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5. Inképaren och anvéndaren av detta kit samtycker till att inte vidta eller fillata att ndgon annan vidtar nagra steg som kan leda till eller underlétta nagra atgarder

som &r férbjudna enligt ovan.
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6. PreAnalytiX kan kréva upphévande av detia begrénsade licensavtal i domstol, och skall erséttas for alla ur - och réittegdr , inkluderat ad
vid eventuellt frssk att uppréitihélla detta begrénsade licensavial eller négon av sina immateriella réittigheter avseende satsen och/eller négon av dess komponenter.

Uppdaterade licensvillkor finns p& www.preanalytix.com.

Villkorlig férséljning

Den aktuella produkten levereras med en licens under vissa krav i US-7,270,953 och US-7,682,790, savél som EP-1820793 B1 och utléndska motsvarigheter till dessa
patentkray, fér att anviinda produkten fér bearbetning av det nukleinsyrakomplex som bildas under provtagning i ett PAXgene Blood RNA Tube.
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Kitinnehall

PAXgene Blood RNA Kit (50)

Katalognr 762174

Antal beredningar 50

BR1 Resuspension Buffer (Atersuspenderingsbuffer) 20 ml

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

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

BR4 Wash Buffer 2 (concentrate) (Tvéttbuffert 2 (koncentrat) * [wASH [BUF[2]cONC]| 11 ml

BR5 Elution Buffer (Elueringsbuffert) BUF 6ml

RNFW RNase-Free Water (bottle) (RNasefritt vatten (flaskal)) [ PEL [WASH| 2x 125 ml

PK Proteinase K (green lid) (Proteinas K) (gront lock) 2x1,4ml

PRC PAXgene RNA Spin Columns (red) (PAXgene RNA- [PAXgene [RNA[COL| 5x10
kolonner) (rad)

PT Processing Tubes (2 ml) (Reaktionsrér) (2 ml) 6 x50

Hemogard Secondary BD Hemogard™ Closures (Sekundér BD SEC|CLOS 50
Hemogard™-érslutning)

MCT Microcentrifuge Tubes (1.5 ml) (Mikrocentrifugrér) (1,5 ml) TU BE 3x50,1x10

RNFD DNase |, RNase-ree (lyophilized) (DNase |, fritt fréin [DNA[REM | 1500 Kunitz
RNase) (frystorkat) units”

RDD I(DN/|\ Dki)gesrion Buffer (white lid) (DNA Digestfionsbuffert) 2x2ml
Vvitt loci

DRB DNase Resuspension Buffer (DNase [ DNase [RES| BUF ] 2 ml
&tersuspenderingsbuffert) (rér, lila lock)

PSC PAXgene Shredder Spin Columns (PAXgene Shredder- [ PAXgene [SHRED [ COL | 5% 10
kolonner) (lila)

Handbok ~ PAXgene Blood RNA Kithandbok (Version 2) Dﬂ 1

*Far ej komma i kontakt med desinfektionsmedel som innehéller blekmedel. Innehéller guanidinsalt. Sékerhetsinformation
finns pé& sidan 10.

1 Tvattbuffert 2 (BR4) levereras med satsen som koncentrat. Tillséitt den fyrfaldiga volymen etanol (96-100 %, renhetsgrad p. a.)
till flaskan (som efiketten anger) innan den anvéinds férsta géingen for aft framstalla den bruksférdiga arbetsldsningen.
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Symboler

<

<N> Innehaéller tillréickligt med reagenser fér <N> test
Las bruksanvisningen innan anvéndning

Utgangsdatum

V| In vitro-diagnostisk medicinteknisk enhet

dE

Katalognummer
I-OT Lotnummer
Materialnummer

Komponenter

Bl

Antal

STE

s

LE R Sterilisering genom UV-bestrélning
Kunitz units
Tillsétta
Innehéller

RCNS

Rekonstituerad

Deoxyribonukleas |

E ﬁl”::
L=
IIEUE
=]

" Kunitz units &r det métt som vanligtvis anvéinds fér att méta DNase | och definieras som den méngd DNase | som ger en kad
Azeo pa 0,001 per minut och milliliter vid 25 °C, pH 5,0 med hagpolymeriserat DNA som substrat (Kunitz, M. (1950} J. Gen.
Physiol. 33, 349 och 363).
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Etanol

GITC Guanidinisotiocyanat

RNase-Free DNase Set | RNase-Free DNase Set

GS-artikelnummer

Far ej ateranvandas
Temperaturbegrénsning
Ovre temperaturgrdns

Tillverkare

™,
.
A

E%%@E

(=
Z

Viktig anmérkning

Forvaring

PAXgene RNA-kolonner (PRC), PAXgene Shredder-kolonner (PSC), proteinas K (PK) och
buffertar (BR1, BR2, BR3, BR4 och BRS5) ska férvaras torrt och vid den temperatur som anges

pd etiketten.

RNase-Free DNase Set, som innehéller DNase | (RNFD), DNA-digestionsbuffert (RDD) och
DNase é&tersuspenderingsbuffert (DRB) skickas i rumstemperatur. Direkt efter transporten skalll
alla komponenter som tillhér RNase-Free DNase Set férvaras i den temperatur som anges p&

etiketten. Vid korrekt férvaring é&r kitet hallbart fram till utigéngsdatumet pd kitférpackningen.
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Avsedd anvandning

PAXgene Blood RNA System bestér av blodprovtagningsrér [PAXgene Blood RNA Tube, BRT)
och kitet (PAXgene Blood RNA Kit) fér rening av nukleinsyra. Systemet anvéands fér tagning,
férvaring och transport av blod, stabilisering av intracellulart RNA i slutha provrér och
péféljande isolering och rening av vardRNA ur helblod fér RT-PCR som anvénds vid

molekylardiagnostiska test.

Prestandaegenskaper fér PAXgene Blood RNA System har endast faststéllts for FOS- och IL1B-
gentranskript. Anvandaren &r ansvarig for aft faststdlla lampliga prestandaegenskaper for

PAXgene Blood RNA System fér andra méltranskriptioner.

Indikationer fér anvandning

PAXgene Blood RNA Kit anvénds fér rening av intracellulért RNA frén helblod som samlats in
med PAXgene Blood RNA Tube (BRT). Nér satsen anvands med PAXgene Blood RNA Tube
(BRT), ger systemet renat intracellulart RNA ur helblod fér RT-PCR som anvénds

i molekylardiagnostiska tester.

Begransningar fér produktanvéndning

PAXgene Blood RNA Kit &r avsett som hjélpmedel fér rening av intracellulért RNA ur humant
helblod (4,8 x 10 - 1.1 x 107 leukocyter/ml) for in vitro-diagnostisk anvandning. Det @r inte
avsett fér rening av genomDNA eller virala nukleinsyror ur humant helblod.
Prestandaegenskaper har inte faststallts fr alla transkript, eftersom endast ett begransat antal
RNA-ranskript  (FOS- och IL1B-gentranskript] har validerats for  stabiliseringsvillkor.
Anvandaren ska granska tillverkarens uppgifter samt sina egna data f6r att faststdlla om andra

transkript behdver valideras.
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Produkten &r avsedd att anvéndas professionellt av t.ex. tekniker och lékare som har utbildning

i diagnostiska in vitro-procedurer.

Se PAXgene Blood RNA Tube-handboken fér information om hur PAXgene Blood RNA Tubes
(BRT) anvands.

Kvalitetskontroll

For att sdkerstdlla en enhetlig produktkvalitet testas varje lot PAXgene Blood RNA Kit med
fastlagda testkriterier enligt QIAGEN:s ISO-certifierade kvalitetshanteringssystem.

Teknisk hjalp

Vi pd QIAGEN ar stolta &ver var tekniska supports kvalitet och tillganglighet. Erfarna
vetenskapare pd vér tekniska serviceavdelning hjélper gérna vid frdgor angéende PreAnalytiX

produkter. Kontakta oss om du har frégor angdende PAXgene Blood RNA Kit.

Aven for fordjupad information star den tekniska servicen hos QIAGEN gérna till forfogande.

Sakerhetsinformation

EU - Anvéndaren ska rapportera eventuella allvarliga handelser férknippade med enheten il
tillverkaren och nationell behérig myndighet. Utanfér EU — Kontakta din lokala

QIAGEN-representant vad gdller eventuella handelser eller fraégor férknippade med enheten.

Anvand dlltid laboratorierock, engdngshandskar och skyddsglaségon vid hantering av kemikalier.
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Anvand alltid lamplig laboratorierock, engéngshandskar och skyddsglaségon @ven vid
hantering av biologiskt eller kemiskt material, for att minimera risken fér infektion (t.ex. av HIV
eller Hepatit-B-virus) eller skada. Mer information finns i tillampliga sakerhetsdatablad (Safety
Data Sheet, SDS). De finns tillgéngliga i praktiskt PDF-format online p& www.preanalytix.com,

dar du kan hitta, visa och skriva ut sdkerhetsdatablad for detta kit.

FORSIKTIGHE Tillsétt INTE blekmedel eller sura |&sningar  direkt il

provberedningsavfall.

Bindningsbuffert (BR2) och tvattbuffert 1 (BR3) innehéller guanidinisotiocyanat, som kan reagera
starkt med blekmedel. Om en vétska som innehdller bindningsbuffert (BR2) och tvattbuffert 1
(BR3) spills ut, skall utsatta ytor tvattas med lampliga laboratorierengéringsmedel och vatten. Om
vatska som innehéller potentiellt smittsamma @mnen spills ska berérda ytor férst rengéras med

rengdringsmedel och vatten och dérefter med 1 % (v/v) natriumhypoklorit (blekmedel).

RNA-stabiliseringsldsningen och blodvétskan frén PAXgene Blood RNA Tube (BRT) kan
desinficeras med 1 volym kommersiell blekmedelsldsning (5 % natriumhypoklorit) till 9 volymer

RNA-stabiliseringslsning och blodvétska.

Avfall fran RNA-preparering, t.ex. supernatanter efter centrifugeringssteg, ska alltid anses som
potentiellt smittbdrande. Fér att forstéra smittbdrande material ska avfall darfér farst
autoklaveras eller férbrannas innan det slangs. Beakta i varje fall géllande féreskrifter och

rikilinjer angéende avfallshantering.
Féljande information om risker och férsiktighetsatgarder géller for komponenter i PAXgene

Blood RNA Kit. Se PAXgene Blood RNA Tube-handboken for sdkerhetsinformation om
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT).
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BR2-buffert

BR3-buffert

Innehéller:  guanidinisotiocyanat. ~ Faral ~ Farligt  vid ~ fortdring.
Kan vara skadligt vid hudkontakt eller inandning. Orsakar allvarlig
dgonskada. Skadliga langtidseffekter fér vattenlevande organismer.
Utvecklar ~ mycket gifig gas vid kontakt med  syra.
Anvénd  skyddshandskar/skyddskléder/dgonskydd/ansikisskydd.  VID
KONTAKT MED OGONEN: Skslj forsiktigt med vatten i flera minuter. Ta
ur eventuella kontakilinser om det gér létt aft géra. Fortsatt aft skolja.
Kontakta omedelbart GIFTINFORMATIONSCENTRALEN eller lgkare.

Innehéller: etanol, guanidintiocyanat. Faral Brandfarlig vétska och
anga. Orsakar allvarlig  &gonskada.  Utvecklar  mycket giftig
gas vid kontakt med syra. Fér inte utsdttas for varme/
gnistor/6ppen  ldga/heta  ytor. Rékning  férbjuden.  Anvénd
skyddshandskar/skyddskléder/gonskydd/ansikisskydd. VID KONTAKT
MED OGONEN: Skalj forsiktigt med vatten i flera minuter. Ta ur
eventuella kontakilinser om det gér latt att goéra. Fortsétt aft skdlja.
Kontakta omedelbart GIFTINFORMATIONSCENTRALEN eller lakare.
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DNase |

Proteinas K

Innehéller: DNase. Fara! Kan orsaka allergisk hudreaktion. Kan
orsaka allergi- eller astmasymptom eller andningssvarigheter vid
inandning. Andas inte in damm/rék/gaser/dimma/&ngor/spre;.
Anvénd  skyddshandskar/skyddsklader/6gonskydd/ansiktsskydd.
Anvénd andningsskydd. Vid exponering eller oro: Kontakta
GIFTINFORMATIONSCENTRAL eller l&kare. Flytta personen till frisk
luft och se till aft han eller hon vilar i en stdllning som underlattar

andningen.

