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Precu zimes: PAXgene®, PreAnalytiX® (PreAnalytiX GmbH); QIAGEN®, QlAcube® (QIAGEN Group); BD Vacutainer®, BD Hemogard™, Safety-Lok™ (Becton,
Dickinson and Company); Eppendorf® (Eppendorf AG).

Komplekti PAXgene Blood RNA Kit nav pieejami visas valstis; lidzu, jautajiet.

lerobezots licences ligums

87 produkta izmantoana apliecina katra PAXgene Blood RNA Kit pircéja vai lietotaja piekrisanu talak minétajiem nosacijumiem.

1. PAXgene Blood RNA Kit drikst izmantot tikai saskana ar noradijumiem PAXgene Blood RNA Kit rokasgramata un tikai ar komplekta ieklautajiem
komponentiem. Uznémums PreAnalytiX nepif r nekada veida licenci uz nevienu no ta intelektualajiem TpaSumiem, lai $aja komplekta ieklautos
komponentus izmantotu kopa ar jebkadiem komponentiem, kas nav ieklauti $aja komplekta, vai ar tiem apvienotu, iznemot gadijumus, kas aprakstiti
PAXgene Blood RNA Kit rokasgramata un papildu protokolos, kas pieejami vietné www.preanalytix.com.

2. Iznemot skaidri noraditas licences, uznémums PreAnalytiX nesniedz citas garantijas, ka Sis komplekts un/vai ta lietoSana neparkapj treSo pusu tiesibas.

3. Sis komplekts un ta sastavdalas ir licencétas vienreizéjai lietoSanai, un tas nedrikst izmantot atkartoti, atjaunot vai pardot talak.

4. Uznémums PreAnalytiX Tpasi atsakas no jebkadam citam tie$am vai netieSam licencém, kas nav skaidri noraditas.

5. Komplekta pircéjs un lietotajs piekrit neveikt un neatlaut citiem veikt nekadas darbibas, kas varétu izraisit vai veicinat jebkuras no ieprieks aizliegtajam
darbibam.

6. Uznémums PreAnalytiX var pieprasit 8T ierobeZota licences liguma aizliegumu TstenoSanu jebkura tiesa un apnemas atgit visus savus izmeklé$anas un

tiesas izdevumus, ieskaitot advokatu honorarus, kas radusies, Tstenojot 8T ierobeZota licences liguma nosacijumus vai jebkuru no uznémuma intelektuala
Tpasuma tiestbam saistiba ar komplektu un/vai ta komponentiem.

Jaunakos licences nosacijumus skatiet timekla vietné www.preanalytix.com.

Pardo$anas nosacijumi

Uz $o produktu attiecas licence atbilsto$i noteiktam US-7,270,953, un US-7,682,790, ka arT EP-1820793 B1 (un $o patentu prasibu arvalstu ekvivalentu) prasibam
lietot S0 produktu, lai apstradatu nukleinskabju kompleksu, kas izveidots, savacot paraugu stobrina PAXgene Blood RNA Tube.

HB-0101-007 BD-8945 1122120 © 2005-2020 PreAnalytiX GmbH, visas tiesibas paturétas.

PreAnalytiX GmbH
Feldbachstrasse

CH — 8634 Hombrechtikon
Sveice

www.preanalytix.com

PreAnalytiX izplatitaji

PreAnalytiX produktus razo un izplata QIAGEN vai BD péc PreAnalytiX pasatijuma.
Uznémuma PreAnalytiX GmbH produktus nevar pasatit.

Vietéja PreAnalytiX izplatitaja kontaktinformaciju skatiet pédéja lappusé.
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Komplekta saturs

PAXgene Blood RNA Kit (50)

Kataloga nr. 762174

Sagatavju skaits 50

BR1 Resuspension Buffer (Resuspendésanas [RES |BUF 20 ml
buferskidums)

BR2 Binding Buffer (Fiksacijas buferskidums)* |BIND [BUF 18 ml

BR3 Wash Buffer 1 (SkaloSanas buferskidums 1)* WASH |[BUF n 45 ml

BR4 Wash Buffer 2 (Skalosanas buferskidums 2 |WASH |BUF |2|CONC| 11 ml
(koncentrats))’

BR5 Elution Buffer (Elué$anas buferskidums) BUF 6 ml

RNFW RNase-Free Water (Udens, kas nesatur m 2 x 125 ml
RNazi (pudele))

PK Proteinase K (Proteinaze K (ar zalu vacinu)) PROTK 2x1,4ml

PRC PAXgene RNA Spin Columns (PAXgene | PAXgene | RNA |co|_| 5x 10
RNA centrifigas stobrini (sarkani))

PT Processing Tubes (Apstrades stobrini (2 ml)) PROC [TUBE 6 x 50

Hemogard Secondary BD Hemogard™ Closures SEC| CLOS 50
(Sekundaras BD Hemogard™ aizdares)

MCT Microcentrifuge Tubes [mIC [TUBE 3x50,1x10

(Mikrocentrifagas stobrini (1,5 ml))

RNFD DNase |, RNase-free 1500 Kunitz

(DNaze | bez RNazes (liofilizéta)) vienibas®

RDD DNA Digestion Buffer (DNS noardisanas 2x2ml
buferSkidums (ar baltu vacinu))

DRB DNase Resuspension Buffer (DNazes m@ 2ml

resuspendésanas buferskidums (stobrina,
ar violetu vacinu))

PSC PAXgene Shredder Spin Columns (PAXgene | PAXgene [SHRED]|CCL] 5x10
Shredder centrifligas stobrini (violeti))

Rokasgramata PAXgene Blood RNA Kit rokasgramata D}] 1
(2. versija)

Nav saderigs ar dezinfekcijas reagentiem, kuri satur balinataju. Satur guanidina sali. Drosibas informaciju skatiet
10. Ipp.

T Skalo$anas buferskidums 2 (BR4) tiek piegadats koncentrata veida. Pirms pirmas lieto$anas reizes pievienojiet

4 reizes lielaku tilpumu etanola (96—100% tiribas pakape p.a.), lai iegitu darba Skidumu (ievérojiet noradijumus uz
pudeles).
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Satur reagentus, kuru daudzums ir pietiekams <N> testu veikSanai

Skatit lietoSanas instrukcijas

Izlietot ITdz

In vitro diagnostikas medicinas ierice

Kataloga numurs

Partijas numurs

Materiala numurs

Komponenti

Numurs

Sterilizacijai izmantota apstaro$ana

Kunitz vientbas

Japievieno

Satur

Pagatavots Skidums

Dezoksiribonukleaze |

" Kunitz vienibas parasti tiek izmantotas DNazes | méridanai, un tas ir definétas ka DNazes | daudzums, kas rada
A2e0 pieaugumu par 0,001 minaté uz milimetru temperatara 25 °C un ar pH 5,0, ka substratu izmantojot augsti
polimerizétu DNS (Kunitz, M. (1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 un 363).
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Etanols

GITC Guanidina izotiocianats

RNase-Free DNase Set | DNazes komplekts bez RNazes

Globalais tirdzniecibas identifikacijas numurs

Nelietot atkartoti

TemperatQras ierobezojums

Maksimalas temperatiras ierobeZojums

Razotajs

™,
.
A

E%%@E

(=
Z

Svariga piezime

Uzglabasanas apstakli

PAXgene RNA centriftigas stobrini (PRC), PAXgene Shredder centrifigas stobrini (PSC),
proteinaze K (PK) un buferskidumi (BR1, BR2, BR3, BR4 un BRS) ir jauzglaba sausa vieta
temperatira, kas noradita komplekta etiketé.

DNazes komplekts bez RNazes, kas satur DNazi | (RNFD), DNS noardisanas buferskidums
(RDD) un DNazes resuspendésanas buferSkidums (DRB) tiek piegadati apkartéjas vides
temperatira. Visus DNazes komplekta bez RN&zes komponentus péc sanemsSanas
nekaveéjoties uzglabajiet etiketé noraditaja temperatira. Pareizi uzglabajot, komplekts ir

stabils ITdz deriguma terminam, kas noradits uz komplekta karbas.
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Paredzétais lietojums

Sisttma PAXgene Blood RNA System sastav no asins parauga nems$anas stobrina
(PAXgene Blood RNA Tube, BRT) un nukleinskabju izdaliSanas komplekta (PAXgene Blood
RNA Kit). ST sistéma ir paredzéta asins paraugu nemsanai, glabasanai un transportéSanai
un intracelularas RNS stabilizéSanai slégta stobrina, un saimniekorganisma RNS turpmakai
izoléSanai un izdaliSanai no pilnasinim, lai veiktu RT-PCR, ko izmanto molekularas

diagnostikas testéSana.

Sistemas PAXgene Blood RNA System veiktspéjas raksturlielumi ir noteikti tikai ar
FOS un IL1B génu transkriptiem. Lietotdjs ir atbildigs par attiecigo sistemas PAXgene
Blood RNA System veiktspéjas raksturlielumu noteikSanu citiem mérka transkriptiem.

LietoSanas indikacijas

Komplekts PAXgene Blood RNA Kit ir paredzéts intracelularas RNS izdali§anai no
pilnasinim, kas savaktas PAXgene Blood RNA Tube stobrinos (BRT). Ja komplekts tiek
lietots kopa ar PAXgene Blood RNA Tube stobriniem (BRT), sisttma nodroSina RT-PCR
paredzétu, no pilnasinim izdalitu intracelularu RNS, ko izmanto molekularas diagnostikas

testéSanai.

Produkta lietoSanas ierobezojumi

Komplekts PAXgene Blood RNA Kit ir paredzéts intracelularas RNS izdaliSanai no cilvéka
pilnasinim (4,8 x 10® — 1,1 x 107 leikocTti/ml) lieto$anai in vitro diagnostika. Tas nav paredzéts
genomiskas DNS vai virusu nuklelnskabju izdali§anai no cilvéka pilnasinim. Stabilizacijas
specifikacijam ir validéts ierobeZots skaits transkriptu (FOS un IL1B génu transkripti), tapéc
veiktspéjas raksturlielumi nav noteikti visiem transkriptiem. Lietotajiem ir japarskata razotaja
dati un pasu iegdtie dati, lai noteiktu, vai ir javeic validéSana citiem transkriptiem.
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So produktu ir paredzéts lietot tikai profesionaliem lietotajiem, piem., laborantiem un arstiem,

kuri ir apmactti in vitro diagnostikas proceduru veikS§ana.

Informaciju par PAXgene Blood RNA Tubes stobriniem (BRT) skatiet PAXgene Blood RNA Tube
rokasgramata.

Kvalitates kontrole

AtbilstoSi péc ISO prasibam sertificétajai QIAGEN Kvalitdtes vadibas sistemai katra
PAXgene Blood RNA Kit partija ir parbaudita, salidzinot ar iepriek$ noteiktiem parametriem,

lai nodroSinatu nemainigu produkta kvalitati.
Tehniska palidziba

Uznémums QIAGEN lepojas ar nodroSinata tehniska atbalsta kvalitati un pieejamibu. Masu
tehniska atbalsta dienesta komanda strada pieredzgjusi zinatnieki ar pladu praktisku un
teorétisko pieredzi molekularaja biologija un PreAnalytiX produktu izmanto$ana. Ja jums ir
jebkadi jautajumi par PAXgene Blood RNA Kit, I0dzu, sazinieties ar mums.

Lai sanemtu tehnisko palidzibu un plasaku informaciju, lidzu, zvaniet QIAGEN tehniska
atbalsta dienestam.

DrosSibas informacija

ES — par visiem ar So ierici saistitajiem nopietnajiem incidentiem lietotajiem ir jazino
razotajam un valsts kompetentajai iestadei. Arpus ES — par visiem ar 3o ierici saistitajiem

incidentiem vai jautajumiem sazinieties ar vietéjo QIAGEN parstavi.

PAXgene Blood RNA rokasgramata 12/2020 9



Stradajot ar kimiskam vielam, vienmér valkajiet piemérotu laboratorijas halatu, vienreiz&jas

lietoSanas cimdus un aizsargbrilles.

Lai izvairTtos no infekciju (piem., ar HIV vai B hepatita virusiem) vai traumu riska, stradajot
ar biologiskiem un kimiskiem materialiem, vienmér valkajiet piemérotu laboratorijas halatu,
vienreiz€jas lietoSanas cimdus un aizsargbrilles. Lai iegltu papildinformaciju, skatiet
attiecigas droSibas datu lapas (DDL). Tas értd un kompakta PDF formata pieejamas vietné

www.preanalytix.com, kur var atrast, apskatit un izdrukat St komplekta DDL.

UZMANIBU! Paraugu savieno$anas atkritumiem NEDRIKST tiesi pievienot
balinataju vai skabju Skidumus.

Fiksacijas buferskidums (BR2) un skaloSanas buferskidums 1 (BR3) satur guanidina
tiocianatu, kur$ ar balinataju var veidot augsti reaktivus savienojumus. Ja fiksacijas
buferSkidums (BR2) vai skaloSanas buferSkidums 1 (BR3) izSlakstas, tiriet ar atbilstoSu
laboratorijas mazgaSanas Iidzekli un Gdeni. Ja izSlakstas Skidrums, kas satur potenciali
infekciozas vielas, skarto apgabalu vispirms notiriet ar laboratorijas mazgasanas Iidzekli un
ddeni un péc tam ar 1% (tilpumkoncentracija) natrija hipohloritu (balinataju).

RNS stabilizacijas $kiduma un asinu maistjumu no PAXgene Blood RNA Tube stobriniem
(BRT) var dezinficét, izmantojot 1 tilpumu rdpnieciska balinataja Skiduma (5% natrija
hipohlorita) uz 9 tilpumiem RNS stabilizacijas $kiduma un asinu maisijuma.

Paraugu sagatavoSanas atkritumi, pieméram, supernatanti no centrifugéSanas darbibam
RNS izdaliSanas procedira, ir jauzskata par potenciali infekcioziem. Pirms utilizéSanas
atkritumi ir jaapstrada autoklava vai jasadedzina, lai iznicinatu visus infekciozos materialus.

Utilizacija ir javeic atbilstoSi spéka esosajiem noteikumiem.
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Talak noraditie riska un piesardzibas pasakumu pazinojumi attiecas uz PAXgene Blood RNA Kit
komponentiem. PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) droSibas informaciju skatiet PAXgene
Blood RNA Tube rokasgramata.

Buferskidums BR2

Buferskidums BR3

fap:

Satur: guanidina tiocianatu. Bistami! Kaitigs, ja norij. Var bat kaitigs,
saskaroties ar adu vai ieelpojot. Izraisa smagas acu traumas. Kaitigs
Gdens organismiem ar ilglaicigdm sekam. Saskaré ar skabém
izdalas |oti toksiska gaze. Izmantot aizsargcimdus/aizsargapgérbu/
acu aizsargus/sejas aizsargus. JA IEKLUST ACIS: uzmanigi skalot
ar adeni vairakas minadtes. lznemt kontaktlécas, ja tas ir ievietotas
un ja to ir viegli izdarit. Turpinat skalot. Nekavéjoties sazinieties ar
SAINDESANAS INFORMACIJAS CENTRU vai arstu/gimenes arstu.

Satur: etanolu un guanidina tiocianatu. Bistami! Uzliesmojoss
8kidrums un tvaiki. Izraisa smagas acu traumas. Saskare ar skabém
izdalas |oti toksiska gaze. Sargat no karstuma/dzirksteleém/atklatas
liesmas/karstam virsmam. Nesmeékét. lzmantot aizsargcimdus/
aizsargapgérbu/acu aizsargus/sejas aizsargus. JA IEKLUST ACIS:
uzmanigi skalot ar Gdeni vairakas mindtes. Iznemt kontaktlécas, ja tas
ir ievietotas un ja to ir viegli izdarit. Turpinat skalot. Nekavéjoties
sazinieties ar SAINDESANAS INFORMACIJAS CENTRU vai
arstu/gimenes arstu.

