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Namena

Za korisc¢enje u in vitro dijagnostici.

Sistem PAXgene Blood RNA System sastoji se od epruvete za prikupljanje uzoraka
krvi(PAXgene Blood RNA Tube, BRT)i kompleta za prec¢i$cavanje nukleinske kiseline
(PAXgene Blood RNA Kit). Namenjen je za prikupljanje, skladistenje i transport krvi i
stabilizaciju intracelularne RNK u zatvorenoj epruveti i naknadnu izolaciju i
preciscavanje RNK domacina iz pune krvi za RT-PCR analizu koja se koristi u
molekularnom dijagnosti¢kom testiranju.

Karakteristike performansi sistema PAXgene Blood RNA System su uspostavljene
samo sa transkriptima gena FOS i IL1B. Korisnik je odgovoran za uspostavljanje
odgovarajucih karakteristika performansi za PAXgene Blood RNA System za druge
ciljne transkripte.

Indikacije za upotrebu

Komplet PAXgene Blood RNA Kit sluzi za preciS¢avanje intracelularne RNK iz pune
krvi prikupljene u epruvetu PAXgene Blood RNA Tube (BRT). Kada se komplet koristi
u kombinaciji sa epruvetom PAXgene Blood RNA Tube (BRT), sistem pruZa precis¢enu
intracelularnu RNK iz pune krvi za RT-PCR analizu koja se koristi u molekularnom
dijagnostickom testiranju.

Predvideni korisnik

Namenjeno je da proizvod koriste stru¢ni korisnici, npr. tehnicari i lekari koji su
obuceni zain vitro dijagnosticke procedure.

Komplet je predviden za profesionalnu upotrebu.
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Opisiprincip rada

Uvod

Prikupljanje pune krvi je prvi korak u mnogim molekularnim ispitivanjima koja se
koriste za proucavanje celijske RNK. Medutim, glavni problem u takvim
eksperimentima je nestabilnost cCelijskog profila RNK in vitro. Studije u kompaniji
PreAnalytiX su pokazale da se broj kopija pojedinacnih vrsta mRNK u punoj krvi moze
promeniti viSe od 1000 puta tokom skladiStenja ili transporta na sobnoj temperaturi
(Rainen et al., 2002). Ovo je uzrokovano i brzom razgradnjom RNK i indukovanom
ekspresijom odredenih gena nakon uzimanja uzorka krvi. Takve promene u profilu
ekspresije RNK onemogucavaju pouzdane studije ekspresije gena. Metoda koja ¢uva
profil ekspresije RNK tokom i posle flebotomije je stoga od sustinskog znacaja za
preciznu analizu ekspresije gena u humanoj punoj krvi.

Princip i procedura

Kompanija PreAnalytiX je razvila sistem koji omoguc¢ava prikupljanje, stabilizaciju,
skladiStenje i transport uzoraka humane pune krvi, zajedno sa brzim i efikasnim
protokolom za izolaciju intracelularne RNK. Sistem zahteva upotrebu epruveta
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) za prikupljanje krvi i stabilizaciju RNK, nakon ¢ega
sledi ru¢na ili automatizovana izolacija RNK pomoc¢u kompleta PAXgene Blood RNA
Kit. | ru¢ni i automatizovani protokoli pruzaju sustinski ekvivalentne performanse u
pogledu kvaliteta i prinosa RNK. Podaci o performansama za rucni protokol (pocevsi
od strane 46 i automatizovani protokol (pocevsi od strane 54) su ukljuéeni u ovaj
prirucnik.
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PAXgene Blood RNA System omoguc¢ava standardizaciju predanaliti¢kih koraka toka
rada od prikupljanja uzoraka krvi doizolacije celijske RNK prema standardu ISO 20186~
1:2019, Molekularna in vitro dijagnosticka ispitivanja - specifikacije za procese pre
ispitivanja pune venske krvi - deo 1: Izolovana celijska RNK.

Prikupljanje i stabilizacija uzoraka

Epruvete PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) sadrze vlasnicki reagens za stabilizaciju
exvivo promene u ekspresiji gena na najmanju moguc¢u meru. Karakteristike
performansi sistema PAXgene Blood RNA System su uspostavljene sa transkriptima
gena FOS i IL1B koji se mogu videti poCevsi od strane 41.