Innehdller: proteinas K. Faral Orsakar lindrig hudirritation. Kan
orsaka allergi- eller astmasymptom eller andningssvérigheter vid
inandning. Andas inte in damm/rék/gaser/dimma/&ngor/spre;.
Anvand  skyddshandskar/skyddsklader/6gonskydd/ansiktsskydd.
Anvénd andningsskydd. Vid exponering eller oro: Kontakta
GIFTINFORMATIONSCENTRAL eller I&kare. Flytta personen till frisk
luft och se till att han eller hon vilar i en stéllning som underlattar

andningen.
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Inledning

Hos ménga molekylarbiologiska undersdkningar av cellulart RNA &r tagning av helblod det
frsta steget. Ett stort problem hérvid &r instabiliteten hos den celluléra RNA-profilen in vitro.
Undersékningar hos PreAnalytiX har visat att antalet kopior av enskilda mRNA-varianter
i helblod kan variera mer &n tusenfalt under transport eller férvaring vid rumstemperatur. *
Detta beror p& snabb RNA-nedbryting och inducerat uttryck hos sérskilda gener efter att blod
tagits. S&dana férandringar av RNA-profilen férhindrar tillférlitliga resultat vid studier av
genuttrycket. Detta gér en metod for att bevara RNA-uttrycksprofilen under och efter

blodtagning fér en noggrann genuttrycksanalys av humant helblod essentiell.
Princip och utférande

PreAnalytiX har utvecklat ett system som mojliggdr tagning, stabilisering, fdrvaring och
transport av humant helblod, tillsammans med eft snabbt och effektivt protokoll fér rening av
intracellulart RNA. Systemet kréver anvéndning av PAXgene Blood RNA Tubes (BRT;
amerikanska patent 6,602,718 och 6,617,170) for blodtagning och RNAsstabilisering samt
PAXgene Blood RNA Kit fér efterfdljande manuell eller automatiserad RNA-rening. Béde
manuella och automatiserade protokoll erbjuder i stort motsvarande prestanda avseende RNA-
kvalitet och -utbyte. Prestandadata fér det manuella protokollet (sidorna 22-29) och det

automatiserade protokollet (sidorna 31-35) ar inkluderade i denna handbok.

l,/'-'\, QIAGEN QlAcube Connect MDx ér inte tillgangligt i alla lander. Kontakta QIAGEN
NI/ teknisk service for ytterligare information.

* Rainen, L. et al. (2002) Stabilization of mMRNA expression in whole blood samples. Clin. Chem. 48, 1883.
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Provtagning och stabilisering

PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) innehéller en reagens som baserar pa en patenterad RNA-
stabiliseringsmetod. Denna reagens skyddar RNA-molekyler mot Rnase orsakad nedbrytning
och reducerar ex vivofrandringar i genuttrycket till ett minimum. PAXgene Blood RNA Tubes
(BRT) &r avsedda fér provtagning av humant helblod och stabilisering av cellulart RNA i upp
till 3 dagar vid 18-25 °C (figur 1 och 2, sid. 15 och 16) eller upp till 5 dagar vid 2-8 °C
(figur 3 och 4, sid. 17 och 18). Fér nérvarande visar féreliggande data aft cellulért RNA &r
stabilt i minst 11 &r vid —20 °C eller =70 °C*. Ytterligare information angéende studier av

stabiliteten efter dnnu langre tidsperioder kan erhédllas av den tekniska servicen hos QIAGEN.

Den faktiska tiden av RNA-stabiliseringen kan variera beroende pé RNA-varianten och den
darpé féljande applikationen. Prestandaegenskaper har inte faststallts for alla transkript,
eftersom endast ett begrdnsat antal RNA-ranskript (FOS- och IL1B-gentranskript) har validerats
for stabiliseringsvillkor. Anvandaren ska granska ftillverkarens uppgifter samt sina egna data

for att faststdlla om andra transkript behdver valideras.

* En l&ngtidsstudie av blodférvaring i PAXgene Blood RNA Tubes pégér.
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Figur 1. RNA-stabilitet i blodprov vid 18-25 °C: FOS. Blodprov frén 10 givare férvarades i angivet antal dagar vid
18-25 °C, innan total RNA renades. Alla prov togs i duplikat. [A] Blodtagning och férvaring i PAXgene Blood RNA Tubes
(BRT), rening av total RNA med PAXgene Blood RNA Kit. [B] Blodprov togs och férvarades i standardblodprovsrér med
EDTA som antikoaguleringsmedel och totalt RNA renades fram med en organisk standardextraktionsmetod och
silikonbaserad membran-RNA-upprening. Relativ FOS-ranskriptionsnivé bestdmdes via realtids duplex RT-PCR, med
18SrRNA som intern standard. De analyserade provernas vérden &r angivna med medelvérde och standardavvikelse.
Den streckade linjen anger omradet fér metodens métnoggrannhet + 3x total precision (2.34 Ci).
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Figur 2. RNA-stabilitet i blodprov vid 18-25 °C: IL1B. Blodprov fogs och fotalt RNA renades fram efter frvaring vid
18-25 °C s& som beskrivs i figur 1. De relativa koncentrationerna IL1B-ranskription bestémdes genom realtids duplex
RT-PCR, med 18S--RNA som intern standard. De analyserade provernas varden &r angivna med medelvérde och
standardavvikelse. Den streckade linjen anger omréadet fdr mefodens métnoggrannhet + 3x total precision (1.93 Cy).
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Figur 3. RNA-stabilitet i blodprov vid 2-8°C: FOS. Blodprov fréan 10 givare férvarades i angivet antal dagar vid 2-8°C,
innan total RNA renades. Alla prov togs i duplikat. [A] Blodtagning och férvaring i PAXgene Blood RNA Tubes (BRT),
rening av total RNA med PAXgene Blood RNA Kit. [B] Blodprov togs och férvarades i standardblodprovsrér med EDTA
som antikoaguleringsmedel och totalt RNA renades fram med en organisk standardextraktionsmetod och silikonbaserad
membran-RNA-upprening. Relativ FOS-ranskriptionsniva bestémdes via realtids duplex RT-PCR, med 18S-rRNA som

intern standard. De analyserade provernas vérden ér angivna med medelvérde och standardavvikelse. Den streckade

linjen anger omrédet fdr metodens métnoggrannhet + 3x total precision (2.34 Cy).
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Figur 4. RNA-stabilitet i blodprov vid 2-8°C: IL1B. Blodprov togs och totalt RNA renades fram efter férvaring vid 2-8°C
s& som beskrivs i figur 3. De relativa koncentrationerna IL1B-transkription bestdmdes genom realtids duplex RT-PCR, med
18S-rRNA som intern standard. De analyserade provernas varden ér angivna med medelvérde och standardavvikelse.

Den streckade linjen anger omradet fdr mefodens métnoggrannhet + 3x fotal precision (1.93 Cy).

18 Handbok PAXgene Blood RNA



RNA koncentration och rening

PAXgene Blood RNA Kit anvéands fér att rena total RNA ur 2,5 ml humant helblod som samlats
i PAXgene Blood RNA Tube (BRT). Proceduren é&r enkel och kan utféras antingen manuellt eller
automatiserat (se figur 5 och 10, sid. 20 och 30). | bada fallen pébdrjas reningen med en
centrifugering for att sedimentera nukleinsyrorna i PAXgene Blood RNA Tube (BRT). Pelleten
blir tvattad och &tersuspenderad, féljt av manuell eller automatisk RNA-rening. | princip féljer

bé&da protokollen samma férfarande med samma satskomponenter.
Manuell RNA-rening

Den dtersuspenderade pelleten blir inkuberad i optimerad buffert med proteinas K (PK), fér att
digestera proteiner. Yherligare en centrifugering med PAXgene Shredder-kolonnen (PSC)
ticinar syftet att homogenisera cellysatet och avldgsna rester av celldebris. Supernatanten av
filtratfraktionen f&rs dver till eft nytt mikrocentrifugrér. Etanol tillsétts for att skapa optimala
bindningsférhallanden, och lysatet appliceras p& en PAXgene RNAkolonn (PRC). Vid den
péféljande korta centrifugeringen binder RNA selektivt pd PAXgene-silikonmembranet under
p&gdende kontamination. Resterande kontaminationer avldgsnas genom flera effektiva
tvattsteg. Mellan det férsta och andra tvéttsteget inkuberas membranet med DNase | (RNFD),
for att avldgsna eventuellt bundna DNA-rester. Efter tvattstegen blir RNA elverad

i elueringsbuffert (BR5) och vérmedenaturerad.

Totalt RNA som isolerats med PAXgene Blood RNA System &r rent. Med det manuella
protokollet ligger Azs0/Azso-vardena mellan 1,8 och 2,2 och <1 % (w/w) genomiskt DNA
finns i 295 % av alla prover, uppmatt med kvantitativ realtime PCR av en sekvens i beta-
aktingenen. Minst 95 % av proverna visar ingen hamning i RT-PCR, vid anvéndning av upp
till 30 % av eluatet.
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Figur 5. Den manuella PAXgene Blood RNA-proceduren.
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Vid anvéndning av det manuella protokollet &r den genomsnittliga tiden fér provberedning
(baserat p& 12 genomférda RNA-prepationer) ca 90 minuter*, dérav utgér ren hanteringstid
ca 40 minuter. Hos mer adn 95 % av de bearbetade proven &r RNA-utbytet av friska givare
>3 pg ur 2,5 ml helblod. Eftersom utbytet till stor del beror p& givaren, kan det enskilda
RNA-utbytet variera. Vid undersokning av enskilda blodgivare ger PAXgene Blood RNA
System mycket reproducerbara och repeterbara resultat (se figur 6 och 7, sid. 22 och 23)
samt reproducerbar och repeterbar RT-PCR (se figur 8 och 9, sid. 27 och 28), vilket gor aft

den &r robust for kliniska diagnostiska tester.

Figur 6 (sid. 22) visar dvergripande repeterbarhet och reproducerbarhet hos PAXgene Blood
RNA System. Ytterligare studier gjordes for att visa hur olika lotnummer av PAXgene Blood
RNA Kit och olika anvéandare paverkar RNA-utbytets reproducerbarhet och realtime RT-PCR-
resultatet. Eftersom poolade blodprov anvandes fér dessa studier istdllet for enskilda PAXgene
Blood RNA Tubes (BRT) dterspeglar resultatet inte systemets repeterbarhet, inklusive
fluktueringar mellan olika blodtagningar, utan endast repeterbarheten hos provberedningen
(se figur 7, sid. 23).

* Total protokollkértid, inklusive initial hantering av PAXgene Blood RNA Tubes (centrifugeringar, pellettvétt och
pelletatersuspendering).
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Figur 6. Reproducerbar och repeterbar RNA-rening. Fyra replikat av blodproven fréin 14 givare bearbetades manuellt av
3 olika laboranter (A, B, C). Dérvid anvéndes tre olika satser laboratorieutrustning, varvid en laborant endast anvénde en
och samma utrustningssats fér provbearbetningen. [A] Genomsnittligt RNA-utbyte och standardavvikelse per replikatprov frén
samma blodgivare och olika laboratorietekniker visas. [B] Tolv blodprovsreplikat fréin 14 blodgivare behandlades av 3 olika
laboratorietekniker. Genomsnitiligt RNA-utbyte och standardavvikelse per prov fran samma blodgivare och alla
laboratorietekniker visas. Hos alla RNA-proven lag Azeo/ Azso -absorbansférhéllandet mellan 1,8 och 2,2.
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Figur 7. Repeterbarhet och reproducerbarhet av RNA-utbyte med olika laboranter och olika lotnummer av PAXgene Blood
RNA Kit med poolade blodprov. Blodprov fréin 30 givare samlades i PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) (12 rér per givare,
dvs. totalt 360 ror). Innehdllet i alla rér av vardera 3 givare blev poolat och i anslutning ater alikvoterat till 36 prov.
Dessa 36 proven per pool av tre givare upparbetades manuellt av tre olika laboranter. Varije laborant anviéinde PAXgene
Blood RNA Kit ur tre olika lothummer fér RNA-isoleringen och bearbetade fyra replikat ur var och en av de tio
givarpoolerna. [A] RNA-utbyte och standardavvikelse fér varje laborantlotkombination. Fyra replikat av blodproven fran
10 givare genomfdrdes av fre olika laboranter (A, B, C), med vars tre satslotnummer (1, 2, 3). Avbildat &r det
genomsnittliga utbytet (kolonner) och standardavvikelsen (felbalkar) per fyra replikat frén en och samma givarpool fér
olika laboranter och satslotnummer. [B] RNA-utbytets variationskoefficient (CV) per blodgivarpool fér alla kombinationer
av laboratorietekniker-lotnummer (A, B, C; 1, 2, 3) berdknat frén genomsnittligt utbyte och standardavvikelse som visas
i figur 7A.