PAXgene Blood RNA rokasgramata 12/2020 11



DNaze |

Proteinaze K

12

Satur: DNazi. Bistami! Var izraistt alergisku adas reakciju. Ja ieelpo,
var izraistt alergiju vai astmas simptomus vai apgritinat elposanu.
Izvairities ieelpot puteklus/tvaikus/gazi/dimus/izgarojumus/
smidzinajumu. Izmantot aizsargcimdus/aizsargapgérbu/acu aizsargus/
sejas aizsargus. Lietot elpoSanas organu aizsargierices. JA ir bijusi
saskare vai ir aizdomas par to: Zvaniet uz SAINDESANAS CENTRU
vai arstam/gimenes arstam. Parvietot cietuso svaiga gaisa un novietot

mieriga pozicija, kura nav apgratinata elpoSana.

Satur: proteinazi K. Bistami! Izraisa mérenu adas kairinajumu. Ja
ieelpo, var izraisit alergiju vai astmas simptomus vai apgritinat
elposanu. Izvairtties ieelpot puteklus/tvaikus/gazi/damus/izgarojumus/
smidzinajumu. Izmantot aizsargcimdus/aizsargapgérbu/acu
aizsargus/sejas aizsargus. Lietot elpo$anas organu aizsargierices. JA
ir bijusi saskare vai ir aizdomas par to: Zvaniet uz SAINDESANAS
CENTRU vai arstam/gimenes arstam. Parvietot cietuso svaiga gaisa

un novietot mieriga pozicija, kura nav apgritinata elpoSana.
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levads

Pilnasinu savaksana ir pirma darbiba daudzas molekularas analizés, ko izmanto Sinu RNS
izpétei. Tomér nozimiga probléma $ados eksperimentos ir Stinu RNS profila nestabilitate in
vitro. PreAnalytiX veiktos pétijumos ir pieradits, ka, glabajot un transportéjot istabas
temperatira, atseviSku mRNS veidu kopiju skaits pilnasints var mainities vairak neka
tokstoskartigi.* To izraisa gan strauja RNS noardiSanas, gan noteiktu génu inducéta
ekspresija péc asinu panemsanas. Sadu RNS ekspresijas profila izmainu d&| nav iespgjams
veikt uzticamus pétijumus par génu ekspresiju. Tapéc, lai varétu precizi analizét génu
ekspresiju cilvéka pilnasinTs, ir nepiecieSama metode, kas saglaba RNS ekspresijas profilu
flebotomijas laika un péc tas.

Princips un procedira

Uzneémums PreAnalytiX ir izstradajis sistému, kura sniedz iespéju vakt, stabilizét, glabat un
transportét cilvéka pilnasinu paraugus, ka arT nodroSina atru un efektivu protokolu
intracelularas RNS izdaliSanai. Sistéma asinu savaksanai un RNS stabilizacijai ir jaizmanto
PAXgene Blood RNA Tubes stobrini (BRT; ASV patenti 6,602,718 un 6,617,170) un péc tam
manuali vai automatizéti javeic RNS izdaliS8ana, izmantojot komplektu PAXgene Blood RNA Kit.
Gan manualais, gan automatizétais protokols nodroSina batiba Iidzvértigu veiktspéju
attieciba uz RNS kvalitati un daudzumu. Manuala protokola (22.—29. Ipp.) un automatizéta

protokola (31.—-35. Ipp.) veiktspé&jas dati ir ieklauti Saja rokasgramata.

l./'-'\. lerice QIAGEN QIlAcube Connect MDx nav pieejama visas valstis. Lai sanemtu

L plasaku informaciju, lidzu, sazinieties ar QIAGEN tehniska atbalsta dienestu.

* Rainen, L. et al. (2002) Stabilization of mRNA expression in whole blood samples. Clin. Chem. 48, 1883.
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Paraugu savakSana un stabilizacija

PAXgene Blood RNA Tubes stobrini (BRT) satur patentétu reagentu maisijumu, kura pamata
ir patentéta RNS stabilizacijas tehnologija. Sis reagentu maisijums novér§ RNaZu izraisTtu
RNS molekulu noardianos un minimizé ex vivo génu ekspresijas izmainas. PAXgene Blood
RNA Tubes stobrini (BRT) ir paredzéti cilvéka pilnasinu vaksanai un Stinu RNS stabilizéSanai
maks. 3 dienas temperatira 18-25 °C (1. un 2. attéls 15. un 16. Ipp.) vai maks. 5 dienas
temperatira 2-8 °C (3. un 4. attéls 17. un 18. Ipp.). Paslaik pieejamie dati uzrada $inu RNS
stabilizaciju vismaz 11 gadus —20 °C vai —70 °C temperatdra*. Lai sanemtu plasaku
informaciju par notiekoSajiem pétijumiem, kuros tiek novértéta stabilitate ilgstoSos laika
periodos, lGdzu, sazinieties ar QIAGEN tehniska atbalsta dienestu.

Faktiskais RNS stabilizacijas ilgums var atSkirties atkartba no Sinu RNS veida un izmantota
lejupversta lietojuma. Stabilizacijas specifikacijam ir validéts ierobezots skaits transkriptu
(FOS un IL1B génu transkripti), tapéc veiktsp€jas raksturlielumi nav noteikti visiem
transkriptiem. Lietotajiem ir japarskata raZotaja dati un pa8u iegatie dati, lai noteiktu, vai ir

javeic validéSana citiem transkriptiem.

* PaSlaik turpinas ilgtermina pétijums par asinu glabasanu PAXgene Blood RNA Tubes stobrinos.
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1. attéls. RNS stabilitate asins paraugos 18-25 °C temperatiira: FOS. Asinis tika nemtas no 10 donoriem, no katra
panemot divus parauga eksemplarus, un tas tika 18-25 °C temperatira glabatas noradito dienu skaitu; péc tam tika
izdalita summara RNS. [A] Asinis tika savaktas un uzglabatas PAXgene Blood RNA Tubes stobrinos (BRT), un
summara RNS tika izdalita, izmantojot komplektu PAXgene Blood RNA Kit. [B] Asinis tika savaktas un uzglabatas
standarta asins paraugu savak$anas stobrinos, ka antikoagulantu izmantojot EDTA, un summara RNS tika izdalita,
izmantojot standarta organiskas ekstrakcijas metodi, kuras pamata ir RNS attiri$ana ar kvarca membranu. Relativie FOS
transkriptu [Tmeni tika noteikti, izmantojot reala laika divu amplikonu RT-PCR, ka iek$&jo standartu lietojot 18S rRNS.
Grafika ir attélotas visu paraugu vértibas, un ir paraditas vidéjas vértibas un standartnovirze. Partrauktas linijas norada
analizes +3x kopéjo precizitati (2,34 Cr).
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2. attéls. RNS stabilitate asins paraugos 18-25 °C temperatira: IL1B. Asinis tika nemtas un summara RNS tika
izdalita péc glabasanas 18-25 °C temperatara, ka aprakstits 1. attéla. Relativie IL1B transkriptu lTmeni tika noteikti,
izmantojot reala laika divu amplikonu RT-PCR, ka iek$&jo standartu lietojot 18S rRNS. Grafika ir attélotas visu
paraugu vértibas, un ir paraditas vidéjas vértibas un standartnovirze. Partrauktas linijas norada analizes +3x kopé&jo
precizitati (1,93 Cr).
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3. attéls. RNS stabilitate asins paraugos 2-8 °C temperatiira: FOS. Asinis tika nemtas no 10 donoriem, no katra
panemot divus parauga eksemplarus, un tas tika 2—-8 °C temperatiira glabatas noradito dienu skaitu; péc tam tika
izdalita summara RNS. [A] Asinis tika savaktas un uzglabatas PAXgene Blood RNA Tubes stobrinos (BRT), un
summara RNS tika izdalita, izmantojot komplektu PAXgene Blood RNA Kit. [B] Asinis tika savaktas un uzglabatas
standarta asins paraugu savaksanas stobrinos, ka antikoagulantu izmantojot EDTA, un summara RNS tika izdalita,
izmantojot standarta organiskas ekstrakcijas metodi, kuras pamata ir RNS attiriS8ana ar kvarca membranu. Relativie FOS
transkriptu [Tmeni tika noteikti, izmantojot reala laika divu amplikonu RT-PCR, ka iek$&jo standartu lietojot 18S rRNS.
Grafika ir attélotas visu paraugu vértibas, un ir paraditas vidéjas vértibas un standartnovirze. Partrauktas linijas norada
analizes +3x kopéjo precizitati (2,34 Cr).
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4. attéls. RNS stabilitate asins paraugos 2-8 °C temperatiira: IL1B. Asinis tika nemtas un summara RNS tika
izdalita péc glabasanas 2—8 °C temperatiira, ka aprakstits 3. attéla. Relativie IL1B transkriptu limeni tika noteikti,
izmantojot reala laika divu amplikonu RT-PCR, ka iek$&jo standartu lietojot 18S rRNS. Grafika ir attélotas visu
paraugu vértibas, un ir paraditas vidéjas vértibas un standartnovirze. Partrauktas linijas norada analizes +3x kopé&jo
precizitati (1,93 Cr).
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RNS koncentrésSana un izdaliSana

Komplekts PAXgene Blood RNA Kit ir paredzéts summaras RNS izdalisanai no 2,5 ml
cilvéka pilnasinu, kas savaktas PAXgene Blood RNA Tube stobrina (BRT). Process ir
vienkarss, un to var veikt, izmantojot manualas vai automatizétas proceddras (sk. 5. un
10. attélu 20. un 30. Ipp.). Abos protokolos izdaliSana sakas ar centrifugéSanas darbibu, lai
granulétu nukleinskabes PAXgene Blood RNA Tube stobrina (BRT). Granula tiek skalota un
resuspendéta, un péc tam tiek veikta manuala vai automatizéta RNS izdali$ana. Abos
protokolos batiba tiek veiktas vienadas protokola darbibas ar vieniem un tiem paSiem

komplekta komponentiem.

Manuala RNS izdaliSana

Detalizéts skaidrojums: resuspendéta granula tiek inkubéta optimizétos buferS§kidumos kopa
ar proteinazi K (PK), lai izraisttu proteinu noardiSanu. Tiek veikta papildu centrifugé3ana ar
PAXgene Shredder centrifligas stobrinu (PSC), lai homogenizétu Stnu lizatu un nonemtu
Sanu atliekas, un caurplides frakcijas supernatants tiek parvietots uz jaunu mikrocentrifigas
stobrinu. Tiek pievienots etanols, lai pielagotu saistiSanas apstak|us, un lizats tiek ievietots
PAXgene RNA centrifiigas stobrina (PRC). Veicot Tsu centrifugéSanu, RNS selektivi saistas
ar PAXgene kvarca membranu, bet kontaminanti izplUst tai cauri. AtlikuSie kontaminanti tiek
nonemti, veicot vairakas efektivas skaloSanas darbibas. Starp pirmo un otro skaloSanas
darbtbu membrana tiek apstradata ar DNazi | (RNFD), lai nonemtu DNS, kas neliela
daudzuma ir saistijusies. Péc skaloSanas darbibam RNS tiek eluéta eluéSanas

buferskiduma (BR5) un denaturéta karstuma ietekmé.

Summara RNS, kas izoléta, izmantojot PAXgene Blood RNA System, ir tira. Izmantojot
manualo protokolu, A2e0/A2g80 Vértibas ir no 1,8 lldz 2,2, bet 295% visu paraugu ir atrodams
<1% (masas dala) genomiskas DNS, ka noteikts kvantitativa beta-aktina géna sekvences
real-time PCR. Vismaz 95% paraugu neuzrada inhibiciju RT-PCR procesa, izmantojot [1dz
pat 30% eluata.
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5. attéls. PAXgene Blood RNA manuala procedira.
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Izmantojot manualo protokolu, vidéjais parauga sagatavoSanas laiks (balstoties uz datiem
no 12 paraugu sagatavosanas izpildes reizém) ir aptuveni 90 mindtes*, un roku darba laiks
ir tikai 40 minates. legltais RNS daudzums no 2,5 ml vesela cilvéka pilnasinu 295%
apstradato paraugu ir =23 ug. legitais daudzums ir liela méra atkarigs no donora, tapéec
daudzums katra atseviSka gadijuma var atSkirties. AtseviSkiem donoriem PAXgene Blood
RNA System nodroSina augsti reproducéjamu un atkartojamu iegdto daudzumu (6. un
7. attéls 22. un 23. Ipp.) un reproducg&jamu un atkartojamu RT-PCR (8. un 9. attéls 27. un
28. Ipp.), tadé| tas ir loti noturigs kiiniskiem diagnostiskiem izmeklgjumiem.

6. attéla (22. Ipp.) ir paradita sisttmas PAXgene Blood RNA System kopéja atkartojamiba
un reproducéjamiba. Tika veikti papildu pétijumi, lai pardditu dazadu komplekta
PAXgene Blood RNA Kit partiju un dazadu operatoru ietekmi uz iegitd RNS daudzuma un
reala laika RT-PCR izpildes reproducgjamibu. Siem pétijumiem tika izmantoti apkopoti asins
paraugi, nevis individuali PAXgene Blood RNA Tubes stobrini (BRT), tapéc rezultati
neatspogulo sistémas atkartojamibu, ieskaitot atSkiribas starp atseviskam asins paraugu
nemsanas reizém, bet gan tikai paraugu sagatavosanas atkartojamibu (sk. 7. attélu
23. Ipp.).

* Kopégjais protokola izpildlaiks, ieskaitot PAXgene Blood RNA Tubes stobrinu iepriek$é&ju apstradi (centrifugéSanas,
granulas skalo$anu un granulas resuspendésanu).
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6. attéls. Reproducéjama un atkartojama RNS izdaliSana. No 14 donoriem iegatus asins paraugus ¢etros
eksemplaros katru manuali apstradaja 3 tehniki (A, B, C). Tika izmantoti tris aprikojuma komplekti, un visi viena
tehnika sagatavotie paraugi tika apstradati, izmantojot vienu un to paSu aprikojumu. [A] Paraditas iegitas RNS
daudzuma vidéjas vertibas un standartnovirze katram atkartotajam paraugam no vieniem un tiem pasiem donoriem
un atskirigiem tehnikiem. [B] Divpadsmit atkartotus asins paraugus no katra no 14 donoriem apstradaja 3 dazadi
tehniki. Paraditas RNS daudzuma vidéjas vértibas un standartnovirze katram paraugam no vieniem un tiem pasiem
donoriem un visiem tehnikiem. Visiem RNS paraugiem Azeo/A2s0 attieciba bija no 1,8 lidz 2,2.
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7. attéls. leguta RNS daudzums atkartojamiba un reproducéjamiba atSkirigiem operatoriem un komplekta
PAXgene Blood RNA Kit partijam, izmantojot apkopotus asins paraugus. PAXgene Blood RNA Tubes stobrinos
(BRT) tika savakti asins paraugi no 30 dazadiem donoriem (12 stobrini no katra donora, kopa 360 stobrini). Stobrinu
saturs no 3 donoriem tika apkopots un pé&c tam atkartoti sadalits alikvotos 36 paraugos. Sos 36 paraugus no

3 donoru pala manuali apstradaja 3 dazadi operatori. Katrs operators ekstrakcijai izmantoja 3 dazadas

PAXgene Blood RNA Kit partijas un apstradaja ¢etrus paraugu eksemplarus no katra no 10 donoru paliem. [A] RNS
daudzums un standartnovirze katrai operatora—partijas kombinacijai. Cetrus asins paraugu eksemplarus no

10 donoru puliem apstradaja 3 dazadi operatori (A, B, C) ar katru no 3 komplekta partijam (1, 2, 3). Paraditas iegita
daudzuma vidéjas vértibas (kolonnas) un standartnovirze (kladu stabini) Eetriem paraugu eksemplariem no viena un
ta pasa donoru pila dazadiem operatoriem un dazadam komplekta partijam. [B] 7.A attéla ir paradits iegata RNS
daudzuma variacijas koeficients (VK) katram donoru palam visam operatora—partijas kombinacijam (A, B, C; 1, 2, 3),
aprékinot péc iegitd daudzuma vidéjas vértibas un standartnovirzes (SN).
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1.A tabula. Reproducéjamiba katras partijas ietvaros un katram lietotajam izvélétajos donoru pilos (1, 6, 9, 10)

1. donoru pils
5,1 x 10° Sanas/ml

6. donoru piils
6,5 x 10° $anas/ml

Vidéejais Vidéjais
Datu kombinacija ~ daudzums (ug) gN (ug) VK (%) daudzums(ug) gN (ug) VK (%)
1. partija, lietotajs A 8,03 0,42 5 9,55 0,99 10
1. partija, lietotajs B 7,98 1,17 15 9,38 1,94 21
1. partija, lietotajs C 7,87 0,45 6 10,71 0,65 6
2. partija, lietotajs A 7,32 0,98 13 9,78 1,89 19
2. partija, lietotajs B 6,09 1,04 17 9,82 2,83 29
2. partija, lietotajs C 6,87 0,31 4 10,37 0,74 7
3. partija, lietotajs A 7,04 0,90 13 8,96 0,68 8
3. partija, lietotajs B 6,98 1,22 17 7,73 0,97 13
3. partija, lietotajs C 8,78 0,89 10 10,59 1,94 18
9. donoru pils 10. donoru piils
8,4 x 10° Sanas/ml 10,2 x 10° $tinas/ml
Vidéejais Vidéjais
Datu kombinacija daudzums (ug) SN (ug) VK (%) daudzums (ug) SN (pg) VK (%)
1. partija, lietotajs A 7,52 0,41 6 7,96 0,49 6
1. partija, lietotajs B 8,82 1,72 19 8,90 0,76 9
1. partija, lietotajs C 10,14 1,46 14 10,22 1,29 13
2. partija, lietotajs A 6,92 0,27 4 7,63 1,23 16
2. partija, lietotajs B 7,20 0,71 10 7,00 0,56 8
2. partija, lietotajs C 9,14 1,52 17 11,56 1,21 10
3. partija, lietotajs A 8,18 0,76 9 7,85 0,82 10
3. partija, lietotajs B 6,41 0,88 14 8,88 217 24
3. partija, lietotajs C 10,78 0,56 5 10,88 0,37 3

24
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1.B tabula. Reproducéjamiba katram lietotajam un starp visam partijam izvélétajos donoru pilos (1, 6, 9, 10).

