovany podle udaja vyrobce.

Tfepaci inkubator je zapotfebi u krokl 5 a 20. Nastavte teplotu tfepaciho inkubatoru
na 55 °C.
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® Ve vazebném pufru (BR2) se mlze po del$im skladovani vytvofit srazenina. V takovém
pfipadé ji rozpustte ohfatim na 37 °C.

® Promyvaci pufr 2 (BR4) je dodavan jako koncentrat. Pfed prvnim pouzitim pfidejte do
lahvi¢ky 4nasobny objem ethanolu (96-100 %, stuper Cistoty p.a.), jak je popsano na
Stitku, abyste vytvofili pracovni roztok.

® Pred prvnim pouzitim sady RNase-Free DNase Set pfipravte zakladni koncentrovany
roztok DNazy |. Pevnou DNazu | (RNFD; 1500 jednotek Kunitz)* rozpustte v 550 ul pufru
k resuspenzi DNazy (DRB), ktery je dodavan se sadou. Dbejte na to, aby pfi otevieni
nadobky zadna DNaza | (RNFD) neunikla. Rekonstituovana DNaza | (RNFD) nesmi byt
vortexovana. DNaza | je velmi nachylna k fyzikalni denaturaci. Promichejte pouze
jemnym pfevracenim lahvicky.

® Soucasné Udaje ukazuji, ze rekonstituovanou DNazu | (RNFD) Ize skladovat pfi teploté
2-8 °C az 6 tydn(. Pro dlouhodobé skladovani DNazy | (RNFD) se doporucuje vyjmout
z&kladni koncentrovany roztok ze sklenéné nadoby, rozdélit ho na mensi alikvoty pro
jedno pouZziti (pouzijte k tomu 1,5ml mikrocentrifugaéni zkumavky [MCT] dodavané se
sadou, které postaci pro 5 alikvotd) a skladovat pfi teploté -20 °C az 9 mésicl.
Rozmrazené alikvoty se mohou skladovat pfi teploté 2—-8 °C az 6 tydnd. Rozmrazené
alikvoty znovu nezmrazujte.

® Prirekonstituci a alikvotaci roztoku DNazy | (RNFD) neopomente zachovavat pokyny pro
manipulaci s RNA (pfiloha A na strané 72).

* Jednotka Kunitz je béZné uzivana jednotka pro méfeni enzymatické aktivity DNazy |; je definovana jako mnozstvi
DNazy | zpGsobujici narGst absorbance pfi 260 nm (Az60) 0 0,001 za minutu na mililitr pfi 25 °C a pH 5,0, pficemz je
jako substrat pouzita vysoce polymerni DNA (Kunitz, M. (1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 a 363).
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Postup

1. Centrifugujte zkumavku PAXgene Blood RNA Tube (BRT) 10 minut ve vykyvném rotoru
pfi 3000-5000 x g.
(i) Ujistéte se, Ze byl krevni vzorek inkubovan ve zkumavce PAXgene Blood RNA
- Tube (BRT) pfi pokojové teploté (15-25°C) minimalné 2 hodiny,
aby se dosahlo uplné lyzy krevnich bunék.
|'/-i) Rotor musi byt vybaven adaptéry pro zkumavky s kulatym dnem. PFi pouzivani
NS jinych typa adaptért se mohou zkumavky béhem centrifugace poskodit.

2. Nasledné odstrafite supernatant dekantaci nebo pipetovanim. K peletu pridejte 4 ml
vody bez obsahu RNazy RNase-Free Water (RNFW) a uzaviete zkumavku novym

bezpeénostnim uzavérem BD Hemogard (dodavany se sadou).
Béhem dekantace supernatantu dbejte na to, aby se pelet nerozvifil, a osuste okraj
zkumavky &istym papirovym ubrouskem.

3. Pelet vortexujte, dokud neni viditelné resuspendovan, a pak jej centrifugujte 10 minut
ve vykyvném rotoru pfi 3000-5000 x g. Odeberte a zlikvidujte cely supernatant.
Drobné bunécné zbytky obsazené v supernatantu po vortexovani, ale pred centrifugaci
nenaru$uji dal$i pribéh protokolu.
(i) Nel'JpI,né odstranétn' ,su,pernatantu inhibEJje lyzu a fedi lyzat, a tim naruSuje

- podminky pro navazani RNA na membranu PAXgene.

4. Pridejte 350 pl pufru k resuspenzi (BR1) a smés vortexujte, dokud se pelet viditelné

neresuspenduje.

5. Preneste vzorek pipetou do 1,5ml mikrocentrifugaéni zkumavky (MCT). Dale pfidejte
300 pl vazebného pufru (BR2) a 40 ul proteinazy K (PK). Promichejte vortexem po
dobu 5 sekund a inkubujte 10 minut pfi 55 °C v tfepacim inkubatoru pfi rychlosti
400-1400 ot/min. Po inkubaci zvyste teplotu tfepaciho inkubatoru na 65 °C (pro krok 20).
(\i) Vazebny pufr (BR2) a proteinazu K (PK) nemichejte pfed pfidanim do vzorku

- dohromady.
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6.

10.

58

Lyzat pipetujte pfimo do odstfedovaci kolonky PAXgene Shredder (PSC, fialova), ktera

je vloZzena do 2ml zkumavky na zpracovani vzorku (PT), a centrifugujte 3 minuty pfi

maximalnich ota¢kach (max. 20 000 x g).

(\i) Lyzat opatrné prfeneste pipetou do odstfedovaci kolonky (PSC) a opticky
- se pfesvédcte, Ze jste do kolonky pfenesli skute€né cely obsah lyzatu.

Abyste prfedesli poSkozeni kolonek (PSC) a zkumavek (PT), nepfekraujte rychlost

20 000 x g.

(i) Nékteré vzorky mohou projit kolonkou PAXgene Shredder (PSC) bez
- centrifugace. Tento jev je zpUsoben nizkou viskozitou nékterych vzorkua

a nemél by byt povazovan za chybu produktu.

Opatrné pfeneste cely supernatant pritoku do nové 1,5ml mikrocentrifugaéni zkumavky

(MCT), aniz zvifite pelet ve zkumavce na zpracovani vzorku.