Handbok PAXgene Blood RNA  12/2020 23



Tabell 1A. Reproducerbarhet inom varije lot och for varje anvéandare for utvalda blodgivarpooler (1, 6, 9, 10)

Blodgivarpool 1 Blodgivarpool 6
5,1 x 106 celler/ml 6,5 x 10¢ celler/ml
Genomsnittligt Genomsnittligt
Kombination av data utbyte (pg) SD (pg) CV (%) utbyte (pg) SD (pg) CV (%)
Lot 1, anvdndare A 8,03 0,42 5 9,55 0,99 10
Lot 1, anvéndare B 7,98 1,17 15 9,38 1,94 21
Lot 1, anvéndare C 7,87 0,45 6 10,71 0,65 6
Lot 2, anvéndare A 7,32 0,98 13 9,78 1,89 19
Lot 2, anvdndare B 6,09 1,04 17 9,82 2,83 29
Lot 2, anvéndare C 6,87 0,31 4 10,37 0,74 7
Lot 3, anvdndare A 7,04 0,90 13 8,96 0,68 8
Lot 3, anvdndare B 6,98 1,22 17 7,73 0,97 13
Lot 3, anvéndare C 8,78 0,89 10 10,59 1,94 18
Blodgivarpool 9 Blodgivarpool 10
8,4 x 10° celler/ml 10,2 x 10¢ celler/ml
Genomsnittligt Genomsnittligt

Kombination av data utbyte (pg) SD (pg) CV (%) utbyte (pg) SD (pg) CV (%)
Lot 1, anvéndare A 7,52 0,41 6 7,96 0,49 6
Lot 1, anvéndare B 8,82 1,72 19 8,90 0,76 9
Lot 1, anvéndare C 10,14 1,46 14 10,22 1,29 13
Lot 2, anvéndare A 6,92 0,27 4 7,63 1,23 16
Lot 2, anvdndare B 7,20 0,71 10 7,00 0,56 8
Lot 2, anvéndare C 9,14 1,52 17 11,56 1,21 10
Lot 3, anvéndare A 8,18 0,76 9 7,85 0,82 10
Lot 3, anvdndare B 6,41 0,88 14 8,88 2,17 24
Lot 3, anvéndare C 10,78 0,56 5 10,88 0,37 3
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Tabell 1B. Reproducerbarhet for varje anvéindare och mellan alla lotnummer fér valda givarpooler (1, 6, 9, 10)

Blodgivarpool 1 Blodgivarpool 6
5,1 x 10¢ celler/ml 6,5 x 104 celler/ml
Genomsnittligt Genomsnittligt
Kombination av data utbyte (pg) SD (pg) CV (%) utbyte (pg) SD (pg) CV (%)
Anvéandare A, alla lotnummer 7,46 0,85 11 9,43 1,22 13
Anvdndare B, alla lotnummer 7,02 1,31 19 8,98 2,09 23
Anvéndare C, alla lotnummer 7,84 0,98 13 10,56 1,15 11
Blodgivarpool 9 Blodgivarpool 10
8,4 x 10° celler/ml 10,2 x 10¢ celler/ml
Genomsnittligt Genomsnittligt
Kombination av data utbyte (pg)  SD (pg) CV (%) utbyte (pg) SD (pg) CV (%)
Anvédndare A, alla lotnummer 7,54 0,72 10 7,81 0,82 11
Anvéandare B, alla lotnummer 7,48 1,50 20 8,26 1,54 19
Anvéndare C, alla lotnummer 10,02 1,34 13 10,89 1,10 10

Tabell 1C. Reproducerbarhet inom varie lot och fér varje anvéndare for valda givarpooler (1, 6, 9, 10)

Blodgivarpool 1
5,1 x 10° celler/ml

Blodgivarpool 6
6,5 x 10 celler/ml

Genomsnittligt Genomshnittligt
Kombination av data utbyte (pg) SD (pg) CV (%) utbyte (pg) SD (pg) CV (%)
Lot 1, alla anvéndare 7,96 0,69 9 9,88 1,34 14
Lot 2, alla anvéndare 6,76 0,93 14 9,99 1,84 18
Lot 3, alla anvéndare 7,60 1,27 17 9,09 1,71 19

Blodgivarpool 9 Blodgivarpool 10
8,4 x 10° celler/ml 10,2 x 10¢ celler/ml

Genomsnittligt Genomsnittligt
Kombination av data utbyte (pg) SD (pg) CV (%) utbyte (pg) SD (pg) CV (%)
Lot 1, alla anvéndare 8,83 1,63 19 9,02 1,27 14
Lot 2, alla anvéndare 7,75 1,36 18 8,73 2,31 26
Lot 3, alla anvéndare 8,46 1,99 24 9,20 1,80 20
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Tabell 1D. Reproducerbarhet mellan alla lotnummer och alla anvéndare for valda givarpooler (1, 6, 9, 10)

Blodgivarpool 1 Blodgivarpool 6
5,1 x 104 celler/ml 6,5 x 10¢ celler/ml
Genomsnittligt Genomsnittligt
Kombination av data utbyte (pg) SD (pg) CV (%) utbyte (pg) SD (pg) CV (%)
Lot 1, alla anvéndare 7,44 1,09 15 9,66 1,65 17
Blodgivarpool 9 Blodgivarpool 10
8,4 x 104 celler/ml 10,2 x 10¢ celler/ml
Genomsnittligt Genomsnittligt
Kombination av data utbyte (pg) SD (pg) CV (%) utbyte (pg) SD (pg) CV (%)
Lot 1, alla anvéndare 8,35 1,70 20 8,99 1,80 20

Detalierad analys av 4 representativa givarpooler. Poolerna valdes i enlighet med antalet vita

blodkroppar och reflekterar de &évre, mellersta och lagre virdena av det normala antalet vita

blodceller (4,8 x 10° - 1,1 x 107 leukocyter/ml). Antalet vita celler representerar medelvardet

av de tre vita blodcellsvdrdena frén 3 givare per givarpool.
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Figur 8. Reproducerbarheten for RT-PCR — mellan anvéndare. RNA som renats i experimentet som beskrivs i figur 7
anvéndes fér realtime RT-PCR. Relativa transkriptionsnivéer av [A] FOS och [B] IL1B bestémdes med realtids duplex
RT-PCR, med 18SrRNA som intern standard. Vérdena fér alla prover relativt fill vérdena fér anvéndare A
(10 blodgivarpooler x 3 kitlotnummer x 4 replikat = 120 datauppséttningar fér varje gen) med medelvérde (réd linje)
och standardavvikelse (svarta staplar) visas. Den streckade linjen anger omrédet for metodens métnoggrannhet + 3x total
precision (FOS: 2,34 Cy; IL1B: 1,93 Ci).
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Figur 9. Reproducerbarheten hos RT-PCR — mellan kit-loter. RNA som renats i experimentet som beskrivs i figur 7 anvéindes
for reakHime RT-PCR. Relativa franskriptionsnivéer av [A] FOS och [B] IL1B bestimdes med realtids duplex RT-PCR, med
18S rRNA som intern standard. Vérdena fér alla prover relativt till vérdena fér kitlot-1 (10 blodgivarpooler x 3 anvéndare
x 4 replikat = 120 datauppséttningar fér varje gen) med medelvérde (réd linje) och standardavvikelse (svarta staplar) visas.
Den streckade linjen anger omradet fér metodens métnoggrannhet + 3x fotal precision (FOS: 2,34 Cr; IL1B: 1,93 Cy).
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Tabell 2. Sammanfatining av RT-PCR-data fréan figur 8 och 9

Testsystem FOS/ 18S rRNA-metod IL1B/18S rRNA-metod
Jamforelse av data Medelvérde + SD Medelvarde + SD
(AACH) (AACH (AACY) (AACH
Reproducerbarheten mellan alla lotnummer fér varje laborant
Alla laboranter, lot 1-lot 1 0,00 0,00 0,00 0,00
Alla laboranter, lot 1-lot 2 0,03 0,48 0,07 0,66
Alla laboranter, lot T-lot 3 0,21 0,52 0,11 0,71
Reproducerbarheten mellan alla lotnummer for varje laborant
Alla lotnummer, laborant A-laborant A 0,00 0,00 0,00 0,00
Alla lotnummer, laborant A-laborant B 0,46 0,44 0,06 0,69
Alla lotnummer, laborant A-laborant C 0,31 0,60 0,15 0,71

Anvéndare: Teknisk assistent som genomférde experimenten.
Lot: Satsens lotnummer.
SD: Standardavvikelse.

Genomsnittliga AACrvérden (N = 120) och standardavvikelser fér data visas i figur 8 och 9.

Automatiserad RNA-rening

Rening av RNA fran blod &r automatiserat pd QIAGEN QlAcube Connect MDx eller klassiska
QIAGEN QIlAcube (hadanefter kallad QlAcube). De innovativa QIAcube-instrumenten

anvénder avancerad teknik fér att bearbeta QIAGEN-kolonner, vilket méjliggér en smidig

infegration av automatiserad provberedning med l&gt genomfléde i laboratoriets arbetsflode.

Provberedning med QlAcube-instrument gérs med samma steg som vid den manuella

processen (dvs. lysering, bindning, tvatt och eluering), s& att du kan fortsétta att anvénda

PAXgene Blood RNA Kit fr rening av hdgkvalitativt RNA.
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Figur 10. QlAcube Connect MDx.

Det automatiserade RNA-reningsprotokollet bestar av 2 delar (eller protokoll), “PAXgene Blood
RNA Part A” och “PAXgene Blood RNA Part B”, med en mindre manuell atgard mellan tvé
2 delarna (se figur 11, sid. 31).
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Figur 11. Den automatiserade PAXgene Blood RNA-proceduren.

Den centrifugerade, tvdttade och atersuspenderade nukleinsyrapelleten (se  “RNA
koncentration och rening”, sid. 19) &verférs fran PAXgene Blood RNA Tube (BRT) fill
reaktionsrér (PT), vilka placeras i termoskakarenheten p& QlAcube-instrumentets arbetsbank.
Anvandaren viljer och startar protokollet “PAXgene Blood RNA Part A” frén menyn. QlAcube-

instrumentet utfér stegen i protokollet énda fill eluering av RNA i elueringsbuffert (BR5).
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Anvandaren  Sverfor  mikrocentrifugréren  (MCT)  som  innehéller  renat  RNA Hill
termoskakarenheten pd QlAcube-instrumenten. Anvéndaren vélier och startar protokollet
"PAXgene Blood RNA Part B” frdn menyn och varmedenatuering utférs av QlAcube-

instrumenten.

Genomsnittlig provberedningstid (baserad p& data frdn 12 provberedningskérningar) &r
151 minuter*, med betydligt mindre manuell hanteringstid jamfért med det manuella

protokollet.

Hos mer én 95 % av de bearbetade proven dr RNA-utbytet av friska givare >3 pg ur 2,5 ml
helblod. Figur 12 (sid. 33) anger RNA-utbytet fr&n totalt 216 prover preparerade med det
automatiserade protokollet med 3 kitlotnummer av 3 anvédndare. Eftersom poolade blodprov
har anvants istdllet for prov som tagits individuellt med PAXgene Blood RNA Tubes (BRT)
&terspeglar resultaten inte det férvéntade RNA-utbytet fran enstaka prover av individuella
blodtagningar. Eftersom utbytet till stor del beror p& blodgivaren kan enskilt RNA-utbyte
variera (se figur 12, sid. 33).

Minst 95 % av proverna visar ingen hamning i RT-PCR, vid anvéndning av upp till 30 % av eluatet.
Med det automatiska protokollet &r korskontaminering mellan proverna oupptdckbar, om métta
som kvantitativa, realtime RT-PCR av sekvenser av ABL1- och FOS+ranskriptioner i RNA-negativa

prover (vatten) j@mfért med RNA-positiva prover (humant helblod) i samma kérning.

RNA som isolerats med PAXgene Blood RNA System och det automatiserade protokollet &r
rent, vilket visas genom bristen p& RT-PCR-inhibition och Azs0/Az2so-vérden mellan 1,8 och 2,2.
Genomiskt DNA finns till <1 % (w/w) i 295 % av alla prover, vilket métts med kvantitativ real-
time PCR av en sekvens i beta-aktingenen. Figur 13 och 14 (sid. 34 och 35) visar A2s0/A2so-
varden och relativt genomiskt DNA frén totalt 216 prover som preparerats med det

automatiserade protokollet med 3 kitlotnummer av 3 anvandare.

* Total protokollkértid, inklusive initial hantering av PAXgene Blood RNA Tubes (centrifugeringar, pellettvétt och
pelletatersuspendering).
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Figur 12. RNA-utbyte — automatiserad bearbetning A: QlAcube, B: QlAcube Connect MDx. Blodprov fran enskilda
blodgivare samlades in i PAXgene Blood RNA Tubes (BRT). Rérens innehdll poolades i 6 blodgivarpooler och
&teralikvoterades darefter. Totalt 216 rér (dvs. 36 per pool) bearbetades av fre olika anvéndare (A, B, C). Varje
anvéndare anvénde PAXgene Blood RNA Kit fran tre olika lotnummer (1, 2, 3) fér automatiserad extraktion med flera
QlAcube- och QlAcube Connect MDx-instrument och bearbetade fyra replikat frén var och en av de 6 blodgivarpoolerna.
RNA-utbytet fér alla enskilda prover visas fér varje kombination av anvéndare-lotnummer.
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Figur 13. RNA-renhet (Axo/Azxo-vérden) — automatiserad bearbetning. A: QlAcube, B: QlAcube Connect MDx.
RNA renades av 3 olika anvéndare (A, B, C) som anvénde 3 olika lotnummer (1, 2, 3) av PAXgene Blood RNA Kit med
flera QlAcube- och QIAcube Connect MDx-instrument i experimentet som beskrivs i figur 12. Asso/Asso-véirden fér alla

enskilda prover visas fér varje kombination av anvéndare-lotnummer.
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Figur 14. RNA-renhet (% kontamination av genomiskt DNA) - automatiserad bearbetning, A: QlAcube, B: QlAcube
Connect MDx. RNA renades av 3 olika anvéndare (A, B, C) som anvénde 3 olika lotnummer (1, 2, 3) av PAXgene Blood
RNA Kit med flera QlAcube- och QIAcube Connect MDx-instrument i experimentet som beskrivs i figur 12. Méngd
genomiskt DNA (w/w) i alla enskilda prover visas fér varje kombination av anvéndare-lotnummer.