1. donoru piuls
5,1 x 10° $tinas/ml

6. donoru piils
6,5 x 10° $anas/ml

Vidéejais Vidéjais
Datu kombinacija daudzums (ug) SN (pg) VK (%) daudzums (ug) SN (ug) VK (%)
Lietotajs A, visas partijas 7,46 0,85 11 9,43 1,22 13
Lietotajs B, visas partijas 7,02 1,31 19 8,98 2,09 23
Lietotajs C, visas partijas 7,84 0,98 13 10,56 1,15 11

9. donoru piils
8,4 x 10° Stinas/ml

10. donoru piils
10,2 x 10° $Gnas/ml

Vidéejais Vidéejais
Datu kombinacija daudzums (ug) SN (pg) VK (%) daudzums (ug) SN (pg) VK (%)
Lietotajs A, visas partijas 7,54 0,72 10 7,81 0,82 1"
Lietotajs B, visas partijas 7,48 1,50 20 8,26 1,54 19
Lietotajs C, visas partijas 10,02 1,34 13 10,89 1,10 10

1.C tabula. Reproducéjamiba katras partijas ietvaros un starp visiem lietotajiem izvélétajos donoru pilos

(1, 6,9, 10).

1. donoru pils
5,1 x 10° $iinas/ml

6. donoru piils
6,5 x 10° Siinas/ml

Vidéjais Vidéjais
Datu kombinacija daudzums (ug) SN (ug) VK (%) daudzums (ug) SN (ug) VK (%)
1. partija, visi lietotaji 7,96 0,69 9 9,88 1,34 14
2. partija, visi lietotaji 6,76 0,93 14 9,99 1,84 18
3. partija, visi lietotaji 7,60 1,27 17 9,09 1,71 19

9. donoru piils 10. donoru piils
8,4 x 10° Siinas/ml 10,2 x 10° $anas/ml

Vidéjais Videéjais
Datu kombinacija daudzums (ug) SN (pg) VK (%) daudzums (ug) SN (ug) VK (%)
1. partija, visi lietotaji 8,83 1,63 19 9,02 1,27 14
2. partija, visi lietotaji 7,75 1,36 18 8,73 2,31 26
3. partija, visi lietotaji 8,46 1,99 24 9,20 1,80 20
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1.D tabula. Reproducéjamiba starp visam partijam un visiem lietotajiem izvélétajos donoru pilos (1, 6, 9, 10).

1. donoru pils 6. donoru piils
5,1 x 10° Sanas/ml 6,5 x 10° Stnas/ml
Videéjais Videéjais
Datu kombinacija daudzums (ug) SN (ug) VK (%) daudzums (ug) SN (ug) VK (%)
1. partija, visi lietotaji 7,44 1,09 15 9,66 1,65 17
9. donoru piils 10. donoru piils
8,4 x 10° Sanas/ml 10,2 x 10° Siinas/ml
Vidéejais Vidéejais
Datu kombinacija daudzums (ug) SN (ug) VK (%) daudzums (ug) SN (ug) VK (%)
1. partija, visi lietotaji 8,35 1,70 20 8,99 1,80 20

4 reprezentativo donoru pilu detaliz&ta analize. Sie pili tika izvél&ti péc balto asins $inu
skaita un atspogulo balto asins Stnu skaita standarta diapazona augstako, vidéjo un zemako
vértibu (4,8 x 108 — 1,1 x 107 leikociti/ml). Balto asins $inu skaits parada 3 donoru pila

ieklauto donoru 3 balto asins Stnu skaita vidgéjo vértibu.
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8. attéls. RT-PCR reproducéjamiba — starp lietotajiem. 7. attéla aprakstitaja eksperimenta izdalita RNS tika
izmantota reala laika RT-PCR. Relativie [A] FOS un [B] IL1B transkriptu [imeni tika noteikti, izmantojot reala laika
divu amplikonu RT-PCR, ka iek$€jo standartu lietojot 18S rRNS. Grafika ir attélotas visu paraugu vértibas attieciba
pret lietotaja A vértibam (10 donoru pali x 3 komplekta partijas x 4 atkartojumi = 120 datu kopas katram génam), un ir
paraditas visu paraugu vidéjas vértibas (sarkanas Iinijas) un standartnovirze (melnie stabini). Partrauktas Iinijas
norada analizu +3x kopéjo precizitati (FOS: 2,34 Cr; IL1B: 1,93 Cr).
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9. attéls. RT-PCR reproducéjamiba — starp komplekta partijam. 7. attéla aprakstitaja eksperimenta izdalita RNS
tika izmantota reala laika RT-PCR. Relativie [A] FOS un [B] IL1B transkriptu Tmeni tika noteikti, izmantojot reala laika
divu amplikonu RT-PCR, ka iek$€jo standartu lietojot 18S rRNS. Grafika ir att€lotas visu paraugu vértibas attieciba
pret 1. komplekta partijas vértibam (10 donoru pili x 3 lietotaji x 4 atkartojumi = 120 datu kopas katram génam), un ir
paraditas visu paraugu vidéjas vértibas (sarkanas ITnijas) un standartnovirze (melnie stabini). Partrauktas Iinijas
norada analizu +3x kopéjo precizitati (FOS: 2,34 Cr; IL1B: 1,93 Cr).
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2. tabula. 8. un 9. attéla paradito RT-PCR datu kopsavilkums

Testésanas sistema FOS/18S rRNS analize IL1B/18S rRNS analize
Datu salidzinajums Vidéjais + SN Vidéjais + SN
(AACrT) (AACrT) (AACrT) (AACr)

Reproducéjamiba katram lietotajam un starp visam partijam

Visi lietotaji, 1. partija—1. partija 0,00 0,00 0,00 0,00
Visi lietotaji, 1. partija—2. partija -0,03 0,48 -0,07 0,66
Visi lietotaji, 1. partija—3. partija -0,21 0,52 0,11 0,71
Reproducéjamiba katram lietotajam un starp visam partijam

Visas partijas, lietotajs A-lietotajs A 0,00 0,00 0,00 0,00
Visas partijas, lietotajs A-lietotajs B -0,46 0,44 -0,06 0,69
Visas partijas, lietotajs A-lietotajs C -0,31 0,60 -0,15 0,71

Lietotajs: tehnikis, veica pétijumu.

Partija: $aja pétljuma izmantotais komplekta partijas numurs.

SN: standartnovirze.

Paraditas vidéjas AACt vértibas (N = 120) un standartnovirze datiem, kas attéloti 8. un 9. attéla.

Automatizéta RNS izdaliSana

Instrumenta QIAGEN QIAcube Connect MDx vai klasiskaja QIAGEN QIAcube (talak dévéts
par QlAcube) asins RNS izdaliSana ir automatizéta. Novatoriskajos QlAcube instrumentos
QIAGEN centrifigas stobrinu apstradasanai tiek izmantota uzlabota tehnologija, kas sniedz
iespéjas zemas caurplides parauga sagatavi érti integrét jisu laboratorijas darbplisma.
Paraugu sagatavosanai, izmantojot QlAcube instrumentus, tiek lietotas tas paSas darbibas,
kas manualajai procedurai (t.i., lizéSana, saistiSana, skaloSana un eluéSana), tade|
komplektu PAXgene Blood RNA Kit varat turpinat lietot augstas kvalitates RNS izdali$anai.

PAXgene Blood RNA rokasgramata 12/2020 29



Sean a kit bar code QlAcube Connect MDx

. B - | o

10. attéls. QlAcube Connect MDx.

Automatizéetais RNS izdaliSanas protokols sastav no 2 dalam (jeb protokoliem): “PAXgene
Blood RNA Part A” un “PAXgene Blood RNA Part B”, un starp abam dalam nepiecieSama
neliela manuala iejaukSanas (sk. 11. attélu 31. Ipp.).
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11. attéls. PAXgene Blood RNA automatizéta procediira.

Centrifugéta, izskalota un resuspendéta nukleinskabju granula (sk. sadalu “RNS
koncentréSana un izdaliSana” 19. Ipp.) no PAXgene Blood RNA Tube stobrina (BRT)
japarvieto uz apstrades stobriniem (PT), kuri tiek ievietoti QlAcube instrumenta darba plates
termomaisrttaja iericé. Operatoram izvélné jaatlasa un japalaiz protokols “PAXgene Blood
RNA Part A” (PAXgene Blood RNA A dala). QlAcube instrumenti veic ST protokola darbibas
lfdz RNS eluéSanai eluéSanas buferSkiduma (BR5). Operatoram mikrocentrifligas stobrini
(MCT) ar izdalito RNS japarvieto uz QlAcube instrumentu termomaisitaja ierici.
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Operatoram izvélné jaatlasa un japalaiz protokols “PAXgene Blood RNA Part B”, un
QlAcube instrumentos notiek denaturacija karstuma ietekmé.

Vidéjais parauga sagatavo$anas laiks (balstoties uz datiem no 12 paraugu sagatavo$anas
izpildes reizém) ir 151 mindte*, bet, salidzinot ar manualo protokolu, batiski mazak laika

javelta roku darbam.

legatais RNS daudzums no 2,5 ml vesela cilvéka pilnasinu 295% apstradato paraugu ir
>3 ug. 12. attéla (33. Ipp.) ir paradits RNS daudzums, kas ieglts kopa no 216 paraugiem,
kuri sagatavoti, 3 operatoriem izmantojot automatizéto protokolu ar 3 komplekta partijam.
Siem pétijumiem tika izmantoti apkopoti asins paraugi, nevis individuali PAXgene Blood
RNA Tubes stobrini (BRT), tapéc rezultati neatspogulo RNS daudzumu, ko paredzéts iegat
no viena parauga eksemplara, kas iegits atseviSka asins parauga nemsanas reizé. legatais
daudzums ir lielda méra atkarigs no donora, tapéc daudzums katra atsevika gadijuma var
atSkirties (12. attéls 33. Ipp.).

Vismaz 95% paraugu neuzrada inhibiciju RT-PCR procesa, izmantojot ITdz pat 30% eluata.
Izmantojot automatizéto protokolu, krusteniska kontaminacija starp paraugiem nav
nosakama, ka noteikts, veicot kvantitativu reala laika RT-PCR ar ABL1 un FOS transkriptu
sekvencém RNS negativos paraugos (Gdens), kas sakartotas paros ar RNS pozitiviem

paraugiem (cilvéka pilnasinis) viena izpildes reizé.

Ar sistétmu PAXgene Blood RNA System un automatizéto protokolu izolétda RNS ir tira, ko
pierdda RT-PCR inhibicijas neesamiba un Azeo/A2s0 Vvértibas no 1,8 Iidz 2,2. 295% visu
paraugu ir atrodams 1% (masas dala) genomiskas DNS, ka noteikts kvantitativa beta-
aktina géna sekvences real-time PCR. 13. un 14. attéla (34. un 35. Ipp.) ir paraditas Aze0/A2s0
értibas un relativais genomiskds DNS daudzums kopa 216 paraugos, kas sagatavoti,
3 operatoriem izmantojot automatizéto protokolu ar 3 komplektu partijam.

* Kopégjais protokola izpildlaiks, ieskaitot PAXgene Blood RNA Tubes stobrinu iepriek$&ju apstradi (centrifugéSanas,
granulas skaloSanu un granulas resuspendésanu).
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RNS daudzums (ug/2,5 ml asinu) QlAcube
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12. attéls. RNS daudzums — automatizéta apstrade A: QlAcube, B: QlAcube Connect MDx. Asins paraugi no
atseviskiem donoriem tika savakti PAXgene Blood RNA Tubes stobrinos (BRT). Stobrinu saturs tika apkopots

6 donoru palos un péc tam atkartoti sadalits alikvotos. Kopa 216 stobrinus (t.i., 36 stobrinus katram palam)
apstradaja 3 dazadi operatori (A, B, C). Katrs operators automatizétai ekstrakcijai izmantoja 3 dazadas

PAXgene Blood RNA Kit partijas (1, 2, 3) ar vairakiem QlAcube un QlAcube Connect MDx instrumentiem un
apstradaja Cetrus paraugu eksemplarus no katra no 6 donoru paliem. Paradits katra atseviSska parauga RNS
daudzums katrai operatora—partijas kombinacijai.

PAXgene Blood RNA rokasgramata 12/2020

33



RNS daudzums (Azs0/A2s0) QlAcube
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13. attéls. RNS tiribas pakape (Azs0/A280 VErtibas) — automatizéta apstrade. A: QlAcube, B: QlAcube Connect MDx.
12. attéla aprakstitaja eksperimenta RNS izdali§anu veica 3 dazadi operatori (A, B, C), izmantojot 3 dazadas
PAXgene Blood RNA Kit partijas (1, 2, 3) ar vairakiem QlAcube un QlAcube Connect MDx instrumentiem. Paraditas
katra atseviSka parauga Azeo/Azs0 VErtibas katrai operatora—partijas kombinacijai.
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Genomiska DNS (masas dala) [%] QlAcube
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14. attéls. RNS tiribas pakape (% genomiskas DNS kontaminacija) — automatizéta apstrade, A: QlAcube,
B: QlAcube Connect MDx. 12. attéla aprakstitaja eksperimenta RNS izdali$anu veica 3 dazadi operatori (A, B, C),
izmantojot 3 dazadas PAXgene Blood RNA Kit partijas (1, 2, 3) ar vairakiem QIlAcube un QlAcube Connect MDx

instrumentiem. Paradits genomiskas DNS daudzums (masas dala) katra atseviSkaja parauga katrai operatora—
partijas kombinacijai.