Izolacija RNK

Komplet PAXgene Blood RNA Kit sluZi za izolaciju ukupne RNK iz 2,5 ml humane pune
krvi prikupljene u epruveti PAXgene Blood RNA Tube (BRT). Postupak je jednostavan
i moze se izvrsiti koris¢enjem ruénih ili automatizovanih procedura(pogledajte sliku 1
ili sliku 3, strana10 ili 12, tim redom). U oba protokola izolacija pocinje korakom
centrifugiranja radi stvaranja kuglica nukleinskih kiselina u epruveti PAXgene Blood
RNA Tube (BRT). Kuglice se ispiraju i resuspenduju, nakon c¢ega sledi rucna ili
automatizovana izolacija RNK. U principu, oba protokola prate iste korake protokola
saistim komponentama kompleta.
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Ruéna izolacija RNK

Detaljno, resuspendovane kuglice se inkubiraju u optimizovanim puferima zajedno sa
proteinazom K (PK) kako bi se postigla razgradnja proteina. Obavlja se dodatno
centrifugiranje kroz PAXgene Shredder spin kolonicu (PSC)radi homogenizacije lizata
c¢elijaiuklanjanje zaostalih ostataka ¢elija, a supernatant protocne frakcije se prenosi
u svezu mikrocentrifugalnu epruvetu (MCT). Etanol se dodaje da bi se prilagodili uslovi
vezivanja, a lizat se nanosi na spin kolonicu PAXgene RNA (PRC). Tokom kratkog
centrifugiranja, RNK se selektivno vezuje za PAXgene silicijumsku membranu, dok
kontaminatni prolaze. Zaostali kontaminanti se uklanjaju u nekoliko efikasnih koraka
ispiranja. Izmedu prvog i drugog koraka ispiranja, membrana se tretira
dezoksiribonukleazom | (RNFD) kako bi se uklonili tragovi vezane DNK. Nakon koraka
ispiranja, RNK se ispira u puferu za ispiranje (BR5) i denaturiSe se toplotom.
Karakteristike performansiru¢ne izolacije RNK pomocu sistema PAXgene Blood RNA
System mogu se pogledati na stranici 46.
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Slika 1: Ruéna procedura za PAXgene Blood RNA.
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Automatizovana izolacija RNK

Izolacija RNK u krvi je automatizovana na instrumentu QIAGEN QlAcube Connect MDx.
Inovativni instrument koristi naprednu tehnologiju za obradu QIAGEN spin kolona,
omogucavajuci besprekornu integraciju automatizovane pripreme uzoraka niske
propusnosti u laboratorijski tok posla. Priprema uzoraka pomoc¢u QlAcube Connect
MDx prati iste korake kao i ru¢ni postupak (tj. liza, vezivanje, ispiranje i izdvajanje), i
moze se izvesti koris¢enjem istog kompleta PAXgene Blood RNA Kit.

Sean a ki bar code QlAcube Connect MDx

........

- — | [

Slika 2: QlAcube Connect MDx.

/o™ Instrument QIAGEN QlAcube Connect MDx nije dostupan u svim zemljama.
2 Obratite se tehnickoj sluzbi kompanije QIAGEN za detaljnije informacije.
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Automatizovani protokol izolacije RNK sastoji se od 2 dela (ili protokola), ,PAXgene
Blood RNA Part A" (od krvi u epruveti PAXgene Blood RNA Tube do izdvajanja) i
,PAXgene Blood RNA Part B” (od perioda nakon izdvajanja do RNK spremne za
upotrebu), sa kratkom ru¢nom intervencijom izmedu 2 dela (pogledajte sliku 3).
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Slika 3: Automatizovana procedura PAXgene Blood RNA.
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Centrifugirane, isprane i resuspendovane kuglice nukleinske kiseline (procitajte
odeljak ,Izolacija RNK", strana 8) prenose se iz epruvete PAXgene Blood RNA Tube
(BRT) u epruvete za obradu (PT), koje se stavljaju u jedinicu termosejkera na radnom
stoluinstrumenta QlAcube Connect MDx. Rukovalac bira i pokrece protokol ,PAXgene
Blood RNA Part A" iz menija. QlAcube Connect MDx obavlja korake protokola do
izdvajanja RNK u puferu za izdvajanje (BR5). Rukovalac prenosi MCT epruvete koje
sadrze precis¢enu RNK u jedinicu termosejkera instrumenta QlAcube Connect MDx.
Rukovalac bira i pokrece protokol ,PAXgene Blood RNA Part B” iz menija i instrument
OlAcube Connect MDx obavlja toplotnu denaturaciju. Karakteristike performansi
automatizovane izolacije RNK pomoc¢u sistema PAXgene Blood RNA System na
instrumentu QlAcube Connect MDx mogu se pogledati na stranici 54.
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Obezbedeni materijal
Sadrzaj kompleta