Det automatiserade protokollet fér RNA-rening med PAXgene Blood RNA System ger mycket
reproducerbara och repeterbara RT-PCR-resultat, vilket visas i figur 15 och figur 16

(sid. 36 och 37), vilket gér det mycket robust for kliniska diagnostiska tester.
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Figur 15. Reproducerbarhet for RT-PCR — mellan automatiserade (QlAcube) och manuella protokoll. RNA renades av
3 olika anvéndare (A, B, C) som anvénde 3 olika lotnummer (1, 2, 3) av PAXgene Blood RNA Kit med flera QlAcube-
och QlAcube Connect MDx-instrument med det automatiserade protokollet i experimentet som beskrivs i figur 12.
Samtidigt renades RNA frdn motsvarande replikatrér med det manuella protokollet. Relativa transkriptionsnivéer av
[A] FOS och [B] IL1B bestamdes med realtids duplex RT-PCR, med 18S-rRNA som intern standard. Majliga skillnader
i transkriptionsnivé mellan RNA som preparerats frén parade blodprover med bada extraktionsprotokollen (automatiserat
och manuellt protokoll) berdknades med AACr-metoden. Individuella AACr-vérden fér alla provpar (4 repetitioner x
6 givarpooler x 3 satslotnummer x 3 laboranter = 216 par fér varje gen) &r angivna som enstaka punkter med
medelvérden (stérre punkter) och standardavvikelse (svarta balkar) fér alla prover som visas. Den streckade linjen anger
omrédet fér mefodens métnoggrannhet + 3x total precision (FOS: 1,16 Cy; IL1B: 1,98 Cy; olika analysprecision jamfort
med figur 1-4, 8 och 9 péd grund av olika analysversioner).
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Figur 16. Reproducerbarhet for RT-PCR — mellan QlAcube och QlAcube Connect MDx med det automatiserade protokollet.
RNA renades av 3 olika anvandare (A, B, C) som anvéande 3 olika lotnummer (1, 2, 3) av PAXgene Blood RNA Kit med det
automatiserade protokollet p& flera QlAcube- och QlAcube Connect MDx-insfrument i experimentet som beskrivs i figur 12.
Relativa transkriptionsnivéer av [A] FOS och [B] IL1B bestimdes med realtids duplex RT-PCR, med 18S+RNA som intern standard.
Msiliga skillnader i transkriptionsniva mellan RNA som preparerats fréin parade blodprover med béda instrumenten berdknades
med AACrmetoden. Individuella AACrvéirden fér alla provpar (4 repetitioner x 6 givarpooler x 3 satslotnummer x 3 laboranter
= 216 par fér varje gen) &r angivna som enstaka punkter med medelvérden (stdrre punkter) och standardavvikelse (svarta balkar)
for alla prover som visas. Den streckade linjen anger omrédet fr metodens métnoggrannhet + 3x total precision (FOS: 1,30 Cr;
IL1B: 1,42 Cy; olika analysprecision jamfért med figur 1-4, 8, 9 och 15 p& grund av olika analysversioner).
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Utrustning och reagenser som ska tillhandahallas
av anvdndaren

Anvand alltid laboratorierock, engangshandskar och skyddsglaségon vid hantering av
kemikalier. Mer information finns i tillampliga sékerhetsdatablad (safety data sheets, SDS) som

kan erhéllas av produktens aterférsdljare.
For alla protokoll

e PAXgene Blood RNA Tubes (BRT, PreAnalytiX; kat. no. 762165)
e Etanol (96-100 %, renhetsgrad p.a.)

e Pipetter* (10 pl till 4 ml)

e Sterila RNasefria pipettspetsar med aerosolbarricr®

e Matcylinder?

e Centrifug* (med swing-outrotor och passande centrifughdllare) for PAXgene Blood RNA
Tubes (BRT) med variabel hastighet p& 3 000-5 000 x g

e Vortexblandare*
e Krossad is

® Permanent penna fér mérkning

* Sakerstdll att enheter och instrument har kontrollerats, underhdllits och kalibrerats regelbundet i enlighet med
tillverkarens rekommendationer.

t Se till att du kénner fill instruktionerna fér hantering av RNA (Bilaga A, sidan 71).

¥ For att méta den etanolméngd som skall fillséttas till buffert BR4-koncentratet.
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For det manuella protokollet

e Mikrocentrifug* med variabel hastighet p& minst 1000-8000 x g, Gven om lagre och
hégre g-krafter kan anvéndas (se protokollstegen for detaljer), och utrustad med en rotor

for 2 ml mikrocentrifugrér

e Skakinkubator* som kan inkubera vid 55 °C och 65 °C och skaka med =400 rpm, inte
éverstigande 1400 rpm (t.ex. Eppendorf® Thermomixer Compact eller liknande)

For det automatiserade protokollet (med QlAcube eller QIAcube Connect MDx)

® Sax

Férbrukningsvaror fér QlAcube-instrument:

® Filter-Tips, 1000 pl (1024) (QIAGEN, kat. no. 990352)1
® Reagent Bottles, 30 ml (6) (QIAGEN, kat.nr. 990393)1
® Rotor Adapters (10 x 24) (QIAGEN, kat.nr. 990394)1
Tillbehor till QlAcube-instrument:

® Rotor Adapter Holder (QIAGEN, kat.nr. 990392)1

For det automatiserade protokollet med QlAcube Connect MDx

e QlAcube Connect MDx* (QIAGEN, kat. no. 9003070)

QlAcube Connect MDx servicepaket:
® QlAcube Connect MDx System FUL-2 (QIAGEN, kat. no. 9003071)
® QlAcube Connect MDx System FUL-3 (QIAGEN, kat. no. 9003072)

* Sakerstdll att enheter och instrument har kontrollerats, underhéllits och kalibrerats regelbundet i enlighet med
tillverkarens rekommendationer.

1 Aven inkluderat i Starter Pack, QlAcube (QIAGEN, kat.nr. 990395).
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e QlAcube Connect MDx System PRV-1 (QIAGEN, kat. no. 9003073)
e QlAcube Connect MDx Device PRV-1 (QIAGEN, kat. no. 9003074
e QlAcube Connect MDx System PRM-1 (QIAGEN, kat. no. 9003075)

For det automatiserade protokollet med QlAcube

e QlAcube* (QIAGEN, kat. no. 2001882 [110 V])

* Sakerstdll att enheter och instrument har kontrollerats, underhallits och kalibrerats regelbundet i enlighet med
tillverkarens rekommendationer.
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Viktiga anmérkningar

Anvanda QlAcube-instrument

Se till att du kanner till hur man anvénder QlAcube-instrumentet. Las lamplig bruksanvisning
fér QlAcube-instrumentet och eventuell annan information som medfélier QlAcube-instrumentet
och var sdrskilt uppmarksam pd sdkerhetsinformationen innan du  bérjar anvénda

automatiserade PAXgene Blood RNA-protokoll.

Anvisningarna i detta avsnitt géller QlAcube Connect MDx samt QlAcube om inget annat

anges.

Starta QlAcube-instrumentet

Stang QlAcube-instrumentets huv och slé p& QIAcube-instrumentet med strémbrytaren
(for QlAcube Connect MDx, se figur 17, sid. 42; QlAcube: Figur 18, sid. 43).

Ett pipande ljud hérs och startskérmen visas. Instrumentet utfér sjélv initialiseringstestet.
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Utdragen pekskérm

i

@

QlAcube Connect MDx bakifran QlAcube Connect MDx bakifran

Figur 17. Ytire funktioner hos QlAcube Connect MDx.

@ Pekskdrm

2 USB-portar ill véanster om pekskarmen;
2 USB-portar bakom pekskarmen
(Wi-Fi-modul sitter i en av USB-portarna)

®
@ Huv @ RJ-45 Ethernetport
(3)  Avialislada (7)  Ekontaki
@ Strémbrytare Kylluftsutfléde
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Figur 18. QlAcube framifran.

@ Peksk&rm @ USB-port bakom skyddsluckan
@ Huv @ Strémbrytare

@ RS232 serieport bakom skyddsluckan @ Aviallslada
(endast avsedd for QIAGEN:s

instrumentservicespecialister)
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Pekskdrm

QlAcube-instrument styrs via en pekskarm. Pekskdrmen gér aft anvéndaren kan anvéanda
instrumentet och vagleder anvandaren genom arbetsbordets instdllningar.  Under

provbearbetning visar pekskarmen protokollstatus och kvarvarande tid.

Figur 19. Utdragen pekskérm hos QlAcube Connect MDx

Installation av protokoll p& QlAcube-instrument

En initial protokollinstallation kan behévas innan den férsta RNA-prepareringskérningen kan
goras pd QlAcube-instrumenten. Installera de bada protokollen “PAXgene Blood RNA Part A”
och "PAXgene Blood RNA Part B”.

Protokoll fér QlAcube Connect MDx finns p& www.qiagen.com/products/diagnostics-and-
clinical-research/solutions-for-laboratory-developed-tests/ giacube-connect-mdx/#resources

(www.qgiagen.com/MyQIlAcube for QlAcube) och maste laddas ned ftill USB-minnet som

levereras med QlAcube-instrumenten. Dessa protokoll &verférs till instrumentet via USB-porten.

USB-porten (QIAcube Connect MDx: finns pd& sidan av pekskdrmen, se figur 17, sid. 42;
QlAcube: bakom skyddsluckan, se figur 18, sid. 43) kan anvéndas fér att ansluta QlAcube-
instrumenten till USB-minnet som levereras med QlAcube-instrumenten. Datafiler, som loggfiler

och rapportfiler, kan ocksé 6verféras via USB-porten fréin QlAcube-instrumenten till USB-minnet.
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http://www.qiagen.com/MyQIAcube

l./'-'\. USB-porten ar endast avsedd att anvdndas med QIAGEN:s USB-minne. Anslut inte

A andra enheter till denna port.

< o™ Ta inte bort USB-minnet nér du laddar ned protokoll, éverfér datafiler eller under en

|
\,!) protokollkérning.

Ytterligare information om att ladda upp protokoll till QIAcube-instrument finns i handboken

for det instrument som anvdnds.
Laddning av QlAcube-instrument

For att spara tid kan laddningen géras under eft eller bédda 10-minuters centrifugeringssteg
(steg 3 och 5) i "Protokoll: Automatisk rening av total RNA fran humant helblod i PAXgene
Blood RNA Tubes (BRT)”, sid. 62.

Reagensflaskor

Innan varje kérning pd QlAcube-instrumentet ska du fylla de 4 reagensflaskorna med de
reagenser som anges i tabell 3 (sid. 46) upp till den maximala indikatornivén eller, om det
infe @r majligt, till den nivd som buffertvolymerna i PAXgene Blood RNA Kit tillater. Méark
flaskor och lock tydligt med buffertnamn och placera de fyllda reagensflaskorna pé lampliga
positioner i stéllet for reagensflaskor. Ladda stéllet pd QlAcube-instrumentets arbetsbénk s

som visas (figur 20-22, sida 46-48).
l,/'-'\, Den medféljande volymen BR2-buffert fyller inte en reagensflaska till indikatornivan.
\!j BR3- och BR4-buffertar kanske inte fyller flaskan till indikatornivén efter bearbeting

av flera prover i tidigare kérningar.

78> Ta bort locken innan flaskorna placeras pd arbetsbénken.
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i)

Buffertvolymerna i PAXgene Blood RNA Kit (50) récker till maximalt sju
RNA-beredningskérningar p& QlAcube-instrumentet, med 2 ftill 12 prover per

kérning. | allménhet bér kérningar med légre antal prover undvikas fér att kunna

bearbeta totalt 50 prover per kit med maximalt sju RNA-beredningskérningar.

Mer én 7 RNA-beredningskérningar kan leda till ofillrackliga buffertvolymer fér

bearbetning av de sista proven.

Tabell 3. Positioner i reagensstillet

Position

Reagens

o L NN —

Bindningsbuffert (BR2)
96-100 % etanol
Tvattbuffert 1 (BR3)
Tvéttbuffert 2 (BR4)*
— (l&mna tom)

— (l&dmna tom)

* Tvattbuffert 2 (BR4) levereras med satsen som koncentrat. Tillsétt den fyrfaldiga volymen etanol (96-100 %,
renhetsgrad p. a.) till flaskan (som etiketten anger) innan den anvénds férsta géngen fér att framstélla den

bruksfardiga arbetslésningen.

®

Position 1
Bindnings-
buffert (BR2)

Position 3
Tvéttbuffert 1
(BR3)

Position 5

Tom

Position 2
96-100 %
efanol

Position 4
Tvéttbuffert 2
(BR4)

Position 6

Tom

"

Figur 20. Laddning av stéllet for reagensflaskor. [A] Schema fér positioner och innehdll i flaskorna i stéllet fér
reagensflaskor. [B] Laddning av stéllet i QIAcube-instrumentet (QlAcube visas som exempel).

46

Handbok PAXgene Blood RNA  12/2020



Figur 21. QlAcube Connect MDx inifrén.

@ Centrifuglock

Centrifug
Skakapparat

Stéll fér reagensflaskor

OEOE

Spetssensor och huvlés
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Fack fér mikrocentrifugrér
Tre fack for spetsstdll

Kasseringsfack fér spetsar och kolonner

Robotarm (inklusive enkanalspipett, gripanordning,
ultraljudssensor och optisk sensor samt UV LED)
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Figur 22. QlAcube inifrén.

Spetssensor

@ Centrifuglock @ Fack fér mikrocentrifugrér

@ Centrifug @ Spetsstéll

@ Skakapparat Kasseringsfack fér spetsar och kolonner
@ Stall f5r reagensflaskor @ Robotarm

®
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Kolonner (PRC, PSC), mikrocentrifugrér (MCT) och QlAcube-instrumentets plastdelar
Placera 2 spetsstdll fyllda med filterspetsar 1 000 pl p&d QlAcube-instrumentet (se figur 21 och
22, sid. 47 och 48). Fyll vid behov pé stéllen med spetsar.