RNS izdali$anas automatizétais protokols, izmantojot sistemu PAXgene Blood RNA System,
nodros$ina augsti reproducéjamus un atkartojamus RT-PCR rezultatus, ka paradits 15. attéla

un 16. attéla (36. un 37.Ipp.), tapéc tas ir loti noturigs kliniskiem diagnostiskiem
izmekl&jumiem.
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15. attéls. RT-PCR reproducéjamiba — starp automatizéto (QlAcube) un manualo protokolu. 12. attéla aprakstitaja
eksperimenta RNS izdali§anu veica 3 dazadi operatori (A, B, C), izmantojot 3 dazadas PAXgene Blood RNA Kit partijas
(1, 2, 3) ar vairakiem QlAcube un QlAcube Connect MDx instrumentiem un automatizéto protokolu. Paraléli RNS tika
izdalita no atbilstoSajiem atkartotajiem stobriniem, izmantojot manualo protokolu. Relativie [A] FOS un [B] IL1B
transkriptu Tmeni tika noteikti, izmantojot reala laika divu amplikonu RT-PCR, ka iek$&jo standartu lietojot 18S rRNS.
lespéjamas transkriptu lTmena atSkiribas RNS, kas sagatavota no paros sakarotiem asins paraugiem, izmantojot
abus ekstrakcijas protokolus (automatiz&to un manualo protokolu), tika aprékinatas, izmantojot AACT metodi.
AtseviSkas AACt vértibas visiem paraugu pariem (4 atkartojumi x 6 donoru pali x 3 komplekta partijas x 3 operatori =
216 pari katram génam) visiem paraugiem diagramma ir paraditas ka atseviSki punkti ar vidéjam vértibam (lielaki
punkti) un standartnovirzi (melni stabini). Partrauktas ITnijas norada analizu +3x kop€jo precizitati (FOS: 1,16 Cr;
IL1B: 1,98 Cr; analizu precizitate atSkiras no 1.—4., 8. un 9. attéla noraditas, jo analizu versijas atSkiras).
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16. attéls. RT-PCR reproducéjamiba — starp QlAcube un QlAcube Connect MDx instrumentiem, izmantojot
automatizéto protokolu. 12. attéla aprakstitaja eksperimenta RNS izdali§anu veica 3 dazadi operatori (A, B, C),
izmantojot 3 dazadas PAXgene Blood RNA Kit partijas (1, 2, 3) un automatizéto protokolu vairakos QlAcube un
QIlAcube Connect MDx instrumentos. Relativie [A] FOS un [B] IL1B transkriptu limeni tika noteikti, izmantojot reala
laika divu amplikonu RT-PCR, ka iek$&jo standartu lietojot 18S rRNS. lesp&jamas transkriptu [imena atSkiribas RNS,
kas sagatavota no paros sakarotiem asins paraugiem, izmantojot abus instrumentus, tika aprékinatas, izmantojot
AACT metodi. AtseviSkas AACT vértibas visiem paraugu pariem (4 atkartojumi x 6 donoru pali x 3 komplekta partijas x
3 operatori = 216 pari katram génam) visiem paraugiem diagramma ir paraditas ka atseviski punkti ar vidéjam
vértibam (lielaki punkti) un standartnovirzi (melni stabini). Partrauktas ITnijas norada analiZzu +3x kop€jo precizitati
(FOS: 1,30 Cr; IL1B: 1,42 Cr; analizu precizitate atSkiras no 1.—4., 8., 9. un 15. attéla noraditas, jo analizu versijas
atSkiras).
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Aprikojums un reagenti, ko nodrosSina lietotajs

Stradajot ar kimiskam vielam, vienmér valkajiet piemérotu laboratorijas halatu, vienreizgjas
lietoSanas cimdus un aizsargbrilles. Lai sanemtu papildinformaciju, iepazistieties ar

attiecigajam dro$ibas datu lapam (DDL), kas ir pieejamas pie produkta piegadataja.
Visiem protokoliem

e PAXgene Blood RNA Tubes stobrini (BRT, PreAnalytiX; kat. nr. 762165)
e Etanols (96-100% tiribas pakape p.a.)

® Pipetes* (10 pl—4 ml)

e Sterili pipeSu uzgali bez RNazes, ar aerosola barjerut

e Cilindrs ar iedalam?¥

e Centrifliga*, kura spé&j sasniegt 3000-5000 x g, aprikota ar svarstigo rotoru un kausiem
PAXgene Blood RNA Tubes stobrinu (BRT) ievietoSanai

e Virpulmaisitajs*
® Drupinats ledus

e Udensnoturiga pildspalva markésanai

Manualajam protokolam

o Mikrocentrifliga® ar regul&jamu atrumu, kura spéj sasniegt vismaz 1000-8000 x g
diapazonu, kaut arT ir pielaujams mazaks vai lielaks g spéka raditajs (detalizétu
informaciju sk. protokola darbibas), aprikota ar rotoru 2 ml mikrocentrifigas stobriniem

e Maisitajs-inkubators$, kur$ spéj veikt inkubaciju 55 °C un 65 °C temperatdra un
sajaukanu ar 2400 apgr./min, neparsniedzot 1400 apgr./min (piem., Eppendorf®
Thermomixer Compact vai ekvivalents)

" Nodrosiniet, ka ierices un instrumenti tiek regulari parbauditi, uzturéti un kalibréti saskana ar raZotaja ieteikumiem.

T Noteikti iepazistieties ar RNS apstrades vadlinijam (A pielikums, 71. Ipp.).

* Etanola pievieno$anai buferskiduma BR4 koncentratam.
§ Nodrosiniet, ka ierices un instrumenti tiek regulari parbauditi, uzturéti un kalibréti saskana ar raZotaja ieteikumiem.
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Automatizétajam protokolam (izmantojot QlAcube vai QlAcube Connect MDx)

e Skéres

QlAcube instrumentu paligmateriali

e Filter-Tips, 1000 ul (1024) (QIAGEN, kat. nr. 990352)"
e Reagent Bottles, 30 ml (6) (QIAGEN, kat. nr. 990393)t
e Rotor Adapters (10 x 24) (QIAGEN, kat. nr. 990394)"
QlAcube instrumentu piederumi

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

Automatizétajam protokolam, izmantojot QlIAcube Connect MDx

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

QlAcube Connect MDx apkalpoSanas komplektacijas

® QIlAcube Connect MDx System FUL-2 (QIAGEN, kat. nr. 9003071)
® QIlAcube Connect MDx System FUL-3 (QIAGEN, kat. nr. 9003072)
® QIAcube Connect MDx System PRV-1 (QIAGEN, kat. nr. 9003073)
® QIAcube Connect MDx Device PRV-1 (QIAGEN, kat. nr. 9003074)
® QIlAcube Connect MDx System PRM-1 (QIAGEN, kat. nr. 9003075)

Automatizétajam protokolam, izmantojot QlAcube

e QlAcubet (QIAGEN, kat. nr. 9001882 [110 V)

" leklauti arT sakuma komplekta Starter Pack, QlAcube (QIAGEN, kat. nr. 990395).
T Nodrosiniet, ka ierices un instrumenti tiek regulari parbauditi, uzturéti un kalibréti saskana ar raZotaja ieteikumiem.
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Svarigas piezimes
QIAcube instrumentu lietoSana

Noteikti iepazistieties ar QlAcube instrumenta darbibas principiem. Pirms PAXgene Blood
RNA automatizéto protokolu izmantoSanas, lGdzu, izlasiet QlAcube instrumenta lietotaja
rokasgramatu un visu QIAcube instrumenta komplektacija ieklauto papildinformaciju, Tpasu

uzmanitbu pievérsot drosibas informacijai.

Ja nav noradits atseviski, Saja sadala sniegtas instrukcijas attiecas gan uz QlAcube Connect MDx,
gan uz QlAcube.

QIlAcube ieri¢u startéSana

Aizveriet QIAcube instrumenta parsegu un ieslédziet QIAcube instrumentu ar
ieslégSanas/izslégsanas slédzi (QlAcube Connect MDx: sk. 17. attélu 41. Ipp.; QlAcube:
18. attéls 42. Ipp.).

Atskan skanas signals, un tiek paradits sakuma ekrans. Instruments automatiski veic

inicializeéSanas parbaudes.
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QlAcube Connect MDx skats no priekSpuses lzvilkts skarienekrans
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QlAcube Connect MDx skats no aizmugures QlAcube Connect MDx skats no aizmugures

17. attéls. QlAcube Connect MDx aréjie lidzekli.

@ Skarienekrans

@ Parsegs
@ Atkritumu atvilktne

@ leslégSanas/izslégSanas slédzis

2 USB porti skarienekrana kreisaja mal3;
2 USB porti aiz skarienekrana (Wi-Fi
modulis iesprausts 1 USB porta)

RJ-45 Ethernet ports

Stravas vada ligzda

Dzesé&jo$a gaisa izeja

OO ©
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18. attéls. QlAcube priekSpuses skats.

@ Skarienekrans @ USB ports aiz aizsargpanela

@ Parsegs @ leslégSanas/izslégSanas slédzis

@ RS232 serialais ports aiz aizsargpanela (to @
paredzéts lietot tikai QIAGEN instrumentu Atkritumu atvilktne

servisa specialistiem)
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Skarienekrans

QlAcube instrumenti tiek kontroléti ar skarienekranu. Izmantojot skarienekranu, lietotajs var
lietot instrumentu un skatit noradijumus par darba plates iestatiSanu. Parauga apstrades
laika skarienekrana ir redzams protokola statuss un atlikusais laiks.

19. attéls. QlAcube Connect MDx skarienekrans izvilkta stavokli

Protokolu instaléSana QlAcube instrumentos

Lai QlAcube instrumentos varétu veikt pirmo RNS sagatavoSanu, vispirms var bat
nepiecieSama sakotné&jo protokolu instaléSana. Instaléjiet protokolus “PAXgene Blood RNA
Part A” un “PAXgene Blood RNA Part B”.

QlAcube Connect MDx instrumentam paredzétie protokoli ir pieejami Seit:
www.qgiagen.com/products/diagnostics-and-clinical-research/solutions-for-

laboratory-developed-tests/giacube-connect-mdx/#resources (QlAcube instrumentam
Seit: www.qiagen.com/MyQIAcube), un tie ir jalejupieladeé QlAcube komplektacija ieklautaja

USB atminas iericé. Sie protokoli uz instrumentu ir japarcel, izmantojot USB portu.

USB ports (QlAcube Connect MDx: atrodas skarienekrana sanos, sk. 17. attélu 41. Ipp.;
QlAcube: aiz aizsargpanela, sk. 18. attélu 42. Ipp.) sniedz iesp&ju QlAcube instrumentus
savienot ar QlAcube instrumentu komplektacija ieklauto USB atminas ierici. Izmantojot USB
portu, no QlAcube instrumentiem uz USB atminas ierici var parcelt arT datu failus, pieméram,
zurnalfailus vai atskaisu failus.
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USB portu ir paredzéts izmantot tikai ar QIAGEN nodroSinato USB atminas ierici.

e
( \
\!) Nepievienojiet Sim portam citas ierices.

l./ ™, USB atminas ierici nedrikst iznemt, kamér tiek lejupieladéti protokoli vai parsattti
‘\!) datu faili, k& arT protokolu izpildes laika.

Plasaku informaciju par protokolu augSupieladéSanu QlAcube instrumentos, l0dzu, skatiet

izmantota instrumenta attiecigaja rokasgramata.

QIAcube instrumentu uzpildiSana

Lai tauprtu laiku, uzpildi var veikt vienas vai abu 10 minGsu ilgo centrifugéSanas darbibu laika
(3. un 5. darbiba), ka aprakstits sadala “Protokols: automatizéta summaras RNS izdaliSana
no PAXgene Blood RNA Tubes stobrinos (BRT) savaktam cilvéka pilnasinim”, 62. Ipp.

Reagentu pudeles

Pirms katras izpildes reizes QIAcube instrumenta rlpigi piepildiet 4 reagentu pudeles ar
3. tabula (45. Ipp.) noraditajiem reagentiem lldz maksimala limena indikatoram vai, ja tas
nav iespéjams, lidz limenim, ko nodroSina komplekta PAXgene Blood RNA Kit ieklautais
buferSskidumu daudzums. Skaidri markg&jiet pudeles un vacinus, noradot buferSkidumu
nosaukumus, un uzpilditas reagentu pudeles ielieciet atbilsto$ajas pozicijas reagentu pudelu
stativa. levietojiet stativu QIAcube instrumenta darba platé, ka paradits (20.—22. attéls
45.-47. Ipp.).

l./'-'\. Ar bufer§kiduma BR2 komplekta ieklauto daudzumu reagenta pudeli nevar piepildtt

L ldz indikatoram. BuferS8kidumi BR3 un BR4, iesp&jams, nepiepilda pudeli lidz

indikatora Tmenim, ja iepriek8€&jas izpildes reizés ir apstradati vairaki paraugi.

( lj Pirms pudelu ievietoSanas darba platé obligati nonemiet pudelu vacinus.
N
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7 ™ Ar buferSkidumu tilpumu, kas ieklauts komplekta PAXgene Blood RNA Kit (50),
pietiek ne vairak ka 7 RNS izdaliSanas izpildes reizém QlAcube instrumentd, viena

izpildes reizé apstradajot 2—12 paraugus. Parasti nav ieteicams veikt izpildes ar

nelielu paraugu skaitu,

lai ar vienu komplektu varétu apstradat kopuma

50 paraugus, veicot ne vairdk ka 7 RNS izdaliS8anas izpildes. Veicot vairak neka

7 RNS izdaliSanas izpildes, pédé&jo paraugu apstradei buferSkidumu var nepietikt.

3. tabula. Pozicijas reagentu pudelu stativa

Pozicija

Reagents

o OB W N =

Fiksacijas buferSkidums (BR2)
96-100% etanols

Skalo$anas buferSkidums 1 (BR3)
SkaloSanas buferskidums 2 (BR4)*
— (atstajiet tukSu)

— (atstajiet tukSu)

* SkaloSanas buferskidums 2 (BR4) tiek piegadats koncentrata veida. Pirms pirmas lietoSanas reizes pievienojiet
4 reizes lielaku tilpumu etanola (96-100% tiribas pakape p.a.), lai iegltu darba Skidumu (ievérojiet noradijumus

uz pudeles).

®

1. pozicija
Fiksacijas
buferskidums
(BR2)

3. pozicija
SkaloSanas
buferskidums
1(BR3)

5. pozicija

Tukss

2. pozicija
96-100%
etanols

4. pozicija
Skalosanas
buferskidums
2 (BR4)

6. pozicija

Tukss

.

20. attéls. Reagentu pudelu stativa ievieto$ana. [A] Poziciju un pudelu satura shéma reagentu pudelu stativa. [B]
Stativa ievietoS8ana QlAcube instrumenta (QlAcube paradits ka piemérs).

PAXgene Blood RNA rokasgramata 12/2020 45



21. attels. QlAcube Connect MDx iek$puses skats.

Centrifligas vaks Mikrocentrifigas stobrinu spraugas

Centrifliga 3 spraugas uzgalu stativiem

MaisTtajs Uzgalu un stobrinu izmeSanas spraugas
Robotizéta svira (ietver 1 kanala pipetétaju,
satvérgju, ultraskanas un optisko sensoru un
UV gaismas diodi)

@EOOE

Reagentu pudelu stativs

Uzgalu sensors un parsega blokéSanas
mehanisms

© OOOE
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22. attels. QlAcube instrumenta iekSpuses skats.

®
®
®
®
®

PAXgene Blood RNA rokasgramata 12/2020

Centrifligas vaks
Centrifliga

MaisTtajs

Reagentu pudelu stativs

Uzgalu sensors

OO

Mikrocentrifligas stobrinu spraugas
Uzgalu stativi
Uzgalu un stobrinu izmeSanas spraugas

Robotizéta svira
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Centrifugas stobrini (PRC, PSC), mikrocentrifagas stobrini (MCT) un QlAcube
instrumentu plastmasas piederumi

Ar Filter-Tips 1000 pl piepilditus 2 uzgalu stativus ievietojiet QlAcube instrumenta (sk. 21.
un 22. attélu 46. un 47. Ipp.). Kad nepiecieSams, papildiniet stativus ar uzgaliem.

@ Izmantojiet tikai 1000 pl filtru uzgalus, kas ir paredzéti lietoSanai ar QlAcube

instrumentiem.

Markeéjiet katru parauga rotora adapteri un mikrocentrifiigas stobrinu (MCT), izmantojot
ddensnoturigo pildspalvu. Atveriet PAXgene Shredder centrifiigas stobrinus (PSC), ko
paredzéts lietot, un ar Skérém pilniba nogrieziet vacinus (sk. 23. attélu 48. Ipp.).