Pridejte 350 pl ethanolu (96—100 %, stupen Cistoty p. a.). Promichejte vortexem a kratce
centrifugujte (1-2 sekundy pfi 500-1000 x g), abyste odstranili kapky z vnitfni strany
vi¢ka zkumavky.

l,/'i) Délka centrifugace nesmi pfekro€it 1-2 sekundy, protoZe by jinak mohlo dojit
= k sedimentaci nukleovych kyselin a tim k redukci celkového vytéZku RNA.

700 pl vzorku preneste pipetou do odstfedovaci kolonky PAXgene RNA (PRC, ¢ervena),
ktera je vlozena do 2ml zkumavky na zpracovani vzorku (PT), a centrifugujte 1 minutu
pfi otackach 8000-20 000 x g. Umistéte odstfedovaci kolonku (PRC) do nové 2ml
zkumavky na zpracovani vzorku (PT) a pouZzitou zkumavku na zpracovani vzorku (PT)

s obsazenym pritokem zlikvidujte.

Zbyvaijici vzorek pfeneste pipetou do odstiedovaci kolonky PAXgene RNA (PRC)
a centrifugujte 1 minutu pfi otackach 8000-20 000 x g. Umistéte odstfedovaci kolonku
(PRC) do nové 2ml zkumavky (PT) a pouzitou zkumavku na zpracovani vzorku (PT)
s obsazenym prutokem zlikvidujte.

(i) Vzorek prfeneste pipetou do odstfedovaci kolonky (PRC) a opticky se
= pfesveédcte, Ze jste do kolonky prenesli skute¢né cely obsah vzorku.
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12.

13.

14.

15.

Pfeneste pipetou 350 pl promyvaciho pufru 1 (BR3) do odstfedovaci kolonky PAXgene
RNA (PRC). Centrifugujte 1 minutu pfi otackach 8 000-20 000 x g. Umistéte
odstfedovaci kolonku (PRC) do nové 2ml zkumavky (PT) a pouZitou zkumavku na

zpracovani vzorku (PT) s obsazenym prutokem zlikvidujte.

Pridejte 10 pl zakladniho koncentrovaného roztoku DNazy | (RNFD) k 70 uyl pufru
k digesci DNA (RDD) v 1,5ml mikrocentrifugac¢ni zkumavce (MCT). Promichejte jemnym
poklepavanim do zkumavky a kratce centrifugujte, abyste sklepali zbylou tekutinu

z vnitfnich stén zkumavky.

Pro zpracovani napfiklad 10 vzorku pfidejte 100 pl zakladniho koncentrovaného roztoku

DNazy | (RNFD) k700ul pufru kdigesci DNA (RDD). Pouzivejte 1,5ml

mikrocentrifugacni zkumavky (MCT) dodavané se sadou.

(i) DNaza | je velmi nachylna k fyzikalni denaturaci. Roztok promichejte lehkym
- poklepavanim do zkumavky. Nevortexujte.

Inkubaéni smés DNazy | (RNFD, 80 pl) pipetujte pfimo na membranu v kolonce

PAXgene RNA (PRC) a ponechejte na pracovni ploSe 15 minut (pfi teploté 20-30 °C).

(i) Ujistéte se, Ze byla inkubaléni smés DNazy | (RNFD) umisténa pfimo na
- membranu. Digesce pomoci DNazy by mohla probéhnout neupiné, pokud by

¢ast smési zUstala na vnitfni sténé nebo na O-krouzku kolonky (PRC).

Pfeneste pipetou 350 pl promyvaciho pufru 1 (BR3) do odstfedovaci kolonky PAXgene
RNA (PRC) acentrifugujte 1 minutu pfi otackach 8 000-20 000 x g. Umistéte
odstfedovaci kolonku (PRC) do nové 2ml zkumavky (PT) a pouzitou zkumavku na

zpracovani vzorku (PT) s obsazenym prlitokem zlikviduijte.

Pfeneste pipetou 500 pl promyvaciho pufru 2 (BR4) do odstfedovaci kolonky PAXgene
RNA (PRC) a centrifugujte 1 minutu pfi otackach 8 000-20 000 x g. Umistéte
odstfedovaci kolonku (PRC) do nové 2ml zkumavky (PT) a pouZitou zkumavku na
zpracovani vzorku (PT) s obsazenym pratokem zlikvidujte.
(i) Promyvaci pufr 2 (BR4) je dodavan jako koncentrat. Ujistéte se, Ze byl pred
- pouzitim k promyvacimu pufru 2 (BR4) pfidan ethanol (viz kapitola ,,Co je tfeba
udélat, nez za¢nete“ na strané 55).
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17.

18.

19.

20.

21.
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Pridejte dalSich 500 pl promyvaciho pufru 2 (BR4) do odstfedovaci kolonky PAXgene
RNA (PRC). Centrifugujte 3 minuty pfi 8000—20 000 x g.

Kolonku PAXgene RNA (PRC) vlozte do nové 2ml zkumavky na zpracovani vzorku (PT)
a pouZzitou zkumavku na zpracovani vzorku (PT) s obsazenym pratokem zlikvidujte.
Centrifugujte 1 minutu pfi 8000—20 000 x g.

Pouzitou zkumavku na zpracovani vzorku (PT) s obsazenym prutokem zlikviduijte.
Odstfedovaci kolonku PAXgene RNA (PRC) vlozte do 1,5ml mikrocentrifugacni
zkumavky (MCT) a 40 pl eluéniho pufru (BR5) pfeneste pipetou pfimo na membranu
v kolonce PAXgene RNA (PRC). Centrifugujte 1 minutu pfi ota¢kach 8000—20 000 x g,
abyste dosahli eluce RNA.

Abyste docilili maximalni efektivity eluce, je dllezité pokryt celou plochu membrany
eluénim pufrem (BR5).

Zopakujte eluéni krok (krok 18) opét se 40 pl eluéniho pufru (BR5) a stejnou
mikrocentrifugani zkumavkou (MCT).

Eluat inkubujte 5 minut pfi 65 °C v tfepacim inkubatoru (od kroku 5), ale bez tfepani.