® Anvénd endast 1 000 pl filterspetsar som utformats fér att anvéndas med QlAcube-

instrument.

Maérk rotoradaptrar och mikrocentrifugrér (MCT) fér varje prov med en permanent mérkpenna.
Oppna PAXgene Shredder-kolonnerna (PSC) som skall anvéndas och klipp av locken helt med
en sax (se figur 23, sid. 49).

@ Fér att QlAcube-instrumentets robotgripanordning ska fungera korrekt ska du helt ta

l bort (klippa av) locken och dlla plastdelar i anslutning fill locket p& PAXgene
Shredder-kolonnerna (PSC; se figur 23). Annars kan robotgripanordningen inte gripa
tag i kolonnerna (PSC, PRC) ordentligt.

Kolonnlock
felaktigt borttaget;
delar av locket
finns kvar

Kolonnlock
korrekt
borttaget

Figur 23. Laddning av PAXgene Shredder-kolonnen (PSC). PAXgene Shredder-kolonnen (PSC) laddas i mellanpositionen
pé rotoradaptern. Klipp av locket innan kolonnen laddas.
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Ladda PAXgene RNAkolonnen (PRC), PAXgene Shredderkolonnen (PSC, utan lock, se
figur 23, sid. 49) och det méarkta mikrocentrifugréret (MCT) i lampliga positioner i var och en
av de markta rotoradaptrarna sasom visas i tabell 4 och figur 24.

|'/-ij Se till aft kolonnens (PRC) och mikrocentrifugrorets (MCT) lock ar helt nedtryckta
N i botten pd& facken pé& rotoradapterns kant, annars kommer locken att lossna vid

centrifugering.

Tabell 4. Labbprodukter i rotoradaptern

Position Reagens Lockposition
1 PAXgene RNA-kolonn (réd, PRC) L1
2 PAXgene Shredder-kolonn (lila, PSC)
(klipp bort lock innan placering i rotoradapter) -
3 Mikrocentrifugrér (MCT)* L3

* Anvéind de mikrocentrifugrér (MCT;1,5 ml) som ingdr i PAXgene Blood RNA Kit.

- L2
! @0
L3

Figur 24. Positioner i rotoradaptern. Rotoradaptern har tre rérpositioner (1-3) och tre lockpositioner (L1-L3).
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Laddning av centrifugen

Ladda de hopmonterade rotoradaptrarna i centrifughdllarna s& som visas i figur 25 nedan.

@ Om farre an 12 prover bearbetas ska du se till att centrifugrotorn laddas radialt
! balanserad (se figur 26, sid. 52). Alla centrifughéllare méste séttas i innan

protokollkérningen startas, éven om farre én 12 prover skall bearbetas. Ett enda prov

eller 11 prover kan inte bearbetas.

Figur 25. Laddning av centrifug pa QlAcube-instrument. Ladda de hopmonterade rotoradaptrarna i centrifughéllarna
(QlAcube Connect MDx visas som exempel).
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Figur 26. Laddning av centrifug och skakapparat. Centrifug- och skakpositioner visas fér bearbetning av tvé (2) fill tio (10)
prover. Ett (1) eller 11 prover kan inte bearbetas. Vid bearbetning av 12 prover &r alla centrifug- och skakpositioner

laddade (bild visas ej).
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Reaktionsrér (Processing Tubes, PT)

Ta bort reaktionsrdr (PT) som eventuellt finns kvar i mikrocentrifugrérsfacken frén tidigare
kérningar (QlAcube Connect MDx: se figur 21, sid 47, QlAcube: se figur 22, sid. 48). Fyll
3 reaktionsrdr (PT) med den mangd reagens som anges i tabell 5 i enlighet med antalet prover

i kérningen.

Fér DNase linkubationsblandning ska du pipettera den angivna méngden DNA-digestionsbuffert
(RDD) i ett reaktionsrér (PT) och tillséitta den angivna mangden DNase | (RNFD) stamlésning. Blanda
forsiktigt genom att pipettera den fardiga blandningen upp och ner 3 génger med en 1000 pl
pipettspets.

Anvand reaktionsrér (PT) p& 2 ml som medféljer PAXgene Blood RNA Kit. Mark réren tydligt
med reagensnamn och placera dem i lamplig position i mikrocentrifugrérsfacken sé som anges
i tabell 6 (sid. 54).

l,/'-'\, DNase | (RNFD) ér sarskilt kansligt for fysisk denaturering. Blanda endast genom
\,!) pipeftering, anvéand pipeftspetsar med bred cylinder fér att minska skjuvning.

En vortex bér inte anvandas for att blanda.

o™ Se till att endast pipettera den méngd som anges i tabell 5 nedan.
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Tabell 5. Méangd reagens som behdvs i reaktionsrdren for mikrocentrifugrorsfacken.

Reagensvolym fér det angivna antalet prover (pl)
Elveringsbuffert
Antal prover Proteinas K (PK) DNase | inkubationsblandning (BR5)
2 126 187 (23 DNase | + 164 Buffer RDD) 313
B 170 261 (33 DNase | + 228 Buffer RDD) 399
4 213 334 (42 DNase | + 292 Buffer RDD) 486
|5 256 407 (51 DNase | + 356 Buffer RDD) 572
6 299 481 (60 DNase | + 421 Buffer RDD) 658
7 342 554 (69 DNase | + 485 Buffer RDD) 745
8 386 627 (78 DNase | + 549 Buffer RDD) 831
9 429 701 (88 DNase | + 613 Buffer RDD) 918
10 472 775 (97 DNase | + 678 Buffer RDD) 1004
12 558 921 (115 DNase | + 806 Buffer RDD) 1177
Tabell 6. Fack for mikrocentrifugror
Position
A B C

Innehall Proteinas K DNase | inkubationsblandning Elveringsbuffert (BRS)
Behallare Reaktionsrér (PT)* Reaktionsrér (PT)* Reakfionsrsr (PT)*

* Anvénd reaktionsrér p& 2 ml som ingér i PAXgene Blood RNA Kit.
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Protokoll: Manuell rening av totalt RNA

frédn humant helblod i PAXgene Blood RNA
Tubes (BRT)

Viktigt att tanka pa fore start

Kontrollera att satsen ar intakt och oskadad och att buffertbehallarna inte lécker. Anvénd

inga satser med synliga skador.

Kontrollera att korrekt volym ar instdlld och att all vatska har sugits upp ordentligt och ater

avgivits hos de anvanda pipetterna.

For att férhindra att eft prov hamnar i fel reaktionsrér eller i fel kolonn, bér alla reaktionsrér
och kolonner namnges noggrant och alla lock markeras med en permanent markpenna.
Markera locken och varje behéllare (PT, MCT). Namnge &ven kolonnernas reaktionsrér

(PT). Férslut alltid reaktionsréren och kolonnerna nér vétska har fillsatts.

Om prov- eller buffertvétska spills ut under preparationen kan RNA-utbytet och -renheten

péverkas.

Om inget annat anges, skall alla protokollsteg (inklusive centrifugeringarna) genomféras
vid rumstemperatur (15-25 °C).

P& grund av den hdga kénsligheten hos nukleinsyra-amplifikationsmetoder skall féljande

forsiktighetsatgarder féljas for att férhindra korskontaminering:

Var férsiktig vid pipettering av proven i kolonnerna (PRC, PSC) utan att fukta randen.
Byt alltid pipettspetsar mellan vétskedverféringar. Anvand pipettspetsar med aerosolbarridrer.

Se till att membranet i kolonnen (PRC, PSC) inte kommer i kontakt med pipettspetsen vid
pipetteringen.
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Efter blandning (vortex) eller upphettning av mikrocentrifugréret (MCT), centrifugera
forsiktigt for aft f& bort dropparna frén lockets insida.

Anvéand laboratoriehandskar under hela processen. Om handskarna kommer i kontakt
med provet skall de genast bytas ut.

Forslut alltid kolonnerna (PRC, PSC) innan de sétts in i mikrocentrifugen. Centrifugera enligt
protokollets angivelser.

Oppna forsiktigt endast en kolonn (PRC, PSC) &t gangen och undvik aerosolbildning.

For en effektiv parallellbearbetning av flera prov rekommenderas att ett rack med
reaktionsrér  (Processing Tubes) forbereds, i vilket kolonnerna kan placeras efter
centrifugeringen. Kassera det anvanda reaktionsroret (PT) tillsammans med filtratet och stall

genast in nya reaktionsrér (PT) med kolonner (PRC, PSC) i mikrocentrifugen.

Saker som mdste goras fére start

56

Blodprov ska samlas in i PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) enligt anvisningarna
i handboken fér PAXgene Blood RNA Tube. | bilaga C (sid. 74) finns vid behov
rekommendationer om hur PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) ska hanteras.

Efter blodtagningen ska PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) inkuberas i minst 2 fimmar vid
rumstemperatur fér att sdkerstélla att blodcellerna ér fullstéindigt lyserade. En inkubation av
PAXgene Blood RNA Tube (BRT) &ver natten kan leda fill eft hdgre utbyte. Om PAXgene Blood
RNA Tube (BRT) har f3rvarats vid 2-8 °C, —20 °C eller 70 °C efter blodtagningen, skall réret

forst ekvilibreras fill rumstemperatur och inkuberas i tvé timmar fére start av protokollet.
Las sckerhetsinformationen pé sida 9.
Las vagledningen om hur RNA hanteras (bilaga A, sid. 71).

Se till aft alla instrument som anvénds, t.ex. pipetter och skakinkubator, kontrolleras och

kalibreras regelbundet enligt tillverkarens rekommendationer.
En skakinkubator krévs for steg 5 och 20. Stéll in temperaturen for skakinkubatorn p& 55 °C.

| bindningsbufferten (BR2) kan precipitat bildas vid férvaring. Vid behov kan denna 16sas
upp genom uppvarming till 37 °C.
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o Tvattbuffert 2 (BR4) levereras med satsen som koncentrat. Tillsétt den fyrfaldiga volymen
etanol (96-100 %, renhetsgrad p. a.) till flaskan (som etiketten anger) innan den anvénds

férsta géngen for att framstdlla den bruksférdiga arbetsldsningen.

® Innan RNase-Free DNase Set anvénds for forsta géingen skall en DNase -stamlésning tillredas.
L&s upp DNase | (RNFD; 1500 Kunitz-units)* i 550 pl DNase &tersuspenderingsbuffert (DRB),
som levereras med satsen. Se till att ingen DNase | (RNFD) gér férlorad nér behéllaren éppnas.
Rekonstituerad DNase | (RNFD) fér inte blandas genom vortexblandning. DNase | &r sérskilt

kansligt for fysisk denaturering. Blanda endast genom att frsiktigt véinda pé réret.

® For ndrvarande visar féreliggande data att rekonstituerad DNase | (RNFD) som férvaras
vid 2-8 °C &r stabilt i upp till 6 veckor. Om DNase | (RNFD) skall férvaras en léngre tid
rekommenderas att dela upp stamlésningen i mindre alikvoter fér enstaka bruk (anvénd
medféljande 1,5 ml mikrocentrifugrér [MCT] som récker fér 5 alikvoter) och férvara vid
-20 °C i upp fill 9 ménader. Tinade alikvoter kan férvaras i 2-8 °C i upp ftill 6 veckor.

Frys inte ner upptinade alikvoter.

e Se till att fdlja végledningen fér hantering av RNA (bilaga A, sid. 71) vid rekonstituering
och alikvotering av DNase | (RNFD).

* Kunitz units &r det métt som vanligtvis anvénds fér att méta DNase | och definieras som den méngd DNase | som ger
en 8kad Azo pd 0,001 per minut och milliliter vid 25 °C, pH 5,0 med hégpolymeriserat DNA som substrat (Kunitz, M.
(1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 och 363).

Handbok PAXgene Blood RNA  12/2020 57



Procedur

1.

58

Centrifugera PAXgene Blood RNA Tube (BRT) i 10 minuter vid 3 000-5 000 x g med en

swing-out-rotor.

l,/'ij Se till att blodprovet i PAXgene Blood RNA Tube (BRT) har inkuberats i minst
NS 2 timmar vid rumstemperatur (15-25 °C) fér att garantera att blodcellerna har

lyserats fullstandigt.

(i) Rotorn skall vara utrustad med adaptrar fér rér med rund botten. Om andra
pL

typer av adaptrar anvénds kan réren skadas under centrifugeringen.

Aspirera forsiktigt supernatanten genom att dekantera eller pipettera. Tillsétt 4 ml RNase-
fritt vatten (RNFW) till pelletten och stdng roret med en ny BD Hemogard-

saikerhetsforslutning (medfoljer kitet).

Se till att pelletten inte stérs om supernatanten dekanteras och torka rérets mynning med
en ren pappershandduk.

Vortexa pelletten tills den har &tersuspenderats och centrifugera i 10 minuter vid
3 000-5 000 x g med en swing-out-rotor. Ta dérefter bort och kasta hela supernatanten.
Mindre celldebris som &r kvar i supernatanten, efter skakningen men fére centrifugeringen,

stor inte den fortsatta proceduren.

(i) Déremot kan lyseringen hdmmas och lysatet spddas om supernatanten inte
= aspireras fullstandigt, och pé& sa vis paverka férutsattningarna fér RNA att binda

p& PAXgene-membranet.