® Lai QlAcube instrumenta robotizétais satvéréjs darbotos pareizi, pilniba nonemiet
(nogrieziet) vacinus un visas plastmasas dalas, kas vacinu savieno ar PAXgene
Shredder centrifgas stobriniem (PSC; sk. 23. attélu). Pretéja gadijuma robotizétais

satvéréjs nevar pareizi satvert centrifiigas stobrinus (PSC, PRC).

Nepareizi
Pareizi nonemts
nonemts stobrina
stobrina vacing — dala
vacing vacina joprojam

ir piestiprinata

23. attels. PAXgene Shredder centrifiigas stobrina (PSC) ievietoSana. PAXgene Shredder centrifiigas
stobrin$ (PSC) jaievieto rotora adaptera vidéja pozicija. Pirms stobrina ievietoSanas nogrieziet vacinu.
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PAXgene RNA centrifigas stobrinu (PRC), PAXgene Shredder centrifigas stobrinu (PSC,
bez vacina, sk. 23.attélu 48.1Ipp.) un markéto mikrocentrifigas stobrinu ievietojiet
atbilstoSajas pozicijas katra no markétajiem rotora adapteriem, ka paradits 4. tabula un
24. attéla.

|'/i\' Nodrosiniet, ka centrifigas stobrina (PRC) un mikrocentrifigas stobrina (MCT)
= vacini ir nospiesti It[dz pat spraugu apakSai rotora adaptera mala; citadi

centrifugéSanas laika Sie vacini nolizis.

4. tabula. Laboratorijas piederumi rotora adapteri

Pozicija  Reagents Vacina pozicija
1 PAXgene RNA centrifigas stobrin$ (sarkans, PRC) L1
2 PAXgene Shredder centrifligas stobrin$ (violets, PSC)
(nogrieziet vacinu, pirms ievietojat rotora adaptert) -
3 Mikrocentrifagas stobring (MCT)" L3

" Izmantojiet komplekta PAXgene Blood RNA Kit ieklautos mikrocentrifdgas stobrinus (MCT; 1,5 ml).

- L2
! @0
L3

24, attéls. Pozicijas rotora adapteri. Rotora adapterim ir tris stobrinu pozicijas (1-3) un tris vacinu pozicijas (L1-L3).
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Centrifigas uzpilde

Saliktos rotoru adapterus ievietojiet centrifligas kausos, ka talak paradits 25. attéla.

@ Ja apstradajat mazak neka 12 paraugus, noslogojiet centrifiigas rotoru radiali
I lidzsvaroti (sk. 26. attélu 51. Ipp.). Pirms tiek sakta protokola izpilde, ir jaievieto visi
centrifigas kausi, pat ja paredzéts apstradat mazak neka 12 paraugus. Nevar

apstradat vienu paraugu vai 11 paraugus.

25, attéls. Centrifigas uzpilde QlAcube instrumentos. Saliktos rotoru adapterus ievietojiet centrifigas kausos (ka
piemérs paradits QlAcube Connect MDx).
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26. attéls. Centrifligas un maisitaja uzpildiSana. Paraditas centrifigas un maisitaja pozicijas ir paredzétas divu (2)
Iidz desmit (10) paraugu apstradei. Vienu (1) paraugu vai 11 paraugus apstradat nevar. Lai apstradatu 12 paraugus,
tiek aizpilditas visas centrifigas un maisitaja pozicijas (attéls nav paradits).
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Apstrades stobrini (PT)

Iznemiet visus apstrades stobrinus (PT), kas mikrocentrifiigas stobrinu spraugas palikusi no
iepriek$éjam izpildes reizém (QIlAcube Connect MDx: sk. 21. attélu 46. Ipp., QlAcube: sk.
22. attélu 47. Ipp.). Piepildiet 3 apstrades stobrinus (PT) ar 5. tabula noradito reagentu

daudzumu atbilstoSi izpildes reizes paraugu skaitam.

DNazes | inkubacijas maisijumam pipetéjiet noradito tilpumu DNS noardisanas
buferSkiduma (RDD) apstrades stobrina (PT) un pievienojiet noradito tilpumu DNazes |
(RNFD) rezerves standartSskiduma. Lai samaisitu, visu maisijumu 3 reizes uzmanigi

pipetéjiet uz augdu un uz leju, izmantojot 1000 pl pipetes uzgali.

Izmantojiet komplektd PAXgene Blood RNA Kit ieklautos 2 ml apstrades stobrinus (PT).
Skaidri markegjiet stobrinus, noradot reagentu nosaukumus, un ievietojiet tos atbilsto$aja
pozicija mikrocentrifigas stobrinu ligzdas, ka noradits 6. tabula (53. Ipp.).

l./"'\. DNaze | (RNFD) ir 1pasi jutiga pret fizikalu denaturaciju. Maisi$anai izmantojiet tikai

L pipetéSanu ar liela diametra pipeSu uzgaliem, lai samazinatu bidi. Nesaskaliniet.
fij Pipetgjiet tikai nepiecieSamo tilpumu, ka talak noradits 5. tabula.
L

5. tabula. NepiecieSamais reagentu tilpums apstrades stobrinos mikrocentrifligas stobrinu spraugam.

Reagentu tilpums noraditajam skaitam paraugu (pl)
Paraugu Eluésanas
skaits Proteinaze K (PK) DNazes | inkubacijas maisijums buferskidums (BR5)
2 126 187 (23 DNaze | + 164 Buffer RDD) 313
3 170 261 (33 DNaze | + 228 Buffer RDD) 399
4 213 334 (42 DNaze | + 292 Buffer RDD) 486
5 256 407 (51 DNaze | + 356 Buffer RDD) 572
6 299 481 (60 DNaze | + 421 Buffer RDD) 658
7 342 554 (69 DNaze | + 485 Buffer RDD) 745
8 386 627 (78 DNaze | + 549 Buffer RDD) 831
9 429 701 (88 DNaze | + 613 Buffer RDD) 918
10 472 775 (97 DNaze | + 678 Buffer RDD) 1004
12 558 921 (115 DNaze | + 806 Buffer RDD) 1177
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6. tabula. Mikrocentrifiigas stobrinu spraugas

Pozicija
A B [
Saturs Proteinaze K DNazes | inkubacijas maisijums  EluéS$anas bufer§kidums (BR5)
Trauks Apstrades stobrins (PT)* Apstrades stobrins (PT)* Apstrades stobrins (PT)*

* Izmantojiet komplektd PAXgene Blood RNA Kit ieklautos 2 ml apstrades stobrinus.
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Protokols: manuala summaras RNS izdalisana
no PAXgene Blood RNA Tubes stobrinos (BRT)
savaktam cilvéka pilnasinim

Svariga informacija pirms darba saksanas

Parliecinieties, vai komplekta iepakojums ir neskarts un bez bojajumiem un vai nav
radusies buferskidumu noplide. Nelietojiet komplektu, ja tas ir bojats.

Izmantojot pipeti, parliecinieties, vai tai ir iestatits pareizs tilpums un vai Skidrums tiek
rapigi un pilniba aspiréts un dozéts.

Lai nepielautu paraugu ievietoSanu nepareizajos stobrinos vai centrifiigas stobrinos,
nodroSiniet, lai visi stobrini un centrifiigas stobrini batu atbilstoSi markéti, izmantojot
ddensnoturigo pildspalvu. Markéjiet katra stobrina vacinu un korpusu (PT, MCT).
Centrifugas stobriniem markéjiet apstrades stobrinu (PT) korpusu. P&c Skidruma

ievietoSanas noslédziet visus stobrinu un centrifigas stobrinus.

Paraugu un bufer8kidumu iz$lakstiS8anas proceddras laika var samazinat iegitas RNS
daudzumu un tas tiribu.

Ja vien nav noradtts citadi, visas ST protokola darbibas, ieskaitot centrifugéSanas

darbibas, ir javeic istabas temperatira (1525 °C).

NukleTnskabju amplifikacijas tehnologijas ir loti jutigas, tapéc, apstradajot paraugus, ir jaievéro

talak aprakstitie piesardzibas pasakumi, lai izvairitos no krusteniskas kontaminacijas.

54

Uzmanigi pipetéjiet paraugu centrifigas stobrina (PRC, PSC), nesamitrinot stobrina

malu.

Starp Skidrumu parnesanas reizém vienmér nomainiet pipeSu uzgalus. Izmantojiet

pipesSu uzgalus ar aerosola barjeru.

Centieties ar pipetes galu nepieskarieties centrifigas stobrina (PRC, PSC) membranai.
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® Péc mikrocentrifigas stobrina (MCT) saskaloSanas vai sildiSanas Tsi to centrifugéjiet,

lai nonemtu vaka iekSpusé esosos pilienus.

® \isu proceddras laiku izmantojiet aizsargcimdus. Ja cimdi saskaras ar paraugu,

nekaveéjoties nomainiet cimdus.

® Pirms centrifiigas stobrina (PRC, PSC) ievietoSanas mikrocentrifliga noslédziet to.

Centrifuggjiet, ka noradits procediras apraksta.

e Vienlaikus atveriet tikai vienu centrifigas stobrinu (PRC, PSC) un uzmanieties, lai
neradttu aerosolu.

e Lai paraléli efektivi apstradatu vairakus paraugus, piepildiet stativu ar apstrades
stobriniem (PT), kuros péc centrifugé8anas var parvietot centrifigas stobrinus (PRC,
PSC). Izmetiet izmantotos apstrades stobrinus (PT), kuros atrodas caurpltdes
materials, un jaunos apstrades stobrinus (PT) ar centrifigas stobriniem (PRC, PSC)
ievietojiet tieSi mikrocentrifiga.

Pirms darba sakS§anas veicamas darbibas

® Asinis jasavac PAXgene Blood RNA Tubes stobrinos (BRT), ka noradits PAXgene
Blood RNA Tube rokasgramata. Ja nepiecieSams, skatiet C pielikumu (76. Ipp.), kur ir
sniegti ieteikumi par darbu ar PAXgene Blood RNA Tubes stobriniem (BRT).

e Nodrosiniet, lai PAXgene Blood RNA Tubes stobrini (BRT) péc asins paraugu
savakSanas vismaz 2 stundas tiktu inkubéti istabas temperatira, lai nodroSinatu pilnigu
asins 8anu hzi. Inkub&jot PAXgene Blood RNA Tube stobrinus (BRT) visu nakti, var
palielinat iegito daudzumu. Ja PAXgene Blood RNA Tube stobrins (BRT) péc asins
parauga savaksanas ir glabats 2-8 °C, —20 °C vai —70 °C temperatara, vispirms |aujiet
tam sasniegt istabas temperatdru un péc tam pirms procediras sak$anas vismaz

2 stundas glabajiet to istabas temperatira.
® |Izlasiet 9. Ipp. sniegto droSibas informaciju.
® |zlasiet vadlinijas par darbu ar RNS (A pielikums, 73. Ipp.).

® Nodrosiniet, ka instrumenti, piemé&ram, pipetes un maisitajs-inkubators, regulari tiek
parbauditi un kalibréti saskana ar raZotaja ieteikumiem.

PAXgene Blood RNA rokasgramata 12/2020



® Maisitajs-inkubators ir nepiecieSams 5. un 20. darbiba. lestatiet maisitajam-

inkubatoram temperatdru lidz 55 °C.

e BuferS8kiduma (BR2) glabasanas laika var rasties nogulsnes. Ja nepiecieSams, sasildiet

e SkaloSanas buferskidums 2 (BR4) tiek piegadats koncentrata veida. Pirms pirmas
lietoSanas reizes pievienojiet 4 reizes lielaku tilpumu etanola (96—100% tiribas pakape
p.a.), lai iegutu darba Skidumu (ievérojiet noradijumus uz pudeles).

o Ja DNazes komplektu bez RNazes lietojat pirmo reizi, sagatavojiet DNazes | rezerves
standartS8kidumu. IzSkidiniet cieto DNazi | (RNFD; 1500 Kunitz vienibas)* 550 pl
komplekta ieklautd DNazes resuspendéanas buferS8kiduma (DRB). Atverot flakonu,
rikojieties uzmanigi, lai nezaudétu dalu DNazes | (RNFD). Nesaskaliniet pagatavoto
DNazes | (RNFD) 8kidumu. DNaze | ir Tpasi jutiga pret fizikalu denaturaciju. MaisiSana
ir javeic, flakonu tikai uzmanigi apgriezot.

e Pasreizgjie dati rada, ka pagatavotu DNazes | (RNFD) Skidumu var glabat 2-8 °C
temperatira I1dz pat 6 nedélam. Lai DNazi | (RNFD) uzglabatu ilgstosi, izlejiet rezerves
standartS8kidumu no stikla flakona, sadaliet to vienai lietoSanas reizei paredzetas
alikvotas (izmantojiet komplekta ieklautos 1,5 ml mikrocentrifligas stobrinus [MCT]; to
pietiek 5 alikvotam) un glabajiet —20 °C temperatara ne ilgak ka 9 méneSus. Atkausétas
alikvotas dalas var glabat 2—8 °C temperatira [1dz pat 6 nedélam. Péc atkauséSanas

alikvotas dalas nedrikst atkartoti sasaldét.

e Gatavojot DNazes | (RNFD) Skidumu un to sadalot alikvotas dalas, obligati ievérojiet
vadlinijas darbam ar RNS (A pielikums, 73. Ipp.).

* Kunitz vienibas parasti tiek izmantotas DNazes | méri§anai, un tas ir definétas ka DNazes | daudzums, kas rada
A260 pieaugumu par 0,001 minaté uz milimetru temperatara 25 °C un ar pH 5,0, ka substratu izmantojot augsti
polimerizétu DNS (Kunitz, M. (1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 un 363).
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Proceddra

1. Centrifuggjiet PAXgene Blood RNA Tube stobrinu (BRT) 10 mindtes ar 3000-5000 x g,

izmantojot svarstigo rotoru.

e o . . . L . _

{ l) Parliecinieties, vai asins paraugs ir vismaz 2 stundas istabas temperattra

N (15-25 °C) inkubéts PAXgene Blood RNA Tube stobrina (BRT), lai
sasniegtu asins $dnu pilntgu I1zi.

{ I} Rotora ir jabuat stobrinu adapteriem, kas paredzéti stobriniem ar noapalotu

= galu. Ja tiek izmantoti citu veidu stobrinu adapteri, stobrini centrifugéSanas

laika var saplist.

2. Nonemiet supernatantu, to nolejot vai pipetéjot. Pievienojiet granulai 4 ml Gdens, kas
nesatur RNazi (RNFW), un noslédziet stobrinu ar jaunu sekundaro BD Hemogard
aizdari (ieklautas komplekta).

Ja supernatants tiek noliets, rikojieties uzmanigi, lai nesabojatu granulu, un nosusiniet

stobrina malu ar tiru papira dvieli.

3. Saskaliniet, lldz ir redzams, ka granula ir iz8kidusi, un 10 minates centrifugégjiet ar
3000-5000 x g, izmantojot svarstigo rotoru. Nonemiet un izmetiet visu supernatantu.

Nelielas atliekas, kas paliek supernatanta péc saskalo$anas, bet pirms
centrifugéSanas, neietekmé proceddru.
|'/ ') Nepilniga supernatanta nonemsana var kavét lizi un iz8Kidinat lizatu, tadéejadi

- ietekméjot apstaklus, kuros RNS saistas ar PAXgene membranu.

4. Pievienojiet 350 pl resuspendésanas buferS8kiduma (BR1) un saskalojiet, lidz ir
redzams, ka granula ir izSkidusi.

5. Pipetgjiet paraugu 1,5 ml mikrocentrifligas stobrina (MCT). Pievienojiet 300 pl fiksacijas
buferskiduma (BR2) un 40 pl proteinazes K (PK). Saskalojot maisiet 5 sekundes un uz
10 mindtém inkubgjiet 55 °C temperatira, izmantojot maisitaju-inkubatoru ar
400-1400 apgr./min. Péc inkubacijas iestatiet maisttajam-inkubatoram temperatdru
65 °C (20. darbibai).
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ffi) Pirms pievienoSanas paraugam nesamaisiet kopa fiksacijas buferSkidumu
= (BR2) un proteinazi K (PK).