PAXgene Blood RNA Kit
Kataloski br.
Broj uredaja za prikupljanje

Naziv

komponente

BR1
BR2
BR3
BR4
BR5
RNFW
PK
PRC
PT
Hemogard™
MCT

RNFD

RDD

DRB

PSC

Priruénik

Pufer za resuspenziju

Vezujuéi pufer*

Pufer za ispiranje 1*

Pufer za ispiranje 2 (koncentrat)t
Pufer za izdvajanje

Voda bez ribonukleaze (boca)
Proteinaza K (zeleni poklopac)
PAXgene RNA spin kolonice (crvene)t
Epruvete za obradu (2 ml}
Sekundarni BD Hemogard poklopci
Mikrocentrifugalne epruvete (1,5 ml)

Dezoksiribonukleaza |, bez ribonukleaze
(liofilizovana)

Pufer za razgradivanje DNK (beli poklopac)

Pufer za resuspenziju dezoksiribonukleaze
(epruveta, ljubicasti poklopac)

PAXgene Shredder spin kolonice
(ljubicasto)t

Priru¢nik za komplet PAXgene Blood RNA
Kit (verzija 3)

[PAXgene [SHRED|COL |

BH

(50)
762174
50

20ml
18 ml
45 ml
Mml
6ml
2x125ml
2x1,4ml
5x10
6x50
50
3x50,1x10

1500 Kunitz
jedinica

2x2ml

2ml

5x10

* Nije kompatibilno sa reagensima za dezinfekciju koji sadrze izbeljiva¢. Sadrzi gvanidijumsku so. Informacije o
bezbednosti potrazite na stranici 18.
t Pufer za ispiranje 2 (BR4) se isporu¢uje kao koncentrat. Pre prvog korisc¢enja, dodajte 4 zapremine etanola (96-100%
v/v, stepena Cistoce p.a.), kao $to je naznaceno na bocici da biste dobili radni rastvor.
+ Svaka kolonica je upakovana u blister koji je namenjen samo za jednokratnu upotrebu. Uputstva o odlaganju na otpad
potrazite u bezbednosnim informacijama.
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§ Epruvete su dostupne u plasti¢nim vrecicama i svaka epruveta je namenjena samo za jednokratnu upotrebu. Uputstva
o odlaganju na otpad potrazite u bezbednosnim informacijama.

1 Kunitz jedinice su jedinice koje se Gesto koriste za merenje dezoksiribonukleaze |, definisane kao koli¢ina
dezoksiribonukleaze | koja uzrokuje povecanje vrednosti Azo od 0,001 u minuti po mililitru na 25 °C, pH 5,0, sa visoko

polimerizovanom DNK kao supstratom (Kunitz, M. (1950)J. Gen. Physiol. 33, 349 i 363).

Komponente u kompletu

BR2
BR3

BR4
BR5
RNFW
PK
RNFD

RDD

DRB

Uputstvo za upotrebu (Priru¢nik) za komplet PAXgene Blood RNA Kit

Pufer za resuspenziju
Vezujuc¢i pufer

Pufer za ispiranje 1

Pufer za ispiranje 2 (koncentrat)
Pufer za izdvajanje

Voda bez ribonukleaze (boca)
Proteinaza K (zeleni poklopac)

Dezoksiribonukleaza |, bez
ribonukleaze (liofilizovana)

Pufer za razgradivanje DNK (beli
poklopac)

Pufer za resuspenziju
dezoksiribonukleaze (epruveta,
ljubicasti poklopac)

Nema
Gvanidin tiocijanat

Gvanidin tiocijanat
Etanol

Nema
Nema
Nema
Proteinaza K

Dezoksiribonukleaza

Nema

Nema

od >30do <50% w/w

0d>10do<20% w/w
0d>3do<10% w/w

od>1do<3% w/w

0d 290 do<100% w/w
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Potreban materijal koji se ne isporucuje

Kada radite sa hemikalijama, uvek nosite odgovarajuci laboratorijski mantil, rukavice
za jednokratnu upotrebu i zastitne naocare. ViSe informacija potrazite u
odgovarajuc¢im listovima sa bezbednosnim podacima (Safety Data Sheet, SDS)
dostupnim kod dobavljac¢a proizvoda.