Vzorky poté ihned zchladte na ledu.

Touto inkubaci pfi 65 °C se RNA denaturuje pro nasledujici aplikace. Nepfekrocte pfitom
dobu ani teplotu inkubace.

Pokud vzorky RNA nebudou ihned pouzity, skladujte je pfi -20 °C nebo -70 °C.

Jelikoz RNA zustava denaturovana i po opakovaném zmrazeni a rozmrazeni, neni nutné
inkubaci pfi 65 °C opakovat. Pokud chcete vzorky RNA pouZit pro diagnostické analyzy,
dbejte pokynu vyrobce.
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Pro co nejpfesngjSi kvantifikaci RNA méfenim absorbance pfi 260 nm doporucujeme
zredit vzorek 10 mM Tris-HCI (pH 7,5).* Nafedéni vzorku vodou bez obsahu RNazy
RNase-Free Water by mohlo vést k nepfesnym nizkym hodnotam.

Pro vynulovani spektralniho fotometru pouzijte slepy vzorek (blank), jehoz pomér
eluéniho pufru (BR5) a fediciho pufru Tris-HCI odpovida méfenym vzorkdm. Eluéni pufr
(BR5) ma pfi 220 nm vysokou absorbanci, coz mlze vést k vysokym hodnotadm

absorbance pozadi, pokud nebyl nulovy bod spektralniho fotometru nastaven spravné.
7 *™  Pro kvantifikaci v pufru Tris HCI pouzijte vztah Azo = 1 = 44 pg/ml. Viz

U

pfiloha B, strana 73.

* PFfi manipulaci s chemikaliemi noste vzdy laboratorni odév, jednorazové rukavice a ochranné bryle. DalSi informace
si vyhledejte v pfisluSnych bezpeénostnich listech (BL), které obdrzite od dodavatele vyrobku.
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Protokol: Automatizovana purifikace celkove
RNA z pIne lidské krve odebrané do zkumavek
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT)

Dulezité body, nez za¢nete

Ujistéte se, Ze je sada neporuSena a nepoSkozena a Ze nedoSlo k uniku pufrd.

Nepouzivejte sadu, ktera je poSkozena.

PFi uzivani pipet zkontrolujte, zda je spravné nastaven objem a zda opatrné nasavate

a vypoustite veSkerou tekutinu.

Abyste zabranili pfeneseni vzorku do $patné zkumavky & umélohmotnych prvkd, ujistéte
se, Ze jsou vSechny zkumavky na zpracovani vzorku (PT), mikrocentrifugacni zkumavky
(MCT) a adaptéry do rotoru spravné oznaceny permanentni fixou. Oznacte vicka a télo
vSech mikrocentrifugaénich zkumavek (MCT), télo vSech zkumavek na zpracovani
vzorku (PT) a vnéjsi stranu vSech adaptéra do rotoru.

Rozliti vzorku nebo pufru béhem pfFipravy miiZze snizit vytéZek a Cistotu RNA.

Pokud neni uvedeno jinak, mély by byt vSechny kroky protokolu (v€etné centrifugace)

provedeny pfi pokojové teploté (15-25 °C).

Vzhledem k vysoké senzitivitt metod amplifikace nukleovych kyselin by méla byt

k zamezeni kfizovych kontaminaci pfi manipulaci se vzorky dodrzovana nasledujici

preventivni opatfeni:

62

Vzorek opatrné napipetujte na dno zkumavky na zpracovani vzorku (PT) tak, abyste
nepotfisnili jeji horni okraj.

Pred kazdym pfenosem kapalnych materialt vzdy vymérite pipetovaci $picky. PouZivejte
Spicky s aerosolovou bariérou.

Dbeijte, abyste se pipetovaci $pickou nedotkli membrany v kolonce (PRC, PSC).
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Mikrocentrifugaéni zkumavky (MCT) po vortexovani nebo ohfivani kratce centrifugujte,
abyste odstranily kapky z vnitfni strany vicka.
Béhem celého procesu pouzivejte rukavice. Pokud se dotknete rukavicemi vzorku,

rukavice okamzité vyménte.

Co je tfeba udélat, nez zacnete

Krev je nutné odebrat do zkumavek PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) podle pokynu
v pfislusné pfirucce PAXgene Blood RNA Tube. Bude-li tfeba, v pfiloze C (strana 75)
naleznete doporuceni pro manipulaci se zkumavkami PAXgene Blood RNA Tubes
(BRT).

Po odbéru krve zkumavky PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) inkubujte minimalné
2 hodiny pfi pokojové teploté, aby byla zajisténa uplna lyza krevnich bunék. Inkubace
zkumavek PAXgene Blood RNA Tube (BRT) pfes noc mlize vést k vy$Sim vytézkam.
Byla-li zkumavka PAXgene Blood RNA Tube (BRT) po odbéru krve skladovéna pfi
teploté 2-8 °C, -20 °C nebo -70 °C, pfed zacatkem protokolu ji nejdfive zahfejte na
pokojovou teplotu a potom ji nechte pfi pokojové teploté 2 hodiny inkubovat.

Prectéte si informace o bezpecénosti na strané 9.

Viz ,Dulezité poznamky*, strana 40.

Prectéte si pokyny pro manipulaci s RNA (pfiloha A na strané 72).

PreCtéte si uzivatelskou pfiru¢ku k pfislusnému pfistroji QlAcube a veSkeré dalSi
informace, které jsou s pfistrojem QIAcube dodavany. Zvlastni pozornost vénujte
predevsim informacim o bezpecnosti.

Ujistéte se, Ze jsou zafizeni a pfistroje, napf. pipety a pfistroj QlAcube, pravidelné
kontrolovany a kalibrovany podle udajl vyrobce.

Ve vazebném pufru (BR2) se muze po del§im skladovani vytvofit srazenina. V takovém
pfipadé ji rozpustte ohfatim na 37 °C.