Pipetéjiet lizatu tieSi PAXgene Shredder centrifigas stobrina (PSC; violets), kas
ievietots 2 ml apstrades stobrina (PT), un centrifugéjiet 3 mindtes ar maksimalo atrumu
(bet neparsniedzot 20 000 x g).

|"/ij Uzmanigi pipetéjiet lizatu centrifligas stobrina (PSC) un vizuali parbaudiet,
N vai viss lizats pilniba ir parvietots uz centrifiigas stobrinu (PSC).

Lai neradttu stobrinu (PSC un PT) bojajumus, neparsniedziet 20 000 x g.

|'/-i) Dazi paraugi bez centrifugéSanas var izplast caur PAXgene Shredder
N centrifiigas stobrinu (PSC). To izraisa dazu paraugu zema viskozitate, un ta

nav uzskatama par produkta klimes pazimi.

Uzmanigi parvietojiet visu caurplides frakcijas supernatantu uz jaunu 1,5 ml

mikrocentrifiigas stobrinu (MCT), nebojajot apstrades stobrina esoSo granulu.

Pievienojiet 350 pl etanola (96—100% tiribas pakape p.a.). Saskalinot samaisiet un Tsi
centrifugéjiet (1—2 sekundes ar 500-1000 x g), lai nonemtu vaka iekSpusé esoSos
pilienus.
(j) Centrifugé8anas ilgums nedrikst parsniegt 1-2 sekundes; pretéja gadijuma
- var veidoties nukleinskabju granulas un samazinaties iegutais summaras
RNS daudzums.

Pipetéjiet 700 ul parauga PAXgene RNA centrifligas stobrina (PRC; sarkans), kas

ievietots 2 ml apstrades stobrina (PT), un 1 minati centrifugé&jiet ar 8000-20 000 x g.

lelieciet centrifiigas stobrinu (PRC) jauna 2 ml apstrades stobrina (PT) un izmetiet veco

apstrades stobrinu (PT), kura ir caurplides materials.

Pipetégjiet atlikuSo parauga dalu PAXgene RNA centrifigas stobrina (PRC) un 1 minati

centrifugéjiet ar 8000-20 000 x g. lelieciet centrifligas stobrinu (PRC) jauna 2 ml

apstrades stobrina (PT) un izmetiet veco apstrades stobrinu (PT), kura ir caurplides

materials.

(j) Uz.m.anTgi pipetéjie.t rfa[a.ugu_ cc?ntrifﬁgas stob.ri?é (PRC) l.Jn vizuali parbaudiet,
- vai viss paraugs pilniba ir parvietots uz centrifigas stobrinu (PRC).
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1.

12.

13.

14.

15.

Pipetejiet 350 ul skaloSanas buferskiduma 1 (BR3) PAXgene RNA centrifugas stobrina
(PRC). 1 minati centrifug€jiet ar 8000—20 000 x g. lelieciet centrifigas stobrinu (PRC)
jauna 2 ml apstrades stobrina (PT) un izmetiet veco apstrades stobrinu (PT), kura ir

caurplides materials.

Pievienojiet 10 pyl DNazes | (RNFD) rezerves standartS8kiduma pie 70 pl DNS noardiSanas
buferskiduma (RDD) 1,5 ml mikrocentrifigas stobrina (MCT). Samaisiet, viegli kustinot

stobrinu, un 1si centrifuggjiet, lai savaktu atlikuSo Skidrumu no stobrina malam.

Ja apstradajat, pieméram, 10 paraugus, pievienojiet 100 pyl DNazes | (RNFD) rezerves

standartS8kiduma pie 700 pyl DNS noardiSanas buferSkiduma (RDD). Izmantojiet

komplekta ieklautos 1,5 ml mikrocentrifigas stobrinus (MCT).

|'/ i) DNaze | ir Tpasi jutiga pret fizikalu denaturaciju. Maisi$ana ir javeic, tikai

= maigi uzsitot pa stobrinu. Nesaskaliniet.

Pipetéjiet DNazes | (RNFD) inkubacijas maisTjumu (80 ul) tieSi uz PAXgene RNA

centrifigas stobrina (PRC) membranas un uz 15 minatém nolieciet uz galda (20-30 °C

temperatara).

(j) Parliecinieties, vai DNazes | (RNFD) inkubacijas maisijums ir uzlikts tiesi uz
- membranas. Ja dala maisijuma tiks uzlikta un paliks uz centrifigas stobrina

(PRC) sieninam vai gredzenblives, DNazes noardisanas bus nepilniga.

Pipetéjiet 350 ul skaloSanas buferskiduma 1 (BR3) PAXgene RNA centrifugas stobrina

(PRC) un 1 minati centrifugé&jiet ar 8000—-20 000 x g. lelieciet centrifiigas stobrinu

(PRC) jauna 2 ml apstrades stobrina (PT) un izmetiet veco apstrades stobrinu (PT),

kura ir caurplides materials.

Pipetéjiet 500 ul skaloSanas buferSkiduma 2 (BR4) PAXgene RNA centrifugas stobrina
(PRC) un 1 minati centrifugéjiet ar 8000—20 000 x g. lelieciet centrifigas stobrinu
(PRC) jauna 2 ml apstrades stobrina (PT) un izmetiet veco apstrades stobrinu (PT),
kura ir caurplides materials.
(j) Skalo3anas buferskidums 2 (BR4) tiek piegadats koncentrata veida. NodroSiniet,
- ka pirms lietoSanas skaloSanas buferSkidumam 2 (BR4) tiek pievienots etanols
(sk. sadalu “Pirms darba sakSanas veicamas darbibas”, 55. Ipp.).
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16. Pievienojiet vél 500 ul skaloSanas buferskiduma 2 (BR4) PAXgene RNA centrifugas
stobrinad (PRC). 3 mindtes centrifugé&jiet ar 8000—-20 000 x g.

17. 1zmetiet apstrades stobrinu (PT), kura ir caurplades materials, un ielieciet PAXgene
RNA centrifagas stobrinu (PRC) jauna 2 ml apstrades stobrina (PT). 1 minati
centrifugéjiet ar 8000—20 000 x g.

18. Izmetiet apstrades stobrinu (PT), kura ir caurpliides materials. lelieciet PAXgene RNA
centrifiigas stobrinu (PRC) 1,5 ml mikrocentrifigas stobrina (MCT) un pipetéjiet 40 pl
eluésanas buferSkiduma (BR5) tieSi uz PAXgene RNA centrifigas stobrina (PRC)
membranas. 1 minati centrifugé&jiet ar 8000—20 000 x g, lai eluétu RNS.

Ir svarigi ar eluéSanas buferskidumu (BR5) samitrinat visu membranu, lai nodroSinatu

maksimalu eluéSanas efektivitati.

19. Atkartojiet eluéSanas darbibu (18. darbibu), ka aprakstits, izmantojot 40 ul eluéSanas

buferskiduma (BR5) un to paSu mikrocentrifigas stobrinu (MCT).

20. 5 minates inkubgjiet eluatu 65 °C temperatira maisitaja-inkubatora (no 5. darbibas)

bez maisiSanas. Péc inkubacijas nekavéjoties atdzeséjiet uz ledus.

Inkubgjot 65 °C temperatira, RNS tiek denaturéta lejupvérstam lietojumam.

Neparsniedziet inkubacijas laiku un temperataru.

21. Ja RNS paraugus nav paredzéts izmantot talit, glabajiet —20 °C vai —70 °C
temperatara.
Péc atkartotas sasaldéSanas un atkauséSanas RNS paliek denaturéta, tapéc
inkub&Sanu 65 °C temperatira nav nepiecieSams atkartot. Ja RNS paraugus
izmantojat diagnostikas analizei, izpildiet raZotaja sniegtos noradijumus.
Precizai RNS kvantifikacijai ar absorbcijas vértibu pie 260 nm més iesakdm paraugus
atSkaidtt ar 10 mM Tris-HCl ar pH 7,5.* Paraugu atSkaidot ar Gdeni, kas nesatur RNazi,

var tikt uzraditas neatbilstoSi zemas vértibas.

* Stradajot ar kimiskam vielam, vienmér valkajiet piemérotu laboratorijas halatu, vienreizéjas lietoSanas cimdus un
aizsargbrilles. Lai sanemtu papildinformaciju, iepazistieties ar attiecigajam drosibas datu lapam (DDL), kas ir
pieejamas pie produkta piegadataja.
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Nullgjiet spektrofotometru, izmantojot tukSu paraugu, kura ir tada pati eluéSanas
buferskiduma (BR5) un Tris-HCI buferSkiduma proporcija k& méramajos paraugos.
Eluésanas bufer8kidumam (BRS5) ir augsta absorbcijas vértiba pie 220 nm, kas var

radit augstu fona absorbcijas lTmeni, ja spektrofotometrs nav atbilstoSi nulléts.

ffi) KvantificeSanai Tris HCI buferSkiduma izmantojiet sakaribu Az = 1 =
NI

44 ug/ml. Sk. B pielikumu, 74. Ipp.
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Protokols: automatizéta summaras RNS
izdalisana no PAXgene Blood RNA Tubes
stobrinos (BRT) savaktam cilvéka pilnasinim

Svariga informacija pirms darba saksanas

Parliecinieties, vai komplekta iepakojums ir neskarts un bez bojajumiem un vai nav
radusies buferskidumu noplide. Nelietojiet komplektu, ja tas ir bojats.

Izmantojot pipeti, parliecinieties, vai tai ir iestatits pareizs tilpums un vai Skidrums tiek
rapigi un pilniba aspiréts un dozéts.

Lai nepielautu paraugu ievietoSanu nepareizajos stobrinos vai plastmasas
paligmaterialos, nodroSiniet, lai visi apstrades stobrini (PT), mikrocentrifigas stobrini
(MCT) un rotoru adapteri batu atbilstoSi markeéti, izmantojot Gdensnoturigo pildspalvu.
Markéjiet katra mikrocentrifligas stobrina (MCT) vacinu un korpusu, katra apstrades
stobrina (PT) korpusu un katra rotora adaptera argjo sieninu.

Paraugu un bufer8kidumu iz$lakstiS8anas proceddras laika var samazinat iegitas RNS
daudzumu un tas tiribu.

Ja vien nav noradtts citadi, visas ST protokola darbibas, ieskaitot centrifugéSanas

darbibas, ir javeic istabas temperatira (1525 °C).

NukleTnskabju amplifikacijas tehnologijas ir loti jutigas, tapéc, apstradajot paraugus, ir jaievéro

talak aprakstitie piesardzibas pasakumi, lai izvairttos no krusteniskas kontaminacijas.
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Uzmanigi pipeté&jiet paraugu apstrades stobrina (PT) stobrina apaksdala, nesamitrinot
stobrina malu.

Starp Skidrumu parnesanas reizém vienmér nomainiet pipeSu uzgalus. Izmantojiet

pipesSu uzgalus ar aerosola barjeru.
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Centieties ar pipetes galu nepieskarieties centrifigas stobrina (PRC, PSC) membranai.

Péc mikrocentrifiigas stobrina (MCT) saskaloSanas vai sildianas Tsi to centrifuggjiet,
lai nonemtu vaka iek8pusé esosos pilienus.

Visu proceddras laiku izmantojiet aizsargcimdus. Ja cimdi saskaras ar paraugu,
nekavéjoties nomainiet cimdus.

Pirms darba sakSanas veicamas darbibas

Asinis jasavac PAXgene Blood RNA Tubes stobrinos (BRT), k& noradits PAXgene
Blood RNA Tube rokasgramata. Ja nepiecieSams, skatiet C pielikumu (76. Ipp.), kur ir
sniegti ieteikumi par darbu ar PAXgene Blood RNA Tubes stobriniem (BRT).

Nodrosiniet, lai PAXgene Blood RNA Tubes stobrini (BRT) péc asins paraugu
savakSanas vismaz 2 stundas tiktu inkubéti istabas temperatira, lai nodroSinatu pilnigu
asins 8anu hzi. Inkub&jot PAXgene Blood RNA Tube stobrinus (BRT) visu nakti, var
palielinat iegtto daudzumu. Ja PAXgene Blood RNA Tube stobrins (BRT) péc asins
parauga savak$anas ir glabats 2—8 °C, —20 °C vai —70 °C temperatira, vispirms |laujiet
tam sasniegt istabas temperatdru un péc tam pirms procediras sakSanas vismaz

2 stundas glab3jiet to istabas temperatara.

Izlasiet 9. Ipp. sniegto droSibas informéaciju.
Izlasiet sadalu “Svarigas piezimes”, 40. Ipp.
Izlasiet vadlinijas par darbu ar RNS (A pielikums, 73. Ipp.).

Izlasiet atbilstoSa QlAcube instrumenta lietotaja rokasgramatu un visu QlAcube
instrumenta komplektacija ieklauto papildinformaciju, pasSu uzmanibu pievérsot
droSibas informacijai.

NodroSiniet, ka ierices un instrumenti, pieméram, pipetes un QlAcube instruments,

regulari tiek parbaudtti un kalibréti saskana ar razotaja ieteikumiem.

Buferskiduma (BR2) glabasanas laika var rasties nogulsnes. Ja nepiecieSams, sasildiet
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Skalo8anas buferskidums 2 (BR4) tiek piegadats koncentrata veida. Pirms pirmas
lietoSanas reizes pievienojiet atbilsto§o daudzumu etanola (96—100%, tiribas pakape
p.a.), ka noradits uz pudeles, lai iegutu darba Skidumu.

Ja DNazes komplektu bez RNazes lietojat pirmo reizi, sagatavojiet DNazes | rezerves
standartS8kidumu. 1z8kidiniet cieto DNazi | (RNFD; 1500 Kunitz vienibas)* 550 pl
komplekta ieklautd DNazes resuspendésanas buferSkiduma (DRB). Atverot flakonu,
rikojieties uzmanigi, lai nezaudétu dalu DNazes | (RNFD). Nesaskaliniet pagatavoto
DNazes | (RNFD) 8kidumu. DNaze | ir Tpasi jutiga pret fizikalu denaturaciju. MaisiSana
ir javeic, flakonu tikai uzmanigi apgriezot.

Pasreizéjie dati rada, ka pagatavotu DNazes | (RNFD) Skidumu var glabat 2-8 °C
temperatira [1dz pat 6 nedélam. Lai DNazi | (RNFD) uzglabatu ilgstosi, izlejiet rezerves
standartS8kidumu no stikla flakona, sadaliet to vienai lietoSanas reizei paredzétas
alikvotas (izmantojiet komplekta ieklautos 1,5 ml mikrocentrifigas stobrinus [MCT]; to
pietiek 5 alikvotam) un glabajiet —20 °C temperatlra ne ilgak ka 9 méneSus. Atkausétas
alikvotas dalas var glabat 2—-8 °C temperatira [1dz pat 6 nedélam. Péc atkauséSanas

alikvotas dalas nedrikst atkartoti sasaldét.

Gatavojot DNazes | (RNFD) Skidumu un to sadalot alikvotas dalas, obligati ieverojiet
vadlinijas darbam ar RNS (A pielikums, 73. Ipp.).

Uzstadiet atbilstoSo maisitaja adapteri (ieklauts QlAcube instrumentu komplektacija;
izmantojiet adapteri 2 ml dro$i noslédzamiem stobriniem, kas markéti ar ciparu “2”) un

uzlieciet maisitaja stativu uz adaptera.

Parbaudiet atkritumu atvilktni un, ja nepiecieSams, iztuk3ojiet to.

Instalgjiet visus saistrtos protokolus, ja tas vél nav paveikts iepriek$éjas izpildes reizés.
QlAcube Connect MDx instrumentam ir nepiecieSams, lai visi protokoli atrastos
saistitaja .zip faila, ko paredzéts lejupieladét. Klasiskajam QlAcube instrumentam
instaléjiet gan protokolu “PAXgene Blood RNA Part A”, gan protokolu “PAXgene Blood
RNA Part B”. Sk. sadalu “Protokolu instaléeSana QlAcube instrumentos” 43. Ipp.

* Kunitz vienibas parasti tiek izmantotas DNazes | méri§anai, un tas ir definétas ka DNazes | daudzums, kas rada
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Aze0 pieaugumu par 0,001 minaté uz milimetru temperatara 25 °C un ar pH 5,0, ka substratu izmantojot augsti
polimeriz&tu DNS (Kunitz, M. (1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 un 363).
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Proceddra

1.