Za sve protokole

e PAXgene Blood RNA Tubes(BRT, PreAnalytiX; kat. br. 762165)

e Etanol(96-100% v/v, stepena Cistoce p.a.)

e Pipete*(10 yl-4ml)

e Sterilni pipetni nastavci bez ribonukleaze, sa aerosolnom barijerom
e Graduisani cilindar?

e Centrifuga* sposobna da postigne 3000-5000 x g i opremljena je rotorom
promenljivog nagiba (engl. swing-bucket) za drzanje epruveta PAXgene Blood
RNA Tubes (BRT)

e \VrtloZzna mesalica*
e Drobljeniled

e Trajna olovka za oznaCavanje

Za rucni protokol

e Mikrocentrifuga sa promenljivom brzinom* sposobna da postigne opseg od
najmanje 1000-8000 x g, mada su primenljive nize i vec¢e g-sile (detalje potrazite
u koracima protokola), i opremljena rotorom za MCT od 2 ml

* Uverite se da se uredaji i instrumenti redovno proveravaju, odrzavaju i kalibriSu u skladu sa preporukama proizvodaca.
t Postarajte se za to da se upoznate sa smernicama o rukovanju sa RNK (Dodatak A, strana 75).
# Zadodavanje etanola u koncentrat pufera BR4.
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o Sejker-inkubator* sposoban za inkubaciju na 55 °C i 65 °C i protresanje na
> 400 o/min, ne premasujuci 1400 o/min (npr. Eppendorf® Thermomixer Compact
ili ekvivalent)

Za automatizovani protokol

e Makaze
e (QlAcube Connect MDx*(0QIAGEN, kat. br. 9003070)

Potrosni materijal za instrument QlAcube Connect MDx:

e Filter-Tips, 1000 pl(1024)(QIAGEN, kat. br. 990352)t
e Reagent Bottles, 30 mL (6)(QIAGEN, 990393)t
e Rotor Adapters(10 x 24)(QIAGEN, kat. br. 990394)!

Dodatni pribor za instrument QlAcube Connect MDx:

e Rotor Adapter Holder (QIAGEN, kat. br. 990392)f

OlAcube Connect MDx servisni paketi:

e QlAcube Connect MDx System FUL-2 (QIAGEN, kat. br. 9003071)
e (QlAcube Connect MDx System FUL-3 (QIAGEN, kat. br. 3003072)
e QlAcube Connect MDx System PRV-1(QIAGEN, kat. br. 9003073)
e QlAcube Connect MDx Device PRV-1(0IAGEN, kat. br. 9003074)

e QlAcube Connect MDx System PRM-1(QIAGEN, kat. br. 9003075)

* Uverite se da su uredaj i instrument provereni, odrzavani i kalibrisani redovno u skladu sa preporukama proizvodaca.
t Takode ukljucen u Starter Pack, OlAcube (QIAGEN, kat. br. 990395).
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Upozorenja i mere predostroznosti

Kupci u Evropskoj uniji treba da imaju u vidu da su u obavezi da svaki ozbiljni incident
koji se desi u vezi sa medicinskim uredajem prijave proizvodacu i nadleznom organu
drzave Clanice u kojoj se nalazi korisnik i/ili pacijent.

Kupci van Evropske unije treba da imaju u vidu da ¢e mozda morati da konsultuju
lokalne propise kada proizvodacu i/ili njegovom ovlas¢enom predstavniku i
regulatornim telima koja su na snazi u zemlji u kojoj se nalazi korisnik i/ili pacijent
prijavljuju ozbiljne incidente koji su se desili u vezi sa uredajem.

Informacije o bezbednosti

Kada radite sa hemikalijama i bioloski opasnim materijalima, uvek nosite
odgovarajuci laboratorijski mantil, rukavice za jednokratnu upotrebu i zastitne
naocCare. Vise informacija potrazite u odgovaraju¢im listovima sa bezbednosnim
podacima(Safety Data Sheet, SDS). Dostupni su na mrezi u prakticnom i kompaktnom
PDF formatu na adresi www.giagen.com/safety, na kojoj mozete da pronadete,
pogledate i odStampate SDS-ove za svaki QIAGEN komplet i komponentu kompleta.

e Sve hemikalije i sav bioloSki materijal potencijalno su opasni. Uzorci krvi i
analiti¢ki uzorci potencijalno su infektivni i moraju da se tretiraju kao bioloSki
otpad.

e (OdlazZite bioloski otpad i otpad kompleta u skladu sa bezbednosnim postupcima
koji su vazeci u vasoj zemlji.

Informacije za hitne slucajeve

CHEMTREC
Van SAD i Kanade +1703-527-3887
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Mere predostroznosti

Kada radite sa krvlju, primenjujte univerzalne mere predostroznosti kako biste izbeqli
rizik od potencijalnog izlaganja patogenima koji se prenose krvlju (npr. HIV, hepatitis
B i drugi virusi koji se prenose krvlju). Koristite rukavice, mantile, zastitne naocare,
drugu liénu zastitnu opremu i tehnicke mere za zastitu od izlaganja krvlju. Vise
informacija potrazite u odgovarajuc¢im listovima sa bezbednosnim podacima (Safety
Data Sheet, SDS). Dostupni su na mrezi u prakticnom i kompaktnom PDF formatu na
adresi www.preanalytix.com, na kojoj moZete da pronadete, pogledate i odStampate
SDS-ove za ovaj komplet.