Promyvaci pufr 2 (BR4) je dodavan jako koncentrat. Pfed prvnim pouzitim pfidejte do
lahvi€ky pfislusny objem ethanolu (96-100 %, stuperi Cistoty p.a.), jak je popsano na

Stitku, abyste vytvofili pracovni roztok.
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® Pred prvnim pouzitim sady RNase-Free DNase Set pfipravte zakladni koncentrovany
roztok DNazy |. Pevnou DNazu | (RNFD; 1500 jednotek Kunitz)* rozpustte v 550 ul pufru
k resuspenzi DNazy (DRB), ktery je dodavan se sadou. Dbejte na to, aby pfi otevieni
nadobky zadna DNaza | (RNFD) neunikla. Rekonstituovana DNaza | (RNFD) nesmi byt
vortexovana. DNaza | je velmi nachylna k fyzikalni denaturaci. Promichejte pouze
jemnym pfevracenim lahvicky.

® Soucasné Udaje ukazuji, ze rekonstituovanou DNazu | (RNFD) Ize skladovat pfi teploté
2-8 °C az 6 tydn(. Pro dlouhodobé skladovani DNazy | (RNFD) se doporucuje vyjmout
z&kladni koncentrovany roztok ze sklenéné nadoby, rozdélit ho na mensi alikvoty pro
jedno pouZziti (pouzijte k tomu 1,5ml mikrocentrifugaéni zkumavky [MCT] dodavané se
sadou, které postaci pro 5 alikvot() a skladovat pfi teploté —20 °C az 9 mésicl.
Rozmrazené alikvoty se mohou skladovat pfi teploté 2—-8 °C az 6 tydnud. Rozmrazené
alikvoty znovu nezmrazujte.

® Prirekonstituci a alikvotaci roztoku DNazy | (RNFD) neopomerite zachovavat pokyny pro
manipulaci s RNA (pfiloha A na strané 72).

® Vlozte spravny adaptér trepacky (dodavany s pfistroji QlAcube; pouzivejte adaptéry pro
2ml zkumavky s bezpeénostnim uzavérem, oznacené Cislem ,2) a umistéte stojan
tfepacky na horni ¢ast adaptéru.

® Zkontrolujte zasuvku na odpad a v pfipadé potreby ji vyprazdnéte.

® Nainstalujte souvisejici protokoly, pokud jiz nejsou nainstalovany z predeslych béha.
V pfistroji QIAcube Connect MDx musi byt stazené vSechny protokoly, které se
nachazeji v souvisejicim souboru zip. V pfipadé pfistroje QlAcube nainstalujte oba
protokoly ,PAXgene Blood RNA Part A* a ,PAXgene Blood RNA Part B“. Viz ,Instalace
protokoll na pfistrojich QlAcube*, strana 43.

* Jednotka Kunitz je béZzné uzivana jednotka pro méfeni enzymatické aktivity DNazy |; je definovana jako mnozstvi
DNazy | zplsobujici narGst absorbance pfi 260 nm (Az60) 0 0,001 za minutu na mililitr pfi 25 °C a pH 5,0, pficemz je
jako substrat pouzita vysoce polymerni DNA (Kunitz, M. (1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 a 363).
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Postup

1.

Zavrete kryt pfistroje QlAcube a pomoci sitového vypinace pfistroj QlAcube zapnéte

(QlAcube Connect MDx: viz obrazek 17, strana 41; QlAcube: viz obrazek 18, strana 42).

Ozve se pipnuti azobrazi se Uvodni obrazovka. Pfistroje automaticky provedou

zahajovaci testy.

Otevrete kryt pfistroje QlAcube avloZte do né&j potfebné reagencie a umélohmotné

vybaveni. Viz ,PInéni pfistroji QlAcube “, strana 44.

Abyste uSetfili ¢as, muZete pristroj naplnit béhem jednoho nebo obou nasledujicich

10minutovych centrifugac¢nich krokua (krok 3 a 5).

Centrifugujte zkumavku PAXgene Blood RNA Tube (BRT) 10 minut ve vykyvném rotoru

pfi 3000-5000 x g.

(i) Ujistéte se, Ze byl krevni vzorek inkubovan ve zkumavce PAXgene Blood RNA
- Tube (BRT) pfi pokojové teploté (15-25 °C) minimalné 2 hodiny, aby se

dosahlo uplné lyzy krevnich bunék.

(\i) Rotor musi byt vybaven adaptéry pro zkumavky s kulatym dnem. Pfi pouzivani
- jinych typl adaptért se mohou zkumavky béhem centrifugace poskodit.

Nasledné odstrarite supernatant dekantaci nebo pipetovanim. K peletu pfidejte 4 ml

vody bez obsahu RNazy RNase-Free Water (RNFW) a uzaviete zkumavku novym

bezpecnostnim uzavérem BD Hemogard (dodavany se sadou).

Béhem dekantace supernatantu dbejte na to, aby se pelet nerozvifil, a osuste okraj

zkumavky &istym papirovym ubrouskem.

Pelet vortexujte, dokud neni viditelné resuspendovan, a pak jej centrifugujte 10 minut ve

vykyvném rotoru pfi 3000-5000 x g. Odeberte a zlikvidujte cely supernatant.

Drobné bunééné zbytky obsazené v supernatantu po vortexovani, ale pred centrifugaci

nenarusuji dalsi pribéh protokolu.

Kij Neuplné odstranéni supernatantu inhibuje lyzu a fedi lyzat, a tim narusuje
= podminky pro navazani RNA na membranu PAXgene.

PFidejte 350 pl pufru k resuspenzi (BR1) a smés vortexujte, dokud se pelet viditelné

neresuspenduje.

Priruc¢ka pro sadu PAXgene Blood RNA 12/2020 65



7. Pipetujte vzorek do 2ml zkumavky na zpracovani vzorku (PT).

(\i) Pouzivejte 2ml zkumavky na zpracovani vzorku (PT) dodavané se sadou
- PAXgene Blood RNA Kit.

8. VloZte oteviené zkumavky na zpracovani vzorku (PT) obsahujici vzorek do tfepacky pfistroje
QlAcube (QlAcube Connect MDx: viz obrazek 21, strana 46; QIAcube: viz obrazek 22,
strana 47). Pozice vzorku jsou pro snadnéjsi vkladani do tfepacky ocislované. Zasurite zatky
stojanu (dodavané s pfistroji QlAcube) do drazek na okraji stojanu tfepacky vedle kazdé
zkumavky na zpracovani vzorku. To umozni detekci vzorkt béhem kontroly napInéni.