Aizveriet QlAcube instrumenta parsegu un ieslédziet QlAcube instrumentu ar
ieslégSanas/izslégSanas slédzi (QlAcube Connect MDx: sk. 17. attélu 41. Ipp.;
QlAcube: sk. 18. attélu 42. Ipp.).

Atskan skanas signals, un tiek paradits sdkuma ekrans. Instruments automatiski veic
inicializéSanas testus.

Atveriet QlAcube instrumenta parsegu un ievietojiet QlAcube instrumenta nepiecieSamos
reagentus un plastmasas piederumus. Sk. sadalu “QlAcube instrumentu uzpildisana”
44. |pp.

Lai tauprtu laiku, uzpildi var veikt vienas vai abu 10 mindsu ilgo centrifugéSanas

darbibu laika (3. un 5. darbiba).

Centrifugéjiet PAXgene Blood RNA Tube stobrinu (BRT) 10 minates ar 3000-5000 x g,

izmantojot svarstigo rotoru.

|'/ I) Parliecinieties, vai asins paraugs ir vismaz 2 stundas istabas temperattra

= (15-25 °C) inkubéts PAXgene Blood RNA Tube stobrina (BRT), lai
sasniegtu asins Sanu pilntgu I1zi.

I\JJ Rotora ir jabat stobrinu adapteriem, kas paredzéti stobriniem ar noapalotu

galu. Ja tiek izmantoti citu veidu stobrinu adapteri, stobrini centrifugéSanas

laika var saplist.

Nonemiet supernatantu, to nolejot vai pipetéjot. Pievienojiet granulai 4 ml Gdens, kas

nesatur RNazi (RNFW), un noslédziet stobrinu ar jaunu sekundaro BD Hemogard

aizdari (ieklautas komplekta).

Ja supernatants tiek noliets, rikojieties uzmanigi, lai nesabojatu granulu, un nosusiniet

stobrina malu ar tiru papira dvieli.

Saskaliniet, [1dz ir redzams, ka granula ir iz8kTdusi, un 10 minates centrifugé&jiet ar

3000-5000 x g, izmantojot svarstigo rotoru. Nonemiet un izmetiet visu supernatantu.

Nelielas atliekas, kas paliek supernatanta péc saskaloSanas, bet pirms
centrifugéSanas, neietekmé proceddru.
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10.

66

|'/ i) Nepilniga supernatanta nonemsana var kavét lizi un iz8kidinat lizatu, tadejadi

- ietekméjot apstaklus, kuros RNS saistas ar PAXgene membranu.

Pievienojiet 350 pl resuspendésanas buferS8kiduma (BR1) un saskalojiet, lidz ir
redzams, ka granula ir izSkidusi.
Pipetéjiet paraugu 2 ml apstrades stobrina (PT).
(j) Izmantojiet komplekta PAXgene Blood RNA Kit ieklautos 2 ml apstrades
- stobrinus (PT).
Atvertos apstrades stobrinus (PT), kuros atrodas paraugs, ievietojiet QlAcube
instrumenta maisitaja (QlAcube Connect MDx: sk. 21. attélu 46. Ipp.; QlAcube: sk.
22. attélu 47. Ipp.). Lai atvieglotu ievietoSanu, paraugu pozicijas ir numurétas.
levietojiet maisttaja stativa aizbaznus (ieklauti QlAcube instrumentu komplektacija)
spraugas maisttaja stativa mala blakus katram apstrades stobrinam. Tadé&jadi ielades
parbaudes laika varés noteikt paraugus.
(j) Parliecinieties, vai ir uzstadits atbilstoSais maisitaja adapteris (maisitaja
- adapteris, 2 ml, droSi noslédzami stobrini, kas markeéti ar ciparu “2”; ieklauti
QlAcube instrumentu komplektacija).
I\l) Ja apstradajat mazak neka 12 paraugus, maisitdja stativs noteikti ir
- jaaizpilda, ka paradits 26. attéla 51. Ipp. Vienu (1) paraugu vai 11 paraugus
apstradat nevar. Maisitaja stativa poziciju numuri atbilst poziciju numuriem
centrifiga.
Aizveriet QlAcube instrumenta parsegu (QlAcube Connect MDx: sk. 17. attélu 41. Ipp.;
QlAcube: sk. 18. attélu 42. Ipp.).

Atlasiet protokolu “PAXgene Blood RNA Part A” un palaidiet protokola izpildi.
Izpildiet QlAcube instrumenta skarienekrana raditas instrukcijas.

|"/i) NodroSiniet, ka QlAcube instrumenta ir instalétas abas programmas dalas
= (A dala un B dala) (sk. sadalu “Protokolu instaléSana QlAcube instrumentos”

43. Ipp.).
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|'/ i) QlAcube instrumenti veic uzpildes parbaudi, lai noteiktu paraugus, uzgalus,
= rotora adapterus un reagentu pudeles.

11. Kad protokols “PAXgene Blood RNA Part A” ir pabeigts, atveriet QlAcube instrumenta
parsegu (QlAcube Connect MDx: sk. 17. attélu 41. Ipp.; QlAcube: sk. 18. attélu

42. Ipp.). Iznemiet PAXgene RNA centrifiigas stobrinus (PRC) no rotora adapteriem un

tukSos apstrades stobrinus (PT) no maisitaja un izmetiet tos.
(\i) Izpildes laika instruments centrifiigas stobrinus no rotora adaptera
- 1. pozicijas (vacina pozicija L1) parvietoto uz rotora adaptera 3. poziciju
(vacina pozicija L2) (sk. 24. attelu 49. Ipp.).

12. Aizveriet vacinus visiem rotora adapteros esosajiem 1,5 ml mikrocentrifligas stobriniem
(MCT), kuros ir izdalita RNS (3. pozicija, vacina pozicija L3, sk. 24. attélu 49. Ipp.). Sos

1,5 ml mikrocentrifagas stobrinus (MCT) parceliet uz QlAcube instrumenta maisitaja
adapteri (QlAcube Connect MDx: sk. 21. attélu 46. Ipp.; QlAcube: sk. 22. attélu

47. lpp.).

13. Aizveriet QlAcube instrumenta parsegu (QlAcube Connect MDx: sk. 17. attélu 41. Ipp.

QlAcube: sk. 18. attélu 42. Ipp.).
14. Atlasiet protokolu “PAXgene Blood RNA Part B” un palaidiet protokola izpildi.
Izpildiet QlAcube instrumenta skarienekrana raditas instrukcijas.
(j) ST pro?ramma. ink.ubé paraugL'Js 6? °C_temr.>f>r'atUr'él un_c'jenaturé E?NS
- lejupvérstam lietojumam. Pat ja lejupvérstaja lietojuma ir paredzéta
denaturacija karstuma ietekmé, neizlaidiet So darbibu. Pietiekama RNS
denaturacija ir batiski svariga, lai nodrosinatu maksimalu efektivitati
lejupvérstajos lietojumos.
15. Kad programma “PAXgene Blood RNA Part B” ir pabeigta, atveriet QlAcube
instrumenta parsegu (QlAcube Connect MDx: sk. 17. attélu 41. Ipp.; QlAcube: sk.
18. attélu 42. Ipp.). Mikrocentrifiigas stobrinus (MCT) ar izdalito RNS nekavéjoties

novietojiet uz ledus.
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BRIDINAJUMS Karsta virsma. MaisTtajs var sasilt ITdz 70 °C temperatirai.

Nepieskarieties tam, kad tas ir sakarsis.

{ IJ Izdalito RNS nedrikst atstat QlAcube instrumenta. Paraugi netiek atdzeséti,
= tapéc izdalitds RNS var noardities. Tapéc nav ieteicams veikt paraugu
sagatavosanas izpildes nakil bez uzraudzibas.

16. Ja RNS paraugus nav paredzéts izmantot tdlit, glab3jiet —20 °C vai —70 °C

temperatara.

Péc atkartotas sasaldéSanas un atkauséSanas RNS paliek denaturéta, tapéc nav
nepiecieSams atkartot protokolu inkubésanai karstuma (“PAXgene Blood RNA Part B”).
Ja RNS paraugus izmantojat diagnostikas analizei, izpildiet raZzotaja sniegtos
noradijumus.

Precizai RNS kvantifikacijai ar absorbcijas vértibu pie 260 nm més iesakdm paraugus
atSkaidtt ar 10 mM Tris-HCl ar pH 7,5.* Paraugu atSkaidot ar Gdeni, kas nesatur RNazi,
var tikt uzraditas neatbilstoSi zemas vértibas.

Nullgjiet spektrofotometru, izmantojot tukSu paraugu, kura ir tada pati eluéSanas
buferskiduma (BR5) un Tris-HCI buferS8kiduma proporcija k& méramajos paraugos.
Eluésanas buferS8kidumam (BR5) ir augsta absorbcijas vértiba pie 220 nm, kas var
radtt augstu fona absorbcijas ITmeni, ja spektrofotometrs nav atbilstoSi nulléts.

( i) Kvantifikacijai Tris-HCI buferskiduma izmantojiet sakaribu

Az60 = 1 => 44 pg/ml. Sk. B pielikumu, 74. Ipp.

* Stradajot ar kimiskam vielam, vienmér valkajiet piemérotu laboratorijas halatu, vienreizéjas lietoSanas cimdus un
aizsargbrilles. Lai sanemtu papildinformaciju, iepazistieties ar attiecigajam drosibas datu lapam (DDL), kas ir
pieejamas pie produkta piegadataja.
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17. Iznemiet reagentu pudelu stativu no QlAcube instrumenta darba plates
(QlAcube Connect MDx: sk. 21. attélu 46. Ipp.; QlAcube: sk. 22. attélu 47. Ipp.) un
aizveriet visas pudeles ar atbilstosi markétajiem vaciniem. BuferSkidumus pudelés var
glabat istabas temperatara (15-25 °C) lldz pat 3 ménesSiem. Iznemiet un izmetiet
reagentus, kas atlikusi apstrades stobrinos (PT) QlAcube instrumenta mikrocentrifiigas
stobrinu spraugas. Iznemiet rotora adapterus no centrifugas un izmetiet tos. IztukSojiet
QlAcube Connect MDx atkritumu atvilktni (QlAcube Connect MDx: sk. 17. attélu
41. Ipp.; QlAcube: sk. 18. attélu 42. Ipp.). Aizveriet QlAcube instrumenta parsegu un

izslédziet instrumentu ar ieslégSanas/izslégSanas slédzi.
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Problému novérsanas celvedis

Sis problému novérdanas celvedis var noderét iespéjamo problému risindSana. Plasaku

informaciju skatiet lapa “Frequently Asked Questions” (Biezak uzdotie jautajumi), kura

pieejama misu tehniska atbalsta centra vietné: www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx.

QIAGEN tehniska atbalsta darbinieki vienmér labprat atbild uz visiem jasu jautajumiem par

$aja rokasgramatad sniegto informaciju un protokoliem vai par paraugu un analizu

tehnologijam (kontaktinformaciju skatiet pédéja lappusé vai vietné www.qgiagen.com).

Komentari un ieteikumi

RNS ir noardijusies

RNazes kontaminéacija

Mazs iegutas RNS daudzums

a)

b)

c)

PAXgene Blood RNA
Tube stobrina (BRT) ir
savakts mazak neka
2,5 ml asinu

RNS koncentracija ir
mérita ddenTt

Manuala protokola 9. un
10. darbiba PAXgene
RNA centrifligas
stobrina (PRC) ir
parvietotas Stnu atliekas

Rikojieties uzmanigi, lai procediras laika
vai péc tas reagentos nenok|itu RNazes
(sk. A pielikumu 73. Ipp.).

NodroSiniet, lai PAXgene Blood RNA Tube
stobrina (BRT; sk. PAXgene Blood RNA
Tube rokasgramatu) tiktu savakti 2,5 ml
asinu.

Precizai kvantificeSanai RNS ir jaatSkaida
ar 10 mM Tris-HCl ar pH 7,5* (sk.
B pielikumu 74. Ipp.).

Manuala protokola 7. darbiba, pipetéjot
supernatantu, neparvietojiet lielas dalinas
(s1ku atlieku parvietoSana procediru
neietekmé).

* Stradajot ar kimiskam vielam, vienmér valkajiet piemérotu laboratorijas halatu, vienreizéjas lietoSanas cimdus un
aizsargbrilles. Lai sanemtu papildinformaciju, iepazistieties ar attiecigajam drosibas datu lapam (DDL), kas ir
pieejamas pie produkta piegadataja.
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Komentari un ieteikumi

d) 3. darbiba nav pilntba
nonemts supernatants

ey
L

e) Peéc savaksanas ('}
PAXgene Blood RNA ‘\_J
Tube stobrina (BRT)
asinis ir inkubétas
mazak neka 2 stundas

Zema A260/A2g80 vértiba

a) Azeo/A2s0 mérjjuma g
veik§anai RNS \_)
atSkaidiSanai
izmantots Gdens

b) Spektrofotometrs nav ( I \
atbilstosi nulléts ‘\_J

NodroSiniet, lai tiktu nonemts viss
supernatants. Ja supernatants tiek noliets,
noslaukiet pilienus no PAXgene Blood RNA
Tube stobrina (BRT) malas ar papira dvieli.
Veiciet atbilstoSus piesardzibas pasakumus,
lai nepielautu krustenisko kontaminaciju.

Asinis péc savakSanas PAXgene Blood
RNA Tube stobrina (BRT) inkubé&jiet
vismaz 2 stundas.

Izmantojiet 10 mM Tris-HCI ar pH 7,5, lai
atSkaidttu RNS pirms tiribas pakapes
mérisanas* (sk. B pielikumu 74. Ipp.).

Nullgjiet spektrofotometru, izmantojot tukSu
paraugu, kura ir tada pati eluéSanas
buferskiduma (BR5) un 10 mM Tris-HCl ar
pH 7,5 buferSkiduma proporcija ka
meéramajos paraugos. EluéSanas
buferS8kidumam (BR5) ir augsta absorbcijas
vertiba pie 220 nm, kas var radit augstu fona
absorbcijas limeni, ja spektrofotometrs nav
atbilstosi nulléts.

* 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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Komentari un ieteikumi

lerices nepareiza darbiba

QIlAcube instrumenti Izlasiet atbilstoSo QlAcube lietotaja rokasgramatu,

nedarbojas pareizi Tpasu uzmanibu pievérSot sadalai par problému
novérsSanu. NodroSiniet, ka QlAcube instruments tiek
pareizi apkopts, ka aprakstits lietotdja rokasgramata.
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A pielikums. Visparigas piezimes par darbu ar

RNS

Darbs ar RNS

e
L

Ribonukleazes (RNazes) ir loti stabili un aktivi enzimi, kuru darbibai parasti
nav nepiecieSami kofaktori. RNazes ir grati inaktivéjamas, un pat ar nelielu
daudzumu pietiek, lai noarditu RNS, tapéc nedrikst izmantot plastmasas vai
stikla piederumus, pirms tam nenovérsot iesp&jamo kontaminaciju ar RNazi.
Jarikojas |oti uzmanigi, lai RNazes nejausi nenoklitu RNS parauga
izdahdanas proceduras laika vai péc tas. Lai izveidotu un uzturétu vidi bez
RNazém, stradajot ar RNS, priekSapstrades laika un lietojot vienreizlietojamus
un vairakkart lietojamus traukus un Skidumus, javeic piesardzibas pasakumi.

Vispariga rikoSanas

e
L

Stradajot ar RNS, vienmér jaizmanto atbilsto$i mikrobiologiski, aseptiski
panémieni. Uz rokam un puteklu dalindm ir baktérijas un peléjuma sénites,
kas ir visbiezak sastopamie kontaminacijas ar RNazi avoti. Stradajot ar
reagentiem un RNS paraugiem, vienmér valkajiet lateksa vai vinila cimdus, lai
novérstu kontaminaciju ar RNazi no adas virsmas vai puteklaina laboratorijas
aprikojuma. BieZi mainiet cimdus un, kad vien iesp&jams, turiet stobrinus
noslégtus. Kad alikvotas dalas tiek pipetétas lejupvérstajiem lietojumiem, turiet
izdaltto RNS uz ledus.