OPREZ
NEMOJTE dodavati izbeljivac niti kisele rastvore direktno u otpad
od pripreme uzorka.

Vezujuci pufer (BR2) i pufer za ispiranje 1(BR3) sadrze gvanidin tiocijanat, koji moze
formirati visoko reaktivna jedinjenja u kombinaciji sa izbeljivatem. Ako se vezujuci
pufer(BR2)ili pufer zaispiranje 1(BR3) prospu, ocistite odgovarajucim laboratorijskim
deterdZentom i vodom. Ako se prospe tecnost koja sadrzi potencijalno infektivne
agense, prvo oCistite zahvaceno podrucje laboratorijskim deterdZzentom i vodom, a
zatim natrijum hipohloritom od 1% (v/v)(izbeljivacem).

Rastvor za stabilizaciju RNK i meSavina krvi iz epruvete PAXgene Blood RNA Tube
(BRT) mogu se dezinfikovati koris¢enjem 1 dela komercijalnog rastvora izbeljivaca

(5% natrijum hipohlorit) na 9 delova mesavine rastvora za stabilizaciju RNK i krvi.

Otpad od pripreme uzoraka, kao $to su supernatanti iz koraka centrifugiranja u
postupku izolacije RNK, treba smatrati potencijalno infektivnim. Koristite kontejnere
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za biolosku opasnost za odlaganje bioloskih materijala. Odlaganje se mora obavljatiu
skladu sa lokalnim propisima i procedurama vaseg objekta.

Specificne komponente kompleta PAXgene Blood RNA Kit su namenjene samo za
jednokratnu upotrebu. Informacije o pojedinacnim komponentama potrazite pod
stavkom SadrZaj kompleta na strani 14.

Sledece izjave o opasnostima i merama opreza se odnose na komponente kompleta
PAXgene Blood RNA Kit. Informacije o bezbednosti epruveta PAXgene Blood RNA
Tubes (BRT) potrazite u Priru¢niku za epruvete PAXgene Blood RNA Tube.

Pufer BR2

Sadrzi: gvanidin tiocijanat. Opasnost! Stetno ako se proguta.

Y
e & MozZe biti Stetno u kontaktu sa kozom ili ako se udahne.

Uzrokuje ozbiljno osteéenje oka. Stetno po vodene organizme
sa dugoro¢nim posledicama. Kontakt sa kiselinama oslobada
veoma toksi¢an gas. Izbegavajte ispustanje u okruzenje. Nosite
zastitne rukavice / zastitnu odecu / zastitu za o¢i i zastitu za
lice. AKO UBE U OCI: Pazljivo ispirajte vodom nekoliko minuta.
Uklonite sociva ako ih nosite i ako je to lako uraditi. Nastavite
saispiranjem. Ako ste biliizlozeni ili mislite da je doslo do toga:
odmah pozovite lekara ili CENTAR ZA TROVANJE. OdlozZite
sadrzaj/kontejner na odobreno mesto za odlaganje otpada.
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Pufer BR3

Dezoksiribonukleaza |

Sadrzi: etanol; gvanidin tiocijanat. Opasnost! Zapaljiva te¢nost
i isparenje. Uzrokuje ozbiljno oStecenje oka. Kontakt sa
kiselinama oslobada veoma toksi¢an gas. Drzite dalje od
toplote / varnica / otvorenog plamena / toplih povrSina.
Zabranjeno pu$enje. Nosite zastitne rukavice / zastitnu odecu
/ za$titu za o&ii zastitu za lice. AKO UBE U OCI: Pazljivo ispirajte
vodom nekoliko minuta. Uklonite socCiva ako ih nosite i ako je to
lako uraditi. Nastavite sa ispiranjem. Odmah pozovite lekara ili
CENTAR ZA TROVANJE.

Sadrzi: dezoksiribonukleazu. Opasnost! Moze da dovede do
alergijske reakcije na kozi. Moze izazvati simptome alergije ili
astme ili teSkoce u disanju ako se udahne. Izbegavajte udisanje
prasine. Nosite zastitne rukavice / zastitnu odecu / zastitu za
oCi i zastitu za lice. Nosite respiratornu zastitu. Ako ste bili
izlozeni ili mislite da je doSlo do toga: pozovite lekara ili
CENTAR ZA TROVANJE. lIzvedite osobu na svez vazduh i
omogucite joj slobodno disanje. Operite kontaminiranu odecu
pre ponovne upotrebe.
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Skladistenje i rukovanje reagensima

PAXgene RNA spin kolonice (PRC), PAXgene Shredder spin kolonice (PSC), proteinazu
K(PK)ipufere(BR1, BR2, BR3, BR4iBR5)treba ¢uvati nasuvom mestu, natemperaturi
navedenoj na etiketi kompleta.