(i) Ujistéte se, Ze byl vioZzen spravny adaptér tfepacky (Shaker Adapter, 2ml zkumavky
- s bezpecnostnim uzavérem, oznacené ,2“ dodavané s pristroji QlAcube).
(i) Pokud zpracovavate méné nez 12 vzork(, ujistéte se, Ze byl stojan tfepacky
- naplnén, jak ukazuje obrazek 26, strana 51. Jeden (1) nebo 11 vzorkld nelze
zpracovat. Cisla pozic ve stojanu tfepa¢ky odpovidaji &isltim pozic v centrifuze.

9. Zaviete kryt pfistroje QIAcube (QlAcube Connect MDx: viz obrazek 17, strana 41;

QIlAcube: viz obrazek 18, strana 42).

10. Zvolte a spustte protokol ,PAXgene Blood RNA Part A®.

Postupujte podle pokynl uvedenych na dotykové obrazovce pfistroje QlAcube.

|'/-'-\' Ujistéte se, Ze jsou na pfistroji QlAcube nainstalovany obé &asti programu
—) (¢ast A a B) (viz kapitola ,Instalace protokolt na pfistrojich QlAcube®, strana 43).

(\i) Pristroje QlAcube provedou kontrolu naplnéni u vzorkd, Spi¢ek, adaptérd do
- rotoru a reagencénich lahvicek.

11. Po ukonCeni protokolu ,PAXgene Blood RNA Part A“ oteviete kryt pfistroje QlAcube
(QlAcube Connect MDx: viz obrazek 17, strana 41; QlAcube: viz obrazek 18, strana 42).
Vyjméte a zlikvidujte odstfedovaci kolonky PAXgene RNA (PRC) z adaptér(i do rotoru
a prazdné zkumavky na zpracovani vzorku (PT) z tfepacky.

(i) Béhem béhu pfistroj pfevede kolonky z pozice 1 adaptéru do rotoru (pozice
- vicka L1) do pozice 3 adaptéru do rotoru (pozice vicka L2) (viz obrazek 24,

strana 49).
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12. Uzaviete vicka v8ech 1,5 ml mikrocentrifugaénich zkumavek (MCT) obsahujicich
purifikovanou RNA v adaptérech do rotoru (pozice 3, pozice vicka L3, viz obrazek 24,
strana 49). Pfeneste 1,5ml mikrocentrifugaéni zkumavky (MCT) do adaptéru tfepacky
pfistroje QlAcube (QlAcube Connect MDx: viz obrazek 21, strana 46; QlAcube:
viz obrazek 22, strana 47).

13. Zavrete kryt pfistroje QlAcube (QlAcube Connect MDx: viz obrazek 17, strana 41;
QIlAcube: viz obrazek 18, strana 42).
14. Zvolte a spustte protokol ,PAXgene Blood RNA Part B*.
Postupujte podle pokynu uvedenych na dotykové obrazovce pfistroje QlAcube.
(i) Ter.1to program inkubuje vzorky,pfi. 65 °C.: a dvc,enatlfrujve RITIA pro”nléslefjujl’ci
= aplikace. Tento krok nevynechavejte ani v pfipadé, Ze nasledujici aplikace

také obsahuji tepelnou denaturaci. Dostate¢na denaturace RNA je nezbytna
pro maximalni efektivitu naslednych aplikaci.

15. Po ukon&eni programu ,PAXgene Blood RNA Part B* otevfete kryt pfistroje QlAcube
(QlAcube Connect MDx: viz obrazek 17, strana 41; QlAcube: viz obrazek 18, strana 42).
Mikrocentrifugani zkumavky (MCT) obsahujici purifikovanou RNA ihned uloZte na led.

VAROVANI: Horky povrch. Tiepadka miize dosahnout teploty aZ 70 °C.
Nedotykejte se jej, dokud je horky.

l\\lj Nenechavejte purifikovanou RNA v pfistroji QlAcube. JelikoZz nejsou vzorky
- chlazeny, mlze purifikovana RNA degradovat. Nedoporucuji se tedy cykly
pFipravy vzorku pfes noc a bez dozoru.
16. Pokud vzorky RNA nebudou ihned pouzity, skladujte je pfi -20 °C nebo -70 °C.
Jelikoz RNA zUstava denaturovana i po opakovaném zmrazeni a rozmrazeni, neni nutné
tepelnou inkubaci (protokol ,PAXgene Blood RNA Part B“) opakovat. Pokud chcete
vzorky RNA pouzit pro diagnostické analyzy, dbejte pokynu vyrobce.
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17.

Pro co nejpfesngjSi kvantifikaci RNA méfenim absorbance pfi 260 nm doporucujeme
zredit vzorek v 10 mM Tris-HCI (pH 7,5).* Nafedéni vzorku vodou bez obsahu RNazy
RNase-Free Water by mohlo vést k nepfesnym nizkym hodnotam.

Pro vynulovani spektralniho fotometru pouzijte slepy vzorek (blank), jehoz pomér
eluéniho pufru (BR5) a fediciho pufru Tris-HCI odpovida méfenym vzorkdm. Eluéni pufr
(BR5) ma pfi 220 nm vysokou absorbanci, coz mlze vést k vysokym hodnotadm

absorbance pozadi, pokud nebyl nulovy bod spektralniho fotometru nastaven spravné.
|'/-'-\' Pro kvantifikaci v pufru Tris-HCI, pouZijte vztah
L

Aze0 = 1 => 44 ug/ml. Viz priloha B, strana 73.