Tillsatt 350 pl atersuspenderingsbuffert (BR1) och vortexblanda tills pelletten &r fullstéindigt

&tersuspenderad.

. Fér dver provet till ett 1,5 ml mikrocentrifugrér (MCT) med en pipett. Tillsatt 300 pl

bindningsbuffert (BR2) och 40 pl proteinas K (PK). Blanda med vortex i ca 5 sekunder och
inkubera i 10 minuter vid 55°C i en skakinkubator vid 400-1 400 rpm. Hgj
skakinkubatorns temperatur till 65 °C (fér steg 20) efter inkubationen.

(i) Blanda inte bindningsbuffert (BR2) och proteinas K (PK) innan de fillsatts till provet.
L
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6. Pipettera lysatet direkt i en PAXgene Shredderkolonn (PSC, lila), som stéllts i ett 2 ml

reaktionsrér (PT), och centrifugera i 3 minuter med maximalt varvtal (max. 20 000 x g).

l,/'i) For forsiktigt dver hela lysatet med en pipett till kolonnen (PSC) och kontrollera
L)

visuellt att lysatet &r helt dverford till kolonnen (PSC).

Fér att undvika att kolonnerna (PSC) eller réren (PT) skadas skall man inte centrifugera med

mer dn 20 000 x g.
(i) Vissa prover kan fldéda igenom PAXgene Shredderkolonnen (PSC) utan
N2 centrifugering. Detta beror p& den léga viskositeten hos vissa prover och ska

infe anses som ett tecken p& produkffel.

7. For darefter dver hela supernatanten, utan att virvla upp pelletten i reaktionsréret, till ett
nytt 1,5 ml mikrocentrifugrér (MCT).

8. Pipettera dartill 350 pl etanol (?6-100 %, renhetsgrad p. a.). Blanda (vortexa) och
centrifugera kort (1-2 sekunder vid 500-1 000 x g), fér att avlédgsna provvétska pd insidan
av locket.

(ij Man skall inte centrifugera langre én 1-2 sekunder, dé detta eventuellt kan leda
N till sedimentering av nukleinsyror och darmed fill eft reducerat utbyte av total
RNA.

9. Pipettera 700 pl av provet i en PAXgene RNAkolonn (PRC, réd), som placerats i ett 2 ml
reaktionsror (PT), och centrifugera i 1 minut vid 8 000-20 000 x g. Fér dver kolonnen (PRC)
till ett nytt 2 ml reaktionsrér (PT) och kasta det anvénda reaktionsréret (PT) samt filtratet.

10.Pipettera resten av provet i en PAXgene RNA-kolonn (PRC) och centrifugera igen i 1 minut
vid 8 000-20 000 x g. For 6ver kolonnen (PRC] till ett nytt 2 ml reaktionsrér (PT) och kasta
det anvénda reaktionsréret (PT) samt filtratet.

(\i) For forsiktigt dver provet med en pipett ill kolonnen (PRC) och kontrollera visuellt
- att provet ar helt &verfért till kolonnen (PRC).

11.Tillsatt 350 pl tvattbuffert 1 (BR3) i PAXgene RNA-kolonnen (PRC). Centrifugera i 1 minut

vid 8 000-20 000 x g. Fér Sver kolonnen (PRC) till eft nytt 2 ml reaktionsrér (PT) och kasta

det anvénda reaktionsréret (PT) samt filtratet.
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12.Pipettera 10 pl DNase-l (RNFD) stamldsning till 70 pl DNA digestionsbuffert (RDD) i ett
1,5 ml mikrocentrifugrér (MCT). Blanda genom att forsiktigt “snéppa” med fingrarna pé

roret och centrifugera kort fr att samla vétskeresterna frén rérets sidor.

For att bearbeta t.ex. 10 prov, pipetteras 100 pl DNase (RNFD) stamlésning fill 700 pl DNA

digestionsbuffert (RDD). Anvénd 1,5 ml mikrocentrifugrér (MCT) som levereras med satsen.

l./'ij DNase | &r sarskilt kansligt for fysisk denaturering. Blanda l6sningen genom att
L

forsiktigt “sndppa” med fingrarna pé& roret. En vortex bér inte anvéndas fér aft

blanda.

13.Pipettera DNase-l (RNFD}-inkubationsblandningen (80 pl) direkt p& membranet i PAXgene
RNAkolonnen (PRC) och inkubera i 15 minuter vid 20-30 °C.
(i) Se till att DNase-l (RNFD) inkubationsblandningen hamnar direkt p& membranet.
NS Digestionen med DNase kan férlépa ofullstdndigt om en del av blandningen

sitter fast pd innervaggen eller p& O-ringen av kolonnen (PRC).
14.Pipettera 350 pl tvéttbuffert 1 (BR3) i PAXgene RNAkolonnen (PRC), och centrifugera
i 1 minut vid 8 000-20 000 x g. Fér 6ver kolonnen (PRC) till eft nytt 2 ml reaktionsror (PT)
och kasta det anvanda reaktionsréret (PT) samt filtratet.
15.Pipettera 500 pl tvattbuffert 2 (BR4) i PAXgene RNA-kolonnen (PRC), och centrifugera
i 1 minut vid 8 000-20 000 x g. Fér 8ver kolonnen (PRC) il eft nytt 2 ml reaktionsror (PT)
och kasta det anvanda reaktionsréret (PT) samt filtratet.
(i) Tvattbuffert 2 (BR4) levereras med satsen som koncentrat. Se till att etanol tillsctts
N2 till tvattbuffert 2 (BR4) innan anvédndning (se “Saker som méste géras fore start”
pa sid. 56).
16.Tillsatt ytterligare 500 pl tvattbuffert 2 (BR4) i PAXgene RNA-kolonnen (PRC). Centrifugera
i 3 minuter vid 8 000-20 000 x g.
17.For dver PAXgene RNAkolonnen (PRC) till ett nytt 2 ml reaktionsrér (PT) och kasta det
anvanda reaktionsréret (PT) samt filtratet. Centrifugera i 1 minut vid 8 000-20 000 x g.
18.Kasta reaktionsréret (PT) samt filtratet. For dver PAXgene RNAkolonnen (PRC) fill ett 1,5 ml

mikrocentrifugror (MCT) och pipettera 40 pl elueringsbuffert (BR5) direkt pd membranet i PAXgene
RNAkolonnen (PRC). Centrifugera i 1 minut vid 8 000-20 000 x g for att eluera RNA.
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For att uppnd maximal elueringseffektivitet ar det viktigt att hela membranet fuktas med
elueringsbuffert (BR5).

19.Upprepa elueringssteget (steg 18) enligt beskrivning, med 40 pl elueringsbuffert (BR5) och

med samma mikrocentrifugrér (MCT).

20.Inkubera eluatet i 5 minuter vid 65 °C i en skakinkubator (se steg 5), dock utan att skaka.

21

Kyl darefter proven pd is.

Genom inkubationen vid 65 °C denatureras RNA fér pafsliande applikationer. Overskrid

varken inkubationstiden eller temperaturen.

.Om RNA-proverna inte anvénds direkt, skall de férvaras vid =20 °C eller -70 °C.

Eftersom RNA Gven efter upprepad nedfrysning och upptining férblir denaturerat, &r det
infe nddvandigt att upprepa inkubationen vid 65 °C. Om RNA-proven skall anvéndas fér

en diagnostisk metod skall tillverkarens angivelser féljas.

Vi rekommenderar spadning av prover med 10 mM Tris-HCl, pH 7,5 fér korrekt
kvantifiering av RNA genom absorbans vid 260 nm.* Spédning av provet i RNase-fritt

vatten kan leda fill felaktigt léga vérden.

For att stdlla in spekirofotometerns nollpunkt skall eft blankprov (blank) anvéndas, vars

sammansdttning av elueringsbuffert (BR5) och Tris-HCl-buffert motsvarar proven som skall

matas. Elueringsbufferten (BR5) absorberar kraftigt vid 220 nm, vilket kan leda till héga

bakgrundsabsorbansvarden om spekirofotometerns nollpunkt inte har stéllts in korrekt.

(\i) For kvantifiering i Tris HCl-buffert ska forhéllandet Ao = 1 = 44 pg/ml
- anvandas. Se bilaga B, sid. 72.

* Anvand alltid laboratorierock, engéngshandskar och skyddsglasdgon vid hantering av kemikalier. Mer information

finns i fillampliga sékerhetsdatablad (Safety Data Sheets, SDS) som kan erhéllas av produktens &terférséljare.
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Protokoll: Automatisk rening av fotal RNA
frédn humant helblod i PAXgene Blood RNA

Tubes (BRT)

Viktigt att tanka pa fore start

Kontrollera att satsen ar intakt och oskadad och att buffertbehallarna inte lécker. Anvénd

inga satser med synliga skador.

Kontrollera att korrekt volym ar instdlld och att all vatska har sugits upp ordentligt och ater

avgivits hos de anvanda pipetterna.

For att férhindra att ett prov hamnar i fel rér eller i fel plastbehdllare, bér alla reaktionsrér
(PT), mikrocentrifugrér (MCT) och rotoradaptrar namnges noggrant med en permanent
penna. Markera locken samt varje del av varje mikrocentrifugrér (MCT), kolonnernas

reaktionsrér (PT) samt utsidan av varje rotoradapter.
Om prov- eller buffertvétska spills ut under preparationen kan RNA-utbytet och -renheten
péverkas.

Om inget annat anges, skall alla protokollsteg (inklusive centrifugeringarna) genomféras
vid rumstemperatur (15-25 °C).

P& grund av den héga kansligheten hos nukleinsyra-amplifikationsmetoder skall fsljande

forsiktighetsatgarder féljas for att férhindra korskontaminering:

62

Pipettera forsiktigt dver provet i reaktionsréret (PT), p& botten av réret utan att fukta rérets kant.
Byt alltid pipettspetsar mellan vétskedverfdringar. Anvand pipettspetsar med aerosolbarriérer.

Se till att membranet i kolonnen (PRC, PSC) inte kommer i kontakt med pipettspetsen vid
pipetteringen.
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Efter blandning (vortex) eller upphettning av mikrocentrifugréret (MCT), centrifugera

forsiktigt for att f& bort dropparna frén lockets insida.

Anvéand laboratoriehandskar under hela processen. Om handskarna kommer i kontakt

med provet skall de genast bytas ut.

Saker som mdste goras fére start

Blodprov ska samlas in i PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) enligt anvisningarna

i handboken fér PAXgene Blood RNA Tube. | bilaga C (sid. 74) finns vid behov
rekommendationer om hur PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) ska hanteras.

Efter blodtagningen ska PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) inkuberas i minst 2 timmar vid
rumstemperatur fér att sdkerstélla att blodcellerna @r fullsténdigt lyserade. En inkubation
av PAXgene Blood RNA Tube (BRT) 8ver natten kan leda till ett hdgre utbyte. Om PAXgene
Blood RNA Tube (BRT) har férvarats vid 2-8 °C, =20 °C eller =70 °C efter blodtagningen,

skall réret forst ekvilibreras fill rumstemperatur och inkuberas i tvé timmar fére start av

protokollet.

Las sakerhetsinformationen pé sida 9.

Las "Viktiga anmérkningar”, sid. 41.

Las vagledningen om hur RNA hanteras (bilaga A, sid. 71).

Las lamplig bruksanvisning fér QlAcube-instrument och annan ytterligare information som

medfoljer QlAcube-instrumentet och var uppmérksam pé sckerhetsinformationen.

Se till att enheter och instrument som anvdnds, t.ex. pipetter och QlAcube-instrument,
kontrolleras och kalibreras regelbundet enligt tillverkarens rekommendationer.

| bindningsbufferten (BR2) kan precipitat bildas vid férvaring. Vid behov kan denna 18sas
upp genom uppvdrming till 37 °C.

Tvattbuffert 2 (BR4) levereras med satsen som koncentrat. Innan férsta anvéndning ska
lédmplig volym etanol (96-100 %, renhetsgrad p.a.) som anges péa flaskan tillsattas for aft

f& en arbetslésning.
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® Innan RNase-Free DNase Set anvands for forsta gangen skall en DNase I-stamlsning
tilredas. Lés upp DNase | (RNFD; 1500 Kunitzunits)* i 550 pl DNase
atersuspenderingsbuffert (DRB), som levereras med satsen. Se till aft ingen DNase | (RNFD)
gér forlorad nér behdllaren dppnas. Rekonstituerad DNase | (RNFD) fér inte blandas
genom vortexblandning. DNase | ar sarskilt kansligt for fysisk denaturering. Blanda endast

genom att férsiktigt vénda pé& réret.

® For ndrvarande visar féreliggande data att rekonstituerad DNase | (RNFD) som férvaras
vid 2-8 °C &r stabilt i upp till 6 veckor. Om DNase | (RNFD) skall férvaras en léngre tid
rekommenderas att dela upp stamlésningen i mindre alikvoter fér enstaka bruk (anvénd
medféljande 1,5 ml mikrocentrifugrér [MCT] som récker fér 5 alikvoter) och férvara vid
-20 °C i upp fill 9 ménader. Tinade alikvoter kan férvaras i 2-8 °C i upp till 6 veckor.

Frys inte ner upptinade alikvoter.

o Se till att f3lja végledningen fér hantering av RNA (bilaga A, sid. 71) vid rekonstituering
och alikvotering av DNase | (RNFD).

e Installera korrekt skakadapter (som medfslier QlAcube-instrumenten: anvdnd adaptern fér

2 ml sakerhetslocksrér, markta med “2”) och placera skakstéllet ovanpé adaptern.
e Kontrollera avfallsbrickan och t&ém vid behov.