Set RNase-Free DNase Set, koji sadrzi dezoksiribonukleazu | (RNFD), pufer za
razlaganje DNK (RDD) i pufer za resuspenziju dezoksiribonukleaze (DRB), isporucuje
se na sobnoj temperaturi. Cuvajte sve komponente seta RNase-Free DNase Set na
temperaturi navedenoj na etiketi odmah po prijemu. Kada se pravilno skladisti,
komplet je stabilan do isteka roka trajanja na kutiji kompleta.

Obratite paznju na datume isteka roka upotrebe i uslove ¢uvanja koji su odStampani
na kutiji i nalepnicama svih komponenti. Nemojte da koristite komponente kojima je
istekao rok upotrebe ili koje su nepropisno ¢uvane.

Stabilnost tokom upotrebe

Nakon prve upotrebe kompleta, reagensi su stabilni u originalnim bocama na
temperaturama i do datuma isteka roka navedenog na etiketi kutije kompleta.

Reagensi sipani u boce za reagense instrumenta QlAcube Connect MDx su stabilni
tokom 3 meseca skladistenja na sobnoj temperaturi(15-25 °C).

Rekonstituisana dezoksiribonukleaza | (RNFD) je stabilna na temperaturi od 2-8 °C
6 nedelja u originalnoj staklenoj bocici(osnovni rastvor).
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Alikvoti za jednokratnu upotrebu osnovnog rastvora u MCT epruvetama od 1,5 ml
(isporu¢uju se sa kompletom) stabilni su tokom 9 meseci skladistenja na -20 °C.
Nakon odmrzavanja, alikvoti za jednokratnu upotrebu su stabilni tokom 6 nedelja
skladistenja na 2-8 °C.

Prikupljanje uzoraka, skladistenje i rukovanje

Komplet PAXgene Blood RNA Kit je namenjen za upotrebu sa krvlju prikupljenom u
epruvete PAXgene Blood RNA Tubes. Krv se mora prikupljati u epruvete PAXgene
Blood RNA Tubes (BRT) u skladu sa uputstvima u Priru¢niku za epruvete PAXgene
Blood RNA Tube. Ako je potrebno, preporuke o rukovanju epruvetama PAXgene Blood
RNA Tubes(BRT) potrazite u Dodatku C(strana 80). Svi uzorci treba da se tretiraju kao
potencijalno opasni. Karakteristike performansi sistema PAXgene Blood RNA System
su uspostavljene sa transkriptima gena FOS i IL1B koji se mogu videti na stranama
42-45.
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Protokol: Ru¢na izolacija ukupne RNKizhumane
pune Krvi prikupljene u epruvete PAXgene Blood
RNA Tubes

Vazne napomene pre pocCetka

e Uverite se da kutija kompleta nije otvorena ni ostec¢ena, kao i da puferi nisu
procurili. Nemojte koristiti komplet koji je oStecen.

e Kada koristite pipetu, uverite se da je podeSena na ispravnu zapreminu i da se
tecnost pazljivo i potpuno aspirira i razliva.

e [Dabisteizbegli prenos uzoraka u pogresnu epruvetu ili spin kolonicu, uverite se
da su sve epruvete i spin kolonice pravilno oznacene pomocu trajne olovke.
Oznacite poklopac i telo svake epruvete (PT, MCT). Za spin kolonice, oznadite telo
njene PT epruvete. Zatvorite svaku epruvetu ili spin kolonicu nakon Sto se u nju
prenese te¢nost.

e Prolivanje uzorakai pufera tokom postupka mogu smanijiti prinos i ¢isto¢u RNK.

e Ako nije drugacije naznaceno, svi koraci ovog protokola, uklju€ujuci korake
centrifugiranja, treba da se izvode na sobnoj temperaturi(15-25 °C).

Zbog osetljivosti tehnologija amplifikacije nukleinske kiseline, neophodne su sledece
mere predostroznosti prilikom rukovanja uzorcima kako bi se izbegla unakrsna
kontaminacija:

e Pazljivo pipetirajte uzorak u spin kolonicu (PSC, PRC) bez vlaZzenja oboda
kolonice.

e Uvekzamenite pipetne nastavke izmedu prenosa tec¢nosti. Koristite pipetne
nastavke sa aerosolnom barijerom.

e |zbegavajte dodirivanje membrane spin kolonice (PSC, PRC) pipetnim nastavkom.

e Nakon mesanja u vrtloZznoj meSalici ili zagrevanja MCT epruvete, kratko je
centrifugirajte da biste uklonili kapi sa unutrasnjosti poklopca.
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Nosite rukavice tokom celog postupka. Odmah zamenite rukavice u slucaju
kontakta izmedu rukavica i uzorka.