Odeberte stojan na reagenéni lahviéky z pracovni desky pfistroje QlAcube (QlAcube
Connect MDx: viz obrazek 21, strana 46; QIAcube: viz obrazek 22, strana 47) a vSechny
lahviky uzaviete spravné oznacenymi vicky. Pufry v lahvi€kach mohou byt skladovany
pii pokojové teploté (15-25 °C) az po dobu 3 mésicl. Vyjméte a zlikvidujte zbyvajici
reagencie ve zkumavkach na zpracovani vzorku (PT) umisténé v drazkach pro
mikrocentrifugacni zkumavky pfistroje QlAcube. Vyjméte adaptéry do rotoru z centrifugy
a zlikvidujte je. Vyprazdnéte odpadni zasuvku pfistroje QlAcube Connect MDx (QlAcube
Connect MDx: viz obrazek 17, strana 41; QlAcube: viz obrazek 18, strana 42). Zaviete
kryt pfistroje QlAcube a pomoci sitového vypinace pfistroj vypnéte.

* PFi manipulaci s chemikaliemi noste vzdy laboratorni odév, jednorézové rukavice a ochranné bryle. Dal$i informace
si vyhledejte v pfisluSnych bezpeénostnich listech (BL), které obdrzite od dodavatele vyrobku.
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Navod na reSeni potizi

Uvedené navody mohou pomoci pfi feSeni potizi, které mohou nastat pfi praci se systémem.
Dalsi informace mlzete najit mezi Castymi dotazy (Frequently Asked Questions, FAQ) na
strankach naseho centra technické podpory: www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Védci
z technické podpory spole¢nosti QIAGEN vzdy radi zodpovi vasSe otazky ohledné udajl a
protokolU v této pfiru¢ce i obecné k technologiim pro pfipravu vzorku a jejich analyzam
(moZnosti navazani kontaktu viz posledni strana nebo navstivte www.giagen.com).

Komentaie a navrhy

Degradace RNA

Kontaminace RN&zou I-/'i'\- Dbejte na to, aby nebyly do reagencii
\_J b&hem pfipravy nebo nasledujicich analyz
vneseny zadné stopy RNazy (viz pfiloha A,

strana 72).
Nizky vytézek RNA

a) Odebrano méné I-/'i_\- Ujistéte se, Ze bylo pfi odb&ru odebrano
nez 2,5 ml krve do \_J do zkumavky PAXgene Blood RNA Tube
zkumavky PAXgene (BRT) 2,5 ml krve (viz pfirucka PAXgene
Blood RNA Tube Blood RNA Tube).
(BRT)

b) Koncentrace RNA |'/ i\ Pro co nejpfesnéjsi kvantifikaci musi byt
byla méfena ve vodé \_J RNA nafedéna v 10 mM Tris-HCI, pH 7,5*

(viz pfiloha B, strana 73).

* PFi manipulaci s chemikaliemi noste vzdy laboratorni odév, jednorazové rukavice a ochranné bryle. Dalsi informace
si vyhledejte v pfisluSnych bezpeénostnich listech (BL), které obdrzite od dodavatele vyrobku.
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Komentaie a navrhy

c) Do kolonky PAXgene |'/ [ ™ KdyZ pipetujete supernatant v kroku 7
RNA (PRC) byly \_J manualniho protokolu, snazte se
bé&hem kroku 9 neprenaset velké Castice (pfenos
a 10 manudlniho malych tlomk( pfipravu nenarusuje).

protokolu pfeneseny
bunééné zbytky

d) Supernatant nebyl I/'i'\ Ujistéte se, Ze byl odstranén vedkery
v kroku 3 uplné \_J supernatant. Pokud supernatant
odstranén dekantujete, odstrarite kapky ulpélé na
okraji zkumavky PAXgene Blood RNA
Tube (BRT) pomoci papirového ubrousku.
Vykonejte nalezita bezpec¢nostni opatfeni,
aby se zabranilo kfizovym kontaminacim.
e) Po odbéru do I-/ i\ Po odbéru inkubuite krev ve zkumavce
zkumavky PAXgene \_J PAXgene Blood RNA Tube (BRT) nejméné
Blood RNA Tube 2 hodiny.
(BRT) byla krev
inkubovana méné
nez 2 hodiny
Nizka hodnota Aze0/A2s0
a) Pfi méfeni Azeo/Azso I/ 'i_\ K fed&ni RNA pfed méfenim &istoty
byla RNA nafedéna \_J pouZzivejte 10 mM Tris-HCI, pH 7,5*
vodou (viz pfiloha B, strana 73).

* Wilfinger, W.W., Mackey, M., and Chomczynski, P. (1997) Effect of pH and ionic strength on the spectrophotometric
assessment of nucleic acid purity. BioTechniques 22, 474.
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Komentaie a navrhy

b) Spektrofotometr nebyl
spravné vynulovan

Porucha pristroje

PFistroje QlAcube nefunguji
spravné

( i\ Pro vynulovani spektralniho fotometru

\_J pouzijte slepy vzorek (blank), jehoz
pomeér eluéniho pufru (BR5) a Fediciho
pufru 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, odpovida
méfenym vzorkam. Eluéni pufr (BR5) ma
pfi 220 nm vysokou absorbanci, coz muze
vést k vysokym hodnotam absorbance
pozadi, pokud nebyl nulovy bod
spektralniho fotometru nastaven spravné.

Prectéte si pfislusnou uzivatelskou pfiru¢ku

k pristroji QlAcube. Vénujte pozornost ¢asti o feseni
potizi. Ujistéte se, Ze je pfistroj QlAcube spravné
udrzovan, jak je popsano v uzivatelské pfirucce.
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Pfiloha A: Obecné pokyny pro manipulaci

S RNA

Manipulace s RNA

e
L

Ribonukleazy (RNazy) jsou velmi stabilni a aktivni enzymy, které obecné
nevyzaduji ke své funkci pfitomnost kofaktorl. RNazy je tézké inaktivovat
a k degradaci RNA stadi jiz velmi malé mnozZstvi, proto byste neméli pouzivat
zadné laboratorni pomucky ze skla nebo umélé hmoty, kieré nebyly predtim
zbaveny kontaminaci RNazou. Béhem purifikace nukleovych kyselin a po ni
dbejte dlsledné na to, aby se nedopatfenim do vzorkll RNA nedostala zadna
kontaminace RNazou. Abyste vytvofili a udrzeli prostfedi bez obsahu RNazy,
musite pfi pfipravé a pouzivani roztokl anadobek k jednorazovému &i
opakovanému pouZiti pfi praci s RNA dodrzovat pfislusna bezpecénostni opatieni.