Protokoli RNazes kontaminacijas nonemsanai no stikla piederumiem un Skidumiem ir sniegti

visparigas molekularas biologijas rokasgramatas, pieméram, Sambrook, J. and Russell, D.
W. (2001) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3rd ed. Cold Spring Harbor, NY: Cold
Spring Harbor Laboratory Press.
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B pielikums. Summaras RNS kvantifikacija un
kvalitates noteikSana

RNS kvantifikacija

RNS koncentracija ir janosaka, mérot absorbciju spektrofotometra pie 260 nm (Azs0). Lai
nodro$inatu nozimigumu, mérjjumiem ir jabat spektrofotometra linedraja diapazona.
1 vienibas absorbcija pie 260 nm atbilst 44 ug RNS uz ml (Aze0 = 1 = 44 ug/ml). 81 sakariba
ir speka tikai mérijjumiem 10 mM Tris-HCI 8kiduma ar pH 7,5*. Tapéc RNS paraugs ir
jaatdkaida ar 10 mM Tris-HCI. Ka aprakstits talak (sk. sadalu “RNS tirtba” 75. Ipp.), attieciba
starp absorbcijas vértibam pie 260 un 280 nm |auj noteikt RNS tiribu. Mérot RNS paraugus,
nodroSiniet, lai kivetes nesaturétu RNazi. Nullgjiet spektrofotometru, izmantojot tukSu
paraugu, kurd ir tada pati eluéSanas buferSkiduma (BR5) un Tris-HCI bufer§kiduma
proporcija ka méramajos paraugos. EluéSanas buferSkidumam (BRS5) ir augsta absorbcijas
vértiba pie 220 nm, kas var radit augstu fona absorbcijas limeni, ja spektrofotometrs nav
atbilstoSi nulléts. Talak ir paradits RNS kvantifikacijas aprékina piemérs.

RNS parauga tilpums 80 ul
AtSkaidtjums (1/15) 10 pyl RNS parauga + 140 pyl 10 mM Tris-HCI, pH 7,5
Izmériet atSkaidita parauga absorbciju kiveté (bez RNazes).
Aze0 = 0,3
Parauga koncentracija = 44 x Azeo x atSkaidiSanas koeficients
= 44 x0,3x 15
= 198 ug/ml
Kopé€jais iegiltais daudzums = koncentracija x parauga tilpums mililitros
= 198 pg/ml x 0,08 ml
= 15,8 ug RNS

* Stradajot ar kimiskam vielam, vienmér valkajiet piemérotu laboratorijas halatu, vienreizéjas lietoSanas cimdus un
aizsargbrilles. Lai sanemtu papildinformaciju, iepazistieties ar attiecigajam drosibas datu lapam (DDL), kas ir
pieejamas pie produkta piegadataja.
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RNS tiriba

Mértjumu attieciba pie 260 nm un 280 nm (Azs0/A2s0) lauj noteikt RNS tiribu attieciba uz
kontaminantiem, kuri tiek absorbéti UV ietekmé, pieméram, protetniem. Tomér A2so/A280
attiecibu batiski ietekmé pH lTmenis. Pie zemaka pH [Tmena Azeo/A2so attiectba ir mazaka un
ir samazinats jutigums pret proteinu kontaminaciju.* Lai iegitu precizas vértibas, ieteicams
mérit absorbciju 10 mM Tris-HCI ar pH 7,5. Tirai RNS Az60/A280 attieciba 10 mM Tris-HCI
skiduma ar pH 7,5 ir 1,8-2,2. Nullgjiet spektrofotometru, izmantojot tukSu paraugu, kura ir
tada pati eluéSanas buferSkiduma (BR5) un Tris-HCI bufer§kiduma proporcija ka méramajos
paraugos. EluéSanas buferSkidumam (BR5) ir augsta absorbcijas vértiba pie 220 nm, kas

var radit augstu fona absorbcijas ITmeni, ja spektrofotometrs nav atbilstosi nulléts.

* Wilfinger, W.W., Mackey, M., and Chomczynski, P. (1997) Effect of pH and ionic strength on the
spectrophotometric assessment of nucleic acid purity. BioTechniques 22, 474.
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C pielikums. Darbs ar PAXgene Blood RNA
Tubes stobriniem (BRT)

|'/-i) Talak sniegtie uznemuma BD ieteikumi var bat noderigi, stradajot ar PAXgene
R

Blood RNA Tubes stobriniem (BRT). Plasaku informaciju par PAXgene Blood
RNA Tubes stobriniem (BRT) skatiet PAXgene Blood RNA Tube rokasgramata.

Instrukcijas par BD Hemogard aizdaru nonemsanu

Viena roka satveriet PAXgene Blood RNA Tube stobrinu (BRT), novietojot Tkski zem
BD Hemogard aizdares. (Papildu stabilitatei atbalstiet roku pret stingru virsmu.) Ar otru
roku pagrieziet BD Hemogard aizdari un vienlaikus bidiet to uz aug8u ar otras rokas
kski TIKAI TIK ILGI, LIDZ STOBRINA AIZBAZNIS IR ATBRIVOTS.

Nonemiet Tkski pirms aizdares pacel$anas. NENOBIDIET aizdari no PAXgene Blood
RNA Tube stobrina (BRT) ar 1kski. Uzmantbu! Ja PAXgene Blood RNA Tube stobrina
(BRT) ir asinis, pastav saskares risks. Lai, nonemot aizdari, nesavainotos, ir svarigi, lai
Tk8kis, ar kuru aizdare tiek stumta uz augsu, tiktu nonemts no saskares vietas ar
PAXgene Blood RNA Tube stobrinu (BRT), tiklidz BD Hemogard aizdare ir atbrivota.

Nonemiet aizdari no PAXgene Blood RNA Tube stobrina (BRT). Maz ticamaja
gadijuma, ja plastmasas aizsargs atdalas no gumijas aizbazna, NECENTIETIES
SALIKT AIZDARI ATPAKAL. Uzmanigi iznemiet gumijas aizbazni no PAXgene Blood
RNA Tube stobrina (BRT).

Noradijumi par sekundaras BD Hemogard aizdares ievietoSanu
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Nomainiet PAXgene Blood RNA Tube stobrina (BRT) aizdari.

Pagrieziet un stingri spiediet uz leju, [1dz aizbaznis ir pilniba ievietots atpakal. Aizbaznis
ir pilnTba jaievieto atpakal, lai aizdare apstrades laika stingri turétos uz PAXgene Blood
RNA Tube stobrina (BRT).

PAXgene Blood RNA rokasgramata 12/2020



Informacija par pasttiSanu

Produkts

Saturs Kat. nr.

PAXgene Blood RNA Kit (50)

PAXgene Blood RNA Tubes
(100)

50 PAXgene centrifigas stobrini, 762174
50 Shredder centrifagas stobrini,

apstrades stobrini, DNaze | bez

RNazes, reagenti un buferskidumi bez

RNazes. LietoSanai kopa ar PAXgene

Blood RNA Tubes stobriniem

100 asins savaksanas stobrini 762165

Saistitas preces, ko var pasitit no uznémuma QIAGEN

Starter Pack, QlAcube

Filter-Tips, 1000 pl (1024)

Reagent Bottles, 30 ml (6)

Rotor Adapters (10 x 24)

PAXgene Blood RNA rokasgramata 12/2020

Komplekta ieklauti: reagentu pudelu 990395
stativi (3); sloksnes stativu

markésanai (8); 200 pl filtru

uzgali (1024); 1000 pl filtru

uzgali (1024); 1000 pl liela diametra

filtru uzgali (1024); 30 ml reagentu

pudeles (18); rotora adapteri (240);

rotora adapteru turétajs

Sterili, vienreizlietojami filtru uzgali, 990352
stativos
Reagentu pudeles (30 ml) ar vaciniem; 990393

komplekta 6 gab.; lietoSanai ar
QlAcube instrumenta reagentu pudelu
stativu

240 paraugu sagatavoSanai: 990394
240 vienreizlietojami rotora adapteri;
lietoSanai ar QlAcube instrumentiem
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Produkts

Saturs

Kat. nr.

Reagent Bottle Rack

Rotor Adapter Holder

Stativs, kura QlAcube instrumenta
darba platé ievietot 6 x 30 ml reagentu
pudeles

Turétajs 12 vienreizlietojamiem rotora
adapteriem; lietoSanai ar QlAcube
instrumentiem

Saistitas preces, ko var pasutit no uznémuma BD*

Blood Collection Set

BD Vacutainer One-Use Holder

BD Vacutainer Plus Serum Tubes

BD Vacutainer® Safety-Lok™ 6 Blood
Collection Set: 21G, 0,8 x 19 mm
adata, 305 mm caurulite ar Luer
adapteri; 50 gab. kastite, 200 gab.
karba

Ar diametru 13 mm un 16 mm pieejami

tikai karba; 1000 gab. karba

13 x 75 mm 4,0 ml stobrini ar sarkanu
BD Hemogard aizdari un papira etiketi;
100 gab. kastitg, 1000 gab. karba

990390

990392

367286

364815

368975

* Sie asins paraugu savaksanas piederumi ir tipiski produkti, ko var izmantot kopa ar PAXgene Blood RNA Tubes

stobriniem (BRT). Lai uzzinatu vairak par Siem piederumiem, tostarp to pasatiSanu, apmeklégjiet vietni

www.preanalytix.com.

Jaunadko informaciju par licencéSanu un preCu juridiskds atrunas skatiet attieciga

PreAnalytiX vai QIAGEN komplekta rokasgramata vai lietotaja instrukcija. PreAnalytiX un

QIAGEN komplektu rokasgramatas un lietotdja rokasgramatas ir pieejamas vietnés

www.preanalytix.com un www.qiagen.com, vai art tas var pieprasit PreAnalytiX tehniska

atbalsta dienestam.
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Rokasgramatas parskatijumu vésture

Dokuments un parskatijums

Izmainas

Datums

HB-0101-004, R2

HB-0101-005, R3

HB-0101-006, R3

HB-0101-007, R4

Izmainas visa dokumenta, lai nodro$inatu
atbilstibu GHS noteikumiem

Jauna veidne; parskatits automatizétais
protokols un veiktspéjas dati; droSibas
informacija atjauninata, lai nodrosinatu atbilstibu
GHS noteikumiem; izmainas informacija par
ierici un pazinojuma par produkta izmanto$anas
ierobezojumiem.

Komplekta nosaukuma labojums komplekta
komponentu tabula 5. Ipp.

Automatizétajam protokolam pievienots
QlAcube Connect MDXx; visa dokumenta
atjauninats formuléjums, lai ieklautu atsauces uz
QlAcube Connect MDXx; visa dokumenta
atjauninati tabulu, lappusSu un att€lu numuri.

2015. gada janijs

2019. gada februaris

2020. gada janvaris

2020. gada decembris

PAXgene Blood RNA rokasgramata 12/2020
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PreAnalytiX Worldwide
PreAnalytiX produktus izplata uznémumi QIAGEN un BD

QIAGEN - Klientu apkalposanas dienests
Pasitisana www.QIAGEN.com/shop | Tehniskais atbalsts support.qiagen.com | Timekla vietne
www.giagen.com

BD - Klientu apkalpoSanas dienests

Argentina, Urugvaja un Paragvaja

Pasatijumi: 0800.444.5523 Somija
E-pasts: crc_argentina@bd.com Pasutijumi: 358.9.88.70.780

Fakss: 358.9.88.70.7816
Australija Pasatijumi: tilaukset.fi@bd.com
Pasdtijumi: 1.800.656.100 E-pasts: bdsuomi@bd.com
Fakss: 1.800.656.110
E-pasts: bd_anz@bd.com Francija

Pasatijumi: 33.476.68.36.36
Austrija Fakss: 33.476.68.36.93
Pasdatijumi: 43.1.7063660 E-pasts: serviceclientbdf@bd.com
Fakss: 43.1.706366011 Pasdatijumi: commandesfr@bd.com
E-pasts: customercare.at@bd.com Tehniskais atbalsts: vacutainerfr@bd.com
Belgija Vacija
PasutTjumi: 32.53.720.556 Pasatijumi: 49.6221.3050
Fakss: 32.53.720.549 Fakss: 49.6221.305.216
E-pasts: orders.be@bd.com E-pasts: customercare.de@bd.com
Brazilija Indija
Pasdtijumi: 0800.055.56.54 Pasdatijumi: 91.124.3949390
E-pasts: consultoria_vacutainer@bd.com Pasatijumi: bd_india@bd.com
Kanada Trija (Aquilant Specialist Healthcare Services)
Tehniskais atbalsts: 1.800.631.0174 Klientu atbalsts: 353.1.404.8350
PasatTjumi: 1.866.979.9408 Fakss: 353.1.404.8352
Fakss: 1.800.565.0897 E-pasts: contactus@aquilantscientific.ie

E-pasts: customer.service.canada@bd.com
Izraéla (Lapidot Medical)

Centrala Eiropa un Austrumeiropa Klientu atbalsts: 972.700.70.90.22
Pasatijumi: 48.22.377.11.11 E-pasts: cs@lapidot.com

Fakss: 48.22.377.11.02

Bulgarija, pasatijumi: info_bulgaria@bd.com Italija

Cehija, pasiitijumi: info_czech@bd.com Pasdatijumi: 39.02.48240.500
Horvatija, pasatijumi: info_croatia@bd.com Fakss: 39.02.48240.775

Ungarija, pasatijumi: info_hungary@bd.com Tehniskais atbalsts: 39.3450655140
Polija, pasatijumi: info_poland@bd.com E-pasts: ordini.it@bd.com
Rumanija, pasatijumi: info_romania@bd.com

Dienvidaustrumeiropa, pasatijumi: info_balkan@bd.com Tuvie Austrumi un Afrika
Serbija, pasitijumi: info_serbia@bd.com Pasatijumi: 971.45.592.555
Slovakija, pasutijumi: info_slovakia@bd.com Fakss: 971.45.592.599

Slovénija, pasatijumi: info_slovenia@bd.com E-pasts: EMA_PAS@bd.com
Danija Niderlande

Pastijumi: 45.43.43.45.66 Pasutijumi: 31.20.582.94.20
Fakss: 45.43.96.56.76 Fakss: 31.20.582.94.21
Pasutijumi: ordre.dk@bd.com Pasutijumi: orders.ni@bd.com

Tehniskais atbalsts: bddenmark@bd.com
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Jaunzélande

Pasattjumi: 0800.572.468

Fakss: 0800.572.469

E-pasts: nz_customerservice@bd.com

Norvégija

Klientu atbalsts: 64.00.99.00
E-pasts: bdnorge@bd.com
Pasdatijumi: ordre.no@bd.com

Dienvidaustrumazija

E-pasts: PAS.SEA@bd.com
Indonézija, pasatijumi: 622.1577.1920
Malaizija, pasatijumi: 603.2093.8788
FilipTnas, pasatijumi: 63.2478.8881
Singapdra, pasdtijumi: 65.6861.0633
Taizeme, pasatijumi: 662.646.1800
Vjetnama, pasatijumi: 848.3822.7409

Dienvidkoreja

Pasdatijumi: 02.3404.3706

Fakss: 02.3404.3785

Tehniskais: 02.3404.3706

Tehniskais atbalsts: Korea_ PAS@bd.com

PAXgene Blood RNA Kit Handbook 12/2020

Spanija, Portugale un Andora
Pasutijumi: 34.91.848.8174
Klientu atbalsts: 34.902.27.17.27
Fakss: 34.91.848.8115

E-pasts: info.spain@bd.com

Zviedrija

Pasdatijumi: 46.8.775.51.00

Fakss: 46.8.645.08.08

Pasdatijumi: order.se@bd.com
Tehniskais atbalsts: bdsweden@bd.com

Sveice

Pasatijumi: 41.61.485.22.24
Fakss: 41.61.485.22.00
E-pasts: infoch@bd.com

Apvienota Karaliste
Pasdatijumi: 0800.917.8776
E-pasts: bduk_customerservice@bd.com

ASV
Klientu atbalsts: 800.631.0174
E-pasts: productcomplaints@bd.com
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