Zatvorite spin kolonicu (PSC, PRC) pre nego $to je postavite stavite u
mikrocentrifugu. Centrifugirajte kao $to je opisano u postupku.

Otvarajte jednu po jednu spin kolonicu (PSC, PRC) i vodite racuna o tome da
sprecite stvaranje aerosola.

Za efikasnu paralelnu obradu viSe uzoraka, popunite nosac sa PT epruvetama na
koje se spin kolonice (PSC, PRC) mogu preneti nakon centrifugiranja. Odbacite
kori$¢ene PT epruvete koje sadrZe protok i postavite spin kolonice (PSC, PRC) u
nove PT epruvete pre nego $to ih vratite u mikrocentrifugu.

Sta je potrebno uraditi pre poéetka postupka?

Krv se mora prikupljati u epruvete PAXgene Blood RNA Tubes (BRT)u skladu sa
uputstvima u Priru¢niku za epruvete PAXgene Blood RNA Tube. Ako je potrebno,
preporuke o rukovanju epruvetama PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) potrazite u
Dodatku C(strana 80).

Postarajte se za to da se epruvete PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) inkubiraju
najmanje 2 sata na sobnoj temperaturi nakon prikupljanja krvi kako bi se
osigurala potpuna liza krvnih ¢elija i talozenje RNK. Inkubiranje epruvete
PAXgene Blood RNA Tube (BRT) preko noc¢i moze povecati prinose. Ako nije
obavljena pocetna inkubacija krvi na sobnoj temperaturi u trajanju od 2 sata pre
skladistenja na 2-8 °C, -20 °C ili -70 °C, prvo uravnotezite epruvetu PAXgene
Blood RNA Tube (BRT) na sobnoj temperaturi, a zatim je inkubirajte na ovoj
temperaturi 2 sata pre poCetka postupka.

Procitajte informacije o bezbednosti na strani 18.
Procitajte smernice o rukovanju sa RNK (Dodatak A, strana 77).

Uverite se da se instrumenti, kao Sto su pipete i Sejker-inkubator, redovno
proveravaju i kalibriSu prema preporukama proizvodaca.
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e Zakorake5i20 potreban je Sejker-inkubator. Podesite temperaturu Sejker-
inkubatora na 55 °C.

e Nakon skladistenja, vezujuéi pufer (BR2) moze formirati talog. Ako je potrebno,
zagrejte na 37 °C da se rastvori.

e Puferzaispiranje 2 (BR4)se isporucuje kao koncentrat. Pre prvog koriscenja,
dodajte 4 zapremine etanola(96-100% v/v, stepena Cistoce p.a.), kao $to je
naznaceno na bocici da biste dobili radni rastvor.

e Ako prvi put koristite set RNase-Free DNase Set, pripremite osnovni rastvor
dezoksiribonukleaze |. Rastvorite ¢vrstu dezoksiribonukleazu | (RNFD;
1500 Kunitz jedinica)* u 550 pl pufera za resuspenziju dezoksiribonukleaze (DRB)
koji se isporucuje sa setom. Vodite racuna o tome da se ne izgubi nimalo
dezoksiribonukleaze | (RNFD) prilikom otvaranja bocice. Nemojte vrtlozno mesati
rekonstituisanu dezoksiribonukleazu | (RNFD). Dezoksiribonukleaza | je posebno
osetljiva na fizicku denaturaciju. Mesanje treba vrsiti samo laganim okretanjem
bocice.

e Rekonstituisana dezoksiribonukleaza | (RNFD) moze se Guvati na temperaturi od
2-8 °C u originalnoj staklenoj bo¢ici (osnovni rastvor)ili na-20 °C nakon
uklanjanja osnovnog rastvora iz staklene bocice i podele na alikvote za
jednokratnu upotrebu (koristite MCT epruvetu od 1,5 ml koja se isporucuje sa
kompletom; ima dovoljno za 5 alikvota). 0dmrznuti alikvoti mogu se skladistiti na
temperaturi od 2-8 °C. Nemojte ponovo zamrzavati alikvote nakon odmrzavanja.

e Prilikom rekonstituisanja i alikvotiranja dezoksiribonukleaze | (RNFD), obavezno
pratite smernice za rukovanje sa RNK (Dodatak A, strana 77).