Obecné pokyny k manipulaci

e
N

Prace s RNA by méla vzdy probihat podle zasad fadné mikrobiologické
a aseptické pracovni techniky. Ruce a prachové Castice pfenaseji bakterie
a plisné a jsou tedy nejcastéjSi zdroj kontaminace RNazou. Pfi manipulaci
s reagenciemi a vzorky RNA vzdy noste latexové nebo vinylové rukavice,
abyste zabranili kontaminaci RNazou z povrchu kiize nebo ze zapraseného
laboratorniho vybaveni. Jednorazové rukavice ¢asto vyméfujte a uzavirejte
vSechny zkumavky ihned po pouziti. Pokud chcete purifikovanou RNA pro

nasledujici aplikace rozpipetovat, ponechte ji na ledu.

Protokoly k odstranéni kontaminaci RNazou ze sklenénych materiall a roztok naleznete

ve v8eobecnych metodickych publikacich molekularni biologie, jako napf. Sambrook, J.
A Russell, D. W. (2001). Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3. vydani, Cold Spring

Harbor, NY:
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Cold Spring Harbor Laboratory Press.
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Pfiloha B: Kvantifikace a stanoveni kvality
celkové RNA

Kvantifikace RNA

Koncentrace RNA by méla byt uréena mérenim absorbance pfi 260 nm (Aze0) ve spektralnim
fotometru. Aby bylo dosazeno co nejpfesnéjSiho méreni, mél by zaznam lezet v linearni
oblasti spektralniho fotometru. Absorbance 1 jednotky pfi 260 nm odpovida koncentraci
44 ug RNA na ml (Aze0 = 1 = 44 pg/ml). Tento vztah plati jen pro méfeni v pufru 10 mM
Tris-HCI, pH 7,5,*. Proto by mél byt vzorek RNA v pfipadé potfeby nafedén 10 mM Tris-HCI.
Jak je popsano nize (viz kapitola ,Cistota RNA” na strané 74), pomér hodnot absorbanci pfi
260 nm a 280 nm je pfibliznym méfitkem Cistoty RNA. Ujistéte se, Ze jsou kyvety pouZité pro
méreni vzorkll RNA prosté RNazy. Pro vynulovani spektralniho fotometru pouzijte slepy
vzorek (blank), jehoz pomér eluéniho pufru (BR5) a fediciho pufru Tris-HCI odpovida
méfenym vzork(m. Eluéni pufr (BR5) ma pfi 220 nm vysokou absorbanci, coz muze vést
k vysokym hodnotam absorbance pozadi, pokud nebyl nulovy bod spektralniho fotometru

nastaven spravné. Nize je uveden pfiklad vypoctu kvantifikace RNA.

Objem vzorku RNA = 8oul
Redé&ni (1/15) = 10 pl vzorku RNA + 140 pl 10 mM Tris-HCI, pH 7,5
MérFeni absorbance nafedéného vzorku v kyvetach prostych RNazy.
Az60 = 0,3
Koncentrace vzorku = 44 x Azo x faktor fedéni
= 44x0,3x15
= 198 pg/mi
Celkovy vytézek = koncentrace x objem vzorku v mililitrech
= 198 pg/ml x 0,08 ml
= 15,8 ug RNA

* Pfi manipulaci s chemikaliemi noste vzdy laboratorni odév, jednorazové rukavice a ochranné bryle. Dal$i informace
si vyhledejte v pfisluSnych bezpeénostnich listech (BL), které obdrzite od dodavatele vyrobku.
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Cistota RNA

Pomér hodnot absorbanci pfi 260 nm a 280 nm (Azeo/Az2s0) je pfibliznym méfitkem Cistoty
RNA s ohledem na kontaminanty, které se absorbuji v UV, jako napf. proteiny. Pomér
Aze0/A2s0 je znakné zavisly na hodnoté pH. NiZ§i hodnoty pH maji za nasledek niz8i pomér
Az60/A280 @ redukovanou senzitivitu vii¢i kontaminacim proteiny.* Pro ziskani pfesnych dat
doporudujeme uréit absorbanci v 10 mM Tris-HCI (pH 7,5). Cista RNA vykazuje v 10 mM
Tris-HCI (pH 7,5) pomér Azso/A2s0 mezi 1,8 a 2,2. Pro vynulovani spektralniho fotometru
pouzijte slepy vzorek (blank), jehoZz pomér eluéniho pufru (BR5) a fediciho pufru Tris-HCI
odpovida méfenym vzorkim. Eluéni pufr (BR5) ma pfi 220 nm vysokou absorbanci, coz
muze vést k vysokym hodnotam absorbance pozadi, pokud nebyl nulovy bod spektralniho

fotometru nastaven spravné.

* 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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Priloha C: Manipulace se zkumavkami
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT)

I\IJ Nasledujici doporuceni od spole¢nosti BD pro vas mohou byt uzite€na pfi
- manipulaci se zkumavkami PAXgene Blood RNA Tubes (BRT). Dalsi
informace k pouziti zkumavek PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) naleznete

v pfiruéce PAXgene Blood RNA Tube Handbook.

Instrukce k odstranéni bezpeénostniho uzavéru BD Hemogard:

1. Uchopte zkumavku PAXgene Blood RNA Tube (BRT) jednou rukou, palec pfitom
umistéte pfimo pod bezpecnostni uzavér BD Hemogard. (Vétsi stabilitu ziskate, oprete-
li ruku o pevnou plochu.) Druhou rukou otécejte uzavérem BD Hemogard a zéroveri jej
tlacéte palcem nahoru, JEN DOKUD SE ZATKA ZKUMAVKY NEUVOLNI.

2. Palec pfed sejmutim uzavéru oddalte. Uzavér od zkumavky PAXgene Blood RNA Tube
(BRT) NEODSUNUJTE palcem. Upozornéni: Krev obsazena ve zkumavkach PAXgene
Blood RNA Tube (BRT) predstavuje potencialni nebezpeci infekce. Abyste se vyvarovali
zranéni béhem sejmuti uzavéru, je dilezité od zkumavky PAXgene Blood RNA Tube (BRT)
oddalit palec, kterym tlacite uzavér nahoru, ihned jak se uzavér BD Hemogard uvolni.