® Installera relaterade protokoll om detta inte gjorts vid tidigare kdrningar. Fér QlAcube
Connect MDx maste alla protokoll i den relaterade zipilen laddas ned. Fér den klassiska
QlAcube ska bada protokollen “PAXgene Blood RNA Part A” och “PAXgene Blood RNA

Part B” installeras. Se “Installation av protokoll péd QlAcube-instrument”, sid. 44.

Procedur

1. Stang QlAcube-instrumentets huv och slé pd QlAcube-instrumentet med strémbrytaren

(QlAcube Connect MDx: se figur 17, sid. 42; QlAcube: se figur 18, sid. 43).

* Kunitz units &r det métt som vanligtvis anvénds fér att méta DNase | och definieras som den méngd DNase | som ger
en 8kad Azo pd 0,001 per minut och milliliter vid 25 °C, pH 5,0 med hégpolymeriserat DNA som substrat (Kunitz, M.
(1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 och 363).
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Ett pipande ljud hérs och startskdrmen visas. Instrumenten utfdr initialiseringstestet
automatiskt.

2. Oppna QlAcube-instrumentets huv och sétt i de reagenser och plastdelar som behévs
i QlAcube-instrumentet. Se “Laddning av QlAcube-instrument”, sid. 45.

For att spara tid kan laddningen géras under ett eller bédda de féljande 10-minuters
centrifugeringsstegen (steg 3 och 5).

3. Centrifugera PAXgene Blood RNA Tube (BRT) i 10 minuter vid 3 000-5 000 x g med en
swing-out-rotor.
|-/ i) Se till att blodprovet i PAXgene Blood RNA Tube (BRT) har inkuberats i minst
NS 2 timmar vid rumstemperatur (15-25 °C) f6r att garantera att blodcellerna har

lyserats fullstandigt.

(i) Rotorn skall vara utrustad med adaptrar fér rér med rund botten. Om andra
N2 typer av adaptrar anvénds kan réren skadas under centrifugeringen.

4. Aspirera forsiktigt supernatanten genom att dekantera eller pipettera. Tillsétt 4 ml RNase-
fritt vatten (RNFW) till pelletten och stdng réret med en ny BD Hemogard-
sdkerhetsforsluting (medféljer kitet).

Se till att pelletten inte stérs om supernatanten dekanteras och torka rérets mynning med
en ren pappershandduk.

5. Vortexa pelletten tills den har &tersuspenderats och centrifugera i 10 minuter vid
3 000-5 000 x g med en swing-outrotor. Ta dérefter bort och kasta hela supernatanten.
Mindre celldebris som &r kvar i supernatanten, efter skakningen men fére centrifugeringen,
stor inte den fortsatta proceduren.

(i) Daremot kan lyseringen hdmmas och lysatet spadas om supernatanten inte
N2 aspireras fullstandigt, och pé& sa vis paverka férutsdttningarna fér RNA att binda

p& PAXgene-membranet.
6. Tillsatt 350 pl atersuspenderingsbuffert (BR1) och vortexblanda tills pelletten ar fullstandigt

atersuspenderad.

7. For dver provet till et 2 ml reaktionsrér (PT) med en pipett.
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|-/-i-\' Anvénd reaktionsrér (PT) pa 2 ml som medfélier PAXgene Blood RNA Kit.

L

8. Ladda 8ppna reaktionsrér (PT) med prov i QlAcube-instrumentets skakapparat (QlAcube
Connect MDx: se figur 21, sid. 47; QlAcube: se figur 22, sid. 48). Provpositionerna &r
numrerade f3r enkel laddning. Satt i skakstallspluggar (ingér i QlAcube-instrument) i facken
pa kanten av skakstallet bredvid varje reaktionsrér. Detta gér att prover kan detekteras vid
laddningskontrollen.
|-/ i) Se till att korrekt skakadapter (skakadapter, 2 ml, sékerhetslocksrér, markta med
= 2" som ingdr i QlAcube-instrumenten) ar installerad.

|-/ I) Vid bearbetning av féarre dn 12 prover ska du se till att ladda skakstallet enligt

NS figur 26, sid. 52. Ett (1) eller 11 prover kan inte bearbetas. Positionsnumren

i skakstallet motsvarar positionsnumren i centrifugen.
9. Sténg QlAcube-instrumentets huv (QIAcube Connect MDx: se figur 17, sid. 42; QlAcube:
se figur 18, sid. 43).
10.Valj protokoll “PAXgene Blood RNA Part A” och starta protokollet.
F&lj instruktionerna som visas pé QlAcube-instrumentets pekskarm.

|/ I) Se till att bédda programdelarna (del A och del B) ar installerade pé& QlAcube-
NS instrumentet (se “Installation av protokoll pd QlAcube-instrument”, sid. 44).

ey

|

N
11.Nar protokollet “PAXgene Blood RNA Part A” &r klart dppnar du QlAcube-instrumentets

huv (QIAcube Connect MDx: se figur 17, sid. 42; QlAcube: se figur 18, sid. 43). Ta bort

PAXgene RNA-kolonnerna (PRC) frén rotoradaptrarna och de fomma reaktionsréren (PT)

QlAcube-instrumenten gér laddningskontroller fr prover, spetsar, rotoradaptrar

och reagensflaskor.

frén skakapparaten och sldng dem.
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(i) Under karningen &verfdrs kolonnerna frén rotoradapterposition 1 (lockposition L1)

N2 till rotoradapterposition 3 (lockposition L2) av instrumentet (se figur 24, sid. 50).

12.5tang locken p& alla 1,5 ml mikrocentrifugrér (MCT) som innehdller renat RNA
i rotoradaptrarna (position 3, lockposition L3, se figur 24, sid. 50). Overfér 1,5 ml
mikrocentrifugrérer (MCT) till QlAcube-instrumentets skakadapter (QlAcube Connect MDx:
se figur 21, sid. 47; QlAcube: se figur 22, sid. 48).

13.Stdng QlAcube-instrumentets huv (QlAcube Connect MDx: se figur 17, sid. 42; QlAcube:
se figur 18, sid. 43).

14.Valj protokoll “PAXgene Blood RNA Part B” och starta protokollet.
Folj instruktionerna som visas pé QlAcube-instrumentets peksk&rm.

ey
N

Detta program inkuberar proverna vid 65 °C och denaturerar RNA fér

efterfoliande  steg. Aven om féljande applikation inkluderar eft

vérmedenatureringssteg, skall detta steg inte utldmnas. Tillracklig RNA-

denaturering &r nddvandig fér maximal effektivitet i efterféljande applikationer.

15.Nar protokollet “PAXgene Blood RNA Part B” &r klart 3ppnar du QlAcube-instrumentets
huv (QlAcube Connect MDx: se figur 17, sid. 42; QlAcube: se figur 18, sid. 43). Placera
omedelbart mikrocentrifugréren (MCT) med renat RNA pé is.

VARNING: Mycket varm yta. Skakapparaten kan uppné temperaturer pd
upp till 70 °C (158 °F). Undvik att vidréra ytan ndr den ar het.

( ) Lt inte renat RNA vara kvar i QlAcube-instrumentet. Om proverna inte kyls kan
.

- det renade RNA:t brytas ner. Odvervakade provberedningar under natten
rekommenderas darfor inte.
16.0m RNA-proverna inte anvands direkt, skall de férvaras vid =20 °C eller -70 °C.
Om RNA, dven efter upprepad nedfrysning och upptining férblir denaturerat, &r det inte
nédvandigt att upprepa inkubationen (“PAXgene Blood RNA Part B”). Om RNA-proven

skall anvéndas for en diagnostisk metod skall tillverkarens angivelser fljas.
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17.

Vi rekommenderar spadning av provet i 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, fér korrekt kvantifiering
av RNA genom absorbans vid 260 nm.* Spddning av provet i RNase-fritt vatten kan leda
till felaktigt léga vérden.

For att stdlla in spekirofotometerns nollpunkt skall eft blankprov (blank) anvéndas, vars
sammansdttning av elueringsbuffert (BR5) och TrissHCl-buffert motsvarar proven som skall
métas. Elueringsbufferten (BR5) absorberar kraftigt vid 220 nm, vilket kan leda till héga

bakgrundsabsorbansvirden om spekirofotometerns nollpunkt inte har stéllts in korrekt.
{ij For atft bestémma koncentrationen i Tris-HCl-buffert, anvénd férhéllandet
.

- Ao = 1 => 44 pg/ml. Se bilaga B, sid. 72.

Ta bort reagensflaskstdllet frén QlAcube-instrumentets arbetsbank (QlAcube Connect MDx:
se figur 21, sid. 47; QlAcube: se figur 22, sid. 48) och sténg alla flaskor med korrekt
markta lock. Buffert i flaskor kan férvaras i rumstemperatur (15-25 °C) i upp fill
3 ménader. Ta bort och slang kvarvarande reagenser i reaktionsréren (PT) i QlAcube-
instrumentets mikrocentrifugrérsfack. Ta bort och sléng rotoradaptrarna i centrifugen. Tém
QlAcube-instrumentets avfallsléda (QlAcube Connect MDx: se figur 17, sid. 42; QlAcube:
se figur 18, sid. 43). Stang QlAcube-instrumentets huv och sl& pé instrumentet med

strombrytaren.

* Anvand alltid laboratorierock, engéngshandskar och skyddsglasdgon vid hantering av kemikalier. Mer information

finns i fillampliga sdkerhetsdatablad (safety data sheets, SDS) som kan erhéllas av produktens éterférséljare.
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Felsékningsguide

Den har felsskningsguiden kan vara till hjélp fér att 16sa eventuella problem som uppstéar. Mer
information finns pé& sidan med vanliga fragor (Frequently Asked Questions, FAQ) p& vért
tekniska supportcenter: www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Dessutom svarar QIAGEN
teknisk service gérna pé frégor om informationen och protokollen i denna handbok eller prov-

och analysmetoder (kontaktinformation finns pé sista sidan eller p& www.qiagen.com).

Kommentarer och férslag

RNA &r nedbrutet

RNase-kontamination I./-"_\. Se fill att inget RNase hamnar i reagenserna
\IJ under proceduren eller efterféljande
hantering (se bilaga A, sid. 71).

Lagt RNA-utbyte

a) Mindre én 2,5 ml blod I./"'_\. Se till att det samlas 2,5 ml blod vid
har samlats i PAXgene \!J blodtagningen i PAXgene Blood RNA

Blood RNA Tube (BRT) Tube (BRT, se PAXgene Blood RNA
Tube-handboken).

b) RNA-koncentration I./-"_\. RNA méste spadas i 10 mM Tris-HCI,

uppmatt i vatten \!) pH 7,5* fér korrekt kvantifiering
(se bilaga B, sid. 72).

c) Celldebris fors dver fill I-/-"-\- Undvik aft féra éver stérre partiklar nar
PAXgene RNA-kolonnen \!J supernatanten pipetteras efter steg 7 av
(PRC) i steg @ och det manuella protokollet (smé& celledebris
10 av det manuella paverkar inte preparationen).
protokollet

* Anvand alltid laboratorierock, engéngshandskar och skyddsglasdgon vid hantering av kemikalier. Mer information
finns i fillémpliga sékerhetsdatablad (safety data sheets, SDS) som kan erhéllas av produktens éterférséljare.
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Kommentarer och férslag

d) Supernatanten I'/ ™
aspireras inte \!)
fullstandigt efter
steg 3

e) Efter blodtagning e

|
i PAXgene Blood RNA \IJ
Tube (BRT) inkuberas
blodet i hdgst 2 timmar

Lagt Azeo/ Azso-véirde
a) Vatten anvénds for I./'-'\.
att spada RNA for \!)

Az60/ Aaso-matning

b) Spekirofotometern &r I./'-'\.
inte korrekt nollstalld \\I)

Se till att supernatanten aspireras fullsténdigt.
Om den dekanteras, skall droppar pé randen
till PAXgene Blood RNA Tube (BRT) tas bort
med en pappershandduk. Genomfér rimliga
forsiktighetsatgarder for att undvika
korskontaminering.

Inkubera blod i PAXgene Blood RNA Tube
(BRT) i minst 2 timmar efter provtagning.

Anvénd 10 mM Tris-HCI, pH 7,5 for
spadning av RNA innan renheten mats*

(se bilaga B, sid. 72).

For att stalla in spektrofotometerns nollpunkt
skall ett blankprov (blank) anvéndas, vars
sammanséttning av elueringsbuffert (BR5) och
10 mM TrisHCl, pH 7,5, motsvarar proven
som skall métas. Elueringsbufferten (BR5)
absorberar kraftigt vid 220 nm, vilket kan
leda till héga bakgrundsabsorbansvérden om
spekirofotometerns nollpunkt infe har stallts in
korrekt.

Instrumentfel
QlAcube-instrumenten Las lamplig QlAcube-bruksanvisning och var
fungerade inte korrekt uppmérksam pé& felsékningsavsnittet. Se fill att

QlAcube-instrumentet ar korrekt underhdllet, enligt

beskrivningen i bruksanvisningen.