* Kunitzjedinice sujedinice koje se ¢esto koriste za merenje dezoksiribonukleaze |, definisane kao koli¢ina
dezoksiribonukleaze | koja uzrokuje povecanje vrednosti Axo od 0,001 u minuti po mililitru na 25 °C, pH 5,0, sa visoko
polimerizovanom DNK kao supstratom (Kunitz, M. (1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 i 363).
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Postupak

1. Centrifugirajte epruvetu PAXgene Blood RNA Tube (BRT) 10 min na 3000-5000 x g
rotorom sa promenljivim nagibom (engl. swing-bucket).

@ Postarajte se za to da se uzorak krvi inkubira u epruveti PAXgene Blood
RNA Tube (BRT) najmanje 2 sata na sobnoj temperaturi (15-25 °C) kako
bi se postigla potpuna liza krvnih celija i talozenje RNK.

@ Rotor mora da sadrzi adaptere za epruvete sa okruglim dnom. Ako se
koriste druge vrste adaptera za epruvete, epruvete se mogu slomiti
tokom centrifugiranja.

2. Uklonite supernatant dekantiranjem ili pipetiranjem. Dodajte 4 ml vode bez
ribonukleaze (RNFV)u kuglice i zatvorite epruvetu novim sekundarnim BD
Hemogard zatvaracem (isporucuje se sa kompletom).

Ako se supernatant dekantira, vodite racuna o tome da ne remetite kuglice i
osusite obod epruvete Cistim papirnim ubrusom.

3. Vrtlozno mesajte dok se kuglice vidljivo ne rastvore i centrifugirajte 10 min na
3000-5000 x g rotorom sa promenljivim nagibom. Uklonite i bacite ceo
supernatant.

Mali ostaci koji ostaju u supernatantu nakon vrtloznog mesanja, ali pre

centrifugiranja, nec¢e uticati na postupak.

@ Nepotpuno uklanjanje supernatanta ¢e inhibirati lizu i razblaziti lizat, a
samim tim uticati na uslove vezivanja RNK na membranu PAXgene.

4. Dodajte 350 pl pufera za resuspenziju (BR1) i vrtlozno mesajte dok se kuglice
vidljivo ne rastvore.

5. Pipetom premestite uzorak u MCT epruvetu od 1,5 ml. Dodajte 300 pl vezujuceg
pufera(BR2)i 40 pl proteinaze K(PK). Vrtlozno mesajte 5 si inkubirajte 10 min na
55 °C koristeci $ejker-inkubator na 400-1400 o/min. Nakon inkubacije, podesite
temperaturu $ejker-inkubatora na 65 °C (za korak 20).

Uputstvo za upotrebu (Priru¢nik) za komplet PAXgene Blood RNA Kit  02/2023 27



10.

@ Ne mesajte vezujuéi pufer (BR2)i proteinazu K (PK)zajedno pre nego
Sto ih dodate u uzorak.

Pipetom prenesite lizat direktno u PSC kolonicu (ljubi¢asta) smestenu u PT

epruveti od 2 mli centrifugirajte 3 min maksimalnom brzinom (ali ne prelazeci

20.000 x g).

Pazljivo pipetom prenesite lizat u spin kolonicu (PSC)i vizuelno
proverite da li je lizat u potpunosti prenet u spin kolonicu (PSC).

Da biste sprecili oStecenje kolonica (PSC)i epruveta(PT), ne premasuijte 20.000 x g.
Neki uzorci mogu proteci kroz PSC kolonicu bez centrifugiranja. Razlog
za to je niska viskoznost nekih uzoraka i to ne treba ga uzimati kao
pokazatelj kvara proizvoda.

Pazljivo prenesite ceo supernatant proto¢ne frakcije u svezu MCT epruvetu od

1,56 mI MCT bez remecenja kuglica u PT epruveti.

Dodajte 350 pl etanola(96-100% v/v, stepena Cistoce p.a.). Vrtlozno mesajte i

centrifugirajte kratko (1-2 s na 500-1000 x g) da biste uklonili kapi sa unutrasnje

strane poklopca epruvete.

@ Duzina centrifugiranja ne sme da premasuje 1-2 s, jer to moZe dovesti
do peletiranja nukleinskih kiselina i smanjenih prinosa ukupne RNK.

. Pipetom prenesite 700 pl uzorka u PRC kolonicu (crvenu) smestenu u PT

epruvetu od 2 mlicentrifugirajte Tmin na 8000-20.000 x g. Postavite spin
kolonicu (PRC) u novu PT epruvetu od 2 mli odbacite staru PT epruvetu koja
sadrzi protok.

Pipetom premestite preostali uzorak u PRC kolonicu i centrifugirajte 1min na
8000-20.000 x g. Postavite spin kolonicu (PRC)u novu PT epruvetu