3. Zdvihnéte uzavér ze zkumavky PAXgene Blood RNA Tube (BRT). Ve velmi
nepravdépodobném pfipadé, kdyby se umélohmotny kryt oddélil od gumové zatky,
UZAVER ZNOVU NESESTAVUJTE. Ze zkumavky PAXgene Blood RNA Tube (BRT)

opatrné sejméte gumovou zatku.

Instrukce k opétovnému uzavieni sekundarnim bezpeénostnim uzavérem BD Hemogard

1. Na zkumavku PAXgene Blood RNA Tube (BRT) znovu nasadte uzavér.

2. Gumovou zatkou otacejte za soucasného tlaku na zkumavku. Zatka musi byt UpIné zasunuta,
aby se uzavér pfi manipulaci se zkumavkou PAXgene Blood RNA Tube (BRT) neuvolnil.
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Informace pro objednani

Produkt Obsah Kat. €.

PAXgene Blood RNA Kit (50) 50 odstfedovacich kolonek PAXgene 762174
Spin Columns, 50 odstfedovacich
kolonek Shredder Spin Columns,
zkumavky na zpracovani vzorku,
DNéza | bez obsahu RNazy,
reagencie a pufry bez obsahu RNazy.
K pouziti ve spojeni se zkumavkami
PAXgene Blood RNA Tubes

PAXgene Blood RNA Tubes 100 zkumavek na odbér krve 762165
(100)

Souvisejici produkty, které Ize objednat u spoleénosti QIAGEN

Starter Pack, QlAcube Balic¢ek zahrnuje: stojany na 990395
reagencni lahvicky (3); prouzky
pro popis stojanu (8); 200ul Spicky
s filtrem (1024); 1000ul Spicky s filtrem
(1024); 1000yl Spicky s filtrem
a Sirokym otvorem (1024); 30ml
reagencni lahvicky (18); adaptéry
do rotoru (240); drzak na adaptéry
do rotoru

Filter-Tips, 1000 pl (1024) Sterilni jednorazové Spicky s filtrem, 990352
ve stojancich

Reagent Bottles, 30 ml (6) Reagencéni lahvicky (30 ml) s vicky; 990393
bali¢ek po 6 kusech; pro pouZiti se
stojanem na reagenéni lahvicky
pristroje QlAcube
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Rotor Adapters (10 x 24) Na 240 pfiprav: 240 jednorazovych 990394
adaptéra do rotoru; pro pouziti
s pfistroji QlAcube

Reagent Bottle Rack Stojan pro 6 x 30ml reagen¢ni 990390
lahvi¢ka na pracovni ploSe pfistroje
QlAcube

Rotor Adapter Holder Drzak na 12 jednorazovych adaptéra 990392
do rotoru; pro pouziti s pfistroji
QIAcube

Souvisejici produkty, které Ize objednat u spoleénosti BD*

Blood Collection Set Sada pro odbér krve BD Vacutainer® 367286
Safety-Lok™ 6 Blood Collection
Set: 21G, 0,75palcova (0,8 x 19 mm)
kanyla, 12palcova (305 mm) hadi¢ka
s adaptérem luer; 50 kusu v krabicce,
200 kusU v kartonu

BD Vacutainer One-Use Holder  Jednorazovy drzak pouze na praméry 364815
13 a 16 mm; 1000/karton

BD Vacutainer Plus Serum 13 x 75 mm, 4,0ml odbérové 368975
Tubes zkumavky s ¢ervenym bezpecnostnim

uzavérem BD Hemogard a papirovym

Stitkem; 100/krabice, 1000/karton

* Zde uvedené produkty jsou typickymi doplriky pro odbér krve, které mohou byt pouzity se zkumavkami PAXgene
Blood RNA Tubes (BRT). Dalsi informace (v€etné informaci o objednani) k témto dopliikim naleznete na
strankach www.preanalytix.com.

Aktualni licenéni informace a odmitnuti odpovédnosti specificka pro vyrobek jsou uvedeny
v pfisludné pfirucce pro sadu PreAnalytiX ¢i QIAGEN nebo v uZivatelské pfirucce. PFirucky
k sadam PreAnalytiX a QIAGEN a uzivatelské pfirucky jsou k dispozici na strdnkach
www.preanalytix.com awww.giagen.com nebo je lze vyzadat od technické podpory

spole¢nosti PreAnalytiX.
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Historie revizi prirucky

Dokument a revize

Zmény

Datum

HB-0101-004, R2

HB-0101-005, R3

HB-0101-006, R3
HB-0101-007, R4

Zmény v celém dokumentu, aby splfioval poZzadavky
nafizeni GHS

Nova Sablona; revize v Gdajich o automatizovaném
protokolu a vykonnosti; aktualizace informaci

0 bezpecnosti, aby splfiovaly pozadavky nafizeni
GHS; zmény Udaju o pristrojich a prohlaseni

0 omezeni pro pouZiti produktu.

Oprava nazvu sady v tabulce s obsahem sady, str. 5.

Doplnény pfistroje QlAcube Connect MDx do
automatizovaného protokolu; aktualizovano znéni
dokumentu doplnénim odkazl na pfistroje QlAcube
Connect MDx; aktualizovana &isla tabulek, stran

a obrazku v celém dokumentu.

Cerven 2015

Unor 2019

Leden 2020
Prosinec 2020
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PreAnalytiX ve svété

Produkty PreAnalytiX distribuuji spole¢nosti QIAGEN a BD

QIAGEN - zékaznicky servis

Objednavky www.QIAGEN.com/shop | Technické podpora support.giagen.com | Webova stranka www.qgiagen.com

BD — zakaznicky servis

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

Denmark

Orders: 45.43.43.45.66

Fax: 45.43.96.56.76

Orders: ordre.dk@bd.com

Technical support: bddenmark@bd.com

Priruc¢ka pro sadu PAXgene Blood RNA 12/2020

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

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
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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

South Korea

Orders: 02.3404.3706

Fax: 02.3404.3785

Technical: 02.3404.3706

Technical support: Korea_PAS@bd.com
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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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