* 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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Bilaga A: Allménna hénvisningar angéende
RNA-hantering

Arbeta med RNA

e
L

Ribonukleaser (RNaser) ar mycket motstandskraftiga och aktiva enzymer, som
normalt inte beh&ver kofaktorer fr att fungera. RNaser &r svéra att inaktivera och
dven sm& mangder kan bryta ner RNA. Anvand darfér inga laboratoriematerial
av glas eller plast utan att forst eliminera eventuell RNase-kontamination. Se till att
inga RNase-kontaminationer kan tillkomma pd& RNA-proven under eller efter
reningsproceduren. For aft skapa och bevara en RNasefri omgivning bér de
péfsliande forsiktighetsatgérderna féljas vid férbehandling och bruk av engéngs-

och flergéngsbehéllare och 16sningar vid arbete med RNA.

Allméan hantering

e
L

Arbetet med RNA ska alltid félja principerna fér korrekt mikrobiologisk
aseptiska teknik. Hénder och dammpartiklar kan béra pé bakterier och
mogelsvampar, vilket ar de vanligaste orsakerna till RNase-kontaminering. For
att undvika RNase-kontaminering via hud eller dammig laboratorieutrustning
ska du alltid bara latex- eller vinylhandskar vid hantering av reagenser och
RNA-prover. Byt laboratoriehandskarna ofta och sténg alltid alla rér direkt efter
anvandning. L&t renat RNA ligga kvar pd is, om alikvoter pipetteras for

nedstrémstilldmpningar.

Protokoll fér att ta bort RNase-kontaminering fran glasmaterial och 18sningar finns i allménna

molekyldrbiologiska metodbdcker som t.ex. Sambrook, J. und Russell, D. W. (2001) Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 3rd ed. Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor

Laboratory Press.
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Bilaga B: Bestdmning av mangd och kvalitet av
Total RNA

Bestémma méngden RNA

Koncentrationen av RNA ska bestdmmas genom métning av absorbansen vid 260 nm (Azo) i en
spekirofotometer. Absorbansvérdena skall ligga i spektrofotometerns linjéra omrade for att ge
en s& noggrann matning som majligt. En absorbans pa 1 enhet vid 260 nm motsvarar 44 pg
RNA per ml (A0 = 1 = 44 pg/ml). Detta férhéllande géller endast fér métningar i 10 mM
Tris-HCI, pH 7,5, *. Om det &r nédvandigt att spdda RNA-provet skall det darfér géras i 10 mM
Tris:HCl. S& som anges nedan (se "RNA-enhet’, sid. 73) ger forhdllandet mellan
absorbansvérdena vid 260 nm och 280 nm ett métt p& RNA:ts renhet. Se fill att kyvetterna som
anvénds fér méting av RNA-prov &r RNasefria. Fér att stélla in spekirofotometerns nollpunkt
skall ett blankprov (blank) anvéndas, vars sammansattning av elueringsbuffert (BR5) och Tris-HCI-
buffert motsvarar proven som skall métas. Elueringsbufferten (BR5) absorberar kraftigt vid
220 nm, vilket kan leda till héga bakgrundsabsorbansvarden om spektrofotometerns nollpunkt

inte har stdllts in korrekt. Nedan finns ett exempel p& hur RNAkoncentrationen berdknas.

RNA-provets volym = 80l

Spadning (1/15) 10 pl RNA-prov + 140 pl 10 mM Tris-HCI, pH 7,5
Méat absorbans av utspatt prov i en kyvett (RNase-fri).

Aze0 = 0,3

Provets koncentration

44 x Ao x spadningsfaktor
= 44x03x15
= 198 pg/ml
Totalt utbyte = koncentration x provvolym i milliliter
= 198 pg/ml x 0,08 ml
= 15,8 pg RNA

* Anvand alltid laboratorierock, engéngshandskar och skyddsglasdgon vid hantering av kemikalier. Mer information
finns i fillémpliga sékerhetsdatablad (safety data sheets, SDS) som kan erhéllas av produktens dterférséljare.
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RNA:-renhet

Forhdllandet av absorbansvérdena frén 260 nm till 280 nm (Azeo/Azso) Gr ett métt pd RNA
renheten avseende kontaminanter som absorberar UV, som t.ex. protein. Aaso/Azoférhéllandet
beror dock till stor del p& pH-vérdet. Lagre pH-vérde resulterar i eft lagre Azso/ Azsoférhéllande och
minskad  kénslighet  fér  proteinkontaminering.*  Fér  korrekta  vérden  rekommenderar
vi absorbansméingar i 10 mM TrisHCI, pH 7,5. Ren RNA har eft Axco/Assofdrhéllande pé
1,8-2,2 i 10 mM Tris-HCl, pH 7,5. Fér aft stdlla in spektrofotometerns nollpunkt skall ett blankprov
(blank) anvéndas, vars sammansétining av elueringsbuffert (BR5) och Tris-HCl-buffert motsvarar
proven som skall métas. Elueringsbufferten (BR5) absorberar kraftigt vid 220 nm, vilket kan leda fill

héga bakgrundsabsorbansvérden om spekirofotometerns nollpunkt inte har stéllts in korrekt.

* 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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Bilaga C: Hantering av PAXgene Blood RNA
Tubes (BRT)

( ') Féliande rekommendationer frén BD kan vara hjglpsamma vid hantering av
N PAXgene Blood RNA Tubes (BRT). Se PAXgene Blood RNA Tube-handboken for
mer information om PAXgene Blood RNA Tubes (BRT).

Anvisningar fér borttagning av BD Hemogard-sdkerhetsforsluting

1. Ta tag i PAXgene Blood RNA Tube (BRT) med ena handen och placera tummen under BD
Hemogard-séikerhetsforslutningen. (Ytterligare stabilitet kan uppnds om underarmen stéds mot
en fast yta.) Skruva av BD Hemogardfrslutningen med ena handen, samtidigt som du med

den andra handens tumme trycker uppat ENDAST TILLS PROPPEN | RORET LOSSNAR.

2. Ta bort tummen innan férslutmingen tas av. Anvénd INTE tummen fér att trycka av férslutningen
fran PAXgene Blood RNA Tube (BRT). Férsiktighet! Om PAXgene Blood RNA Tube (BRT)
innehéller blod, utgér detta en potentiell infektionsrisk. Fér att undvika att skada sig nér
forslutningen tas bort, &r det viktigt aft ta bort tummen (med vilken férslutningen trycks upp) frén
PAXgene Blood RNA Tube (BRT), s& snart BD Hemogard-{orslutningen lossnar.

3. Lyft av férsluingen frén PAXgene Blood RNA Tube (BRT). Om det mycket osannolika intréffar
att plasthsliet lossnar frén gummiproppen, FORSOK INTE ATT SATTA IHOP FORSLUTNINGEN
IGEN. Avlégsna forsiktigt gummiproppen frén PAXgene Blood RNA Tube (BRT).

Beskrivning om aterforslutning med en sekunddr BD Hemogard-sdkerhetsforslutning

1. Satt en ny férslutning p& PAXgene Blood RNA Tube (BRT).

2. Skruva och tryck samtidigt ned proppen pé roret tills det sitter ordentligt. Proppen skall
tryckas in fullstandigt s& att forslutningen sitter sékert p& PAXgene Blood RNA Tube (BRT)

vid hantering.
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Bestallningsinformation

Produkt Innehadll Kat. nr

PAXgene Blood RNA Kit (50) 50 PAXgene Spin Columns, 50 Shredder 762174
Spin Columns, Reaktionsrdr , RNasefri
DNase |, RNase-ria reagenser och
buffertar. Fér att anvandas tillsammans

med PAXgene Blood RNA Tubes

PAXgene Blood RNA Tubes 100 blodtagningsrér 762165
(100)

Relaterade produkter som kan bestdllas fran QIAGEN

Starter Pack, QlAcube Férpackningen innehdller: reagensflaskstdil 990395
(3); efikettremsor (8); 200 plilterspetsar
(1024); 1000 pl filterspetsar (1024); 1000 pl
filterspetsar, bred cylinder (1024); 30 ml
reagensflaskor (18); rotoradaptrar (240);
rotoradapterhéllare

Filter-Tips, 1000 pl (1024) Sterila engéngsfilterspetsar, i stdll 990352

Reagent Bottles, 30 ml (4) Reagensflaskor (30 ml) med lock; 6 pack; 990393
ska anvéndas med QlAcube-instrumentets
reagensflaskstall

Rotor Adapters (10 x 24) Fér 240 prepareringar: 240 rotoradaptrar 990394

for engangsbruk fér QlAcube-instrument

Reagent Bottle Rack Stall med plats fr 6 x 30 ml reagensflaskor 990390
pé& QlAcube-instrumentets arbetsbank

Rotor Adapter Holder Hallare fér 12 rotoradaptrar for 990392
engdngsbruk fér QlAcube-instrument
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Relaterade produkter som kan bestdllas fran BD*

Blood Collection Set BD Vacutainer® Safety-Lok™ 6 Blood 367286
Collection Set: 21G, 0,75 tums-kanyler
(0,8 x 19 mm), 12 tums-slang (305 mm)
med luer-adapter; 50 per box, 200 per
behallare

BD Vacutainer One-Use Holder  Behdllare endast for 13 mm och 16 mm 364815
diameter; 1 000/behallare

BD Vacutainer Plus Serum Tubes 13 x 75 mm 4,0 ml, med réd 368975
BD Hemogard-scikerhetsférslutning och
pappersetikett; 100/box, 1 000/behéllare

* Dessa blodprovtagningstillbehér &r typiska produkter som kan anvéndas tillsammans med PAXgene Blood RNA
Tubes (BRT). Mer information, inklusive bestéliningsinformation fér dessa tillbehér, finns p& www.preanalytix.com.

Uppdaterad licensinformation och produktspecifika friskrivningsklausuler finns i respektive
bruksanvisning eller handbok fér PreAnalytiX eller QIAGEN kit. Handbécker och
bruksanvisningar fér PreAnalytiX och QIAGEN finns tillgéngliga p& www.preanalytix.com

och www.qiagen.com eller kan bestdllas fran PreAnalytiX tekniska service.
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Handbokens revisionshistorik

HB-0101-005, R3

HB-0101-006, R3

HB-0101-007, R4

i hela dokumentet

Ny mall; revideringar av automatiserat protokoll och
prestandadata; uppdatering av sékerhetsinformation fér
Sverensstammelse med GHS-féreskrifter; éndringar av
instrumentdetaljer och dokumentet Begrénsningar fér
produktanvéndning.

Korrigering av kitets namn i kitets innehdllsférteckning,

sid. 5.

Tilldgg av QlAcube Connect MDx fill automatiserade
protokoll; genomgdende uppdatering av sprék for
att innefatta referenser till QlAcube Connect MDx;

genomgé&ende uppdatering av tabell, sid- och bildnummer.

Dokument och revision Andringar Datum
HB-0101-004, R2 Andringar fér éverensstémmelse med GHS-féreskrifter Juni 2015

Februari 2019

Januari 2020

December 2020
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PreAnalytiX éver hela varlden

PreAnalytiX produkter sdljs av QIAGEN och BD féretag

QIAGEN - Kundtiéinst

Bestdllning www.QIAGEN.com/shop | Teknisk support support.qiagen.com | Webbplats www.qiagen.com

BD - Kundtjéinst

Argentina, Uruguay and Paraguay
Orders: 0800.444.5523

E-mail: crc_argentina@bd.com

Australia

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

Austria

Orders: 43.1.7063660

Fax: 43.1.706366011

E-mail: customercare.at@bd.com

Belgium

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

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

Canada

Technical support: 1.800.631.0174
Orders: 1.866.979.9408

Fax: 1.800.565.0897

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

Central and Eastern Europe

Orders: 48.22.377.11.11

Fax: 48.22.377.11.02

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

Orders: 45.43.43.45.66
Fax: 45.43.96.56.76
Orders: ordre.dk@bd.com

Technical support: bddenmark@bd.com

Finland

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

France

Orders: 33.476.68.36.36

Fax: 33.476.68.36.93

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

Germany
Orders: 49.6221.3050
Fax: 49.6221.305.216

E-mail: customercare.de@bd.com

India
Orders: 91.124.3949390
Orders: bd_india@bd.com

Ireland (Aquilant Specidlist Healthcare Services)
Customer support: 353.1.404.8350
Fax: 353.1.404.8352

E-mail: contactus@aquilantscientific.ie

Israel (Lapidot Medical)
Customer Support: 972.700.70.90.22

E-mail: cs@lapidot.com

Italy

Orders: 39.02.48240.500

Fax: 39.02.48240.775

Technical support: 39.3450655140
E-mail: ordini.it@bd.com
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Middle East & Africa
Orders: 971.45.592.555
Fax: 971.45.592.599
E-mail: EMA_PAS@bd.com

The Netherlands

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

New Zealand
Orders: 0800.572.468
Fax: 0800.572.469

E-mail: nz_customerservice@bd.com

Norway

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

Southeast Asia

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

Orders: 02.3404.3706

Fax: 02.3404.3785

Technical: 02.3404.3706

Technical support: Korea_PAS@bd.com

Spain, Portugal and Andorra

Orders: 34.91.848.8174

Customer support: 34.902.27.17.27
Fax: 34.91.848.8115

E-mail: info.spain@bd.com

Sweden

Orders: 46.8.775.51.00

Fax: 46.8.645.08.08

Orders: order.se@bd.com

Technical support: bdsweden@bd.com

Switzerland

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

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

USA
Customer support: 800.631.0174

E-mail: productcomplaints@bd.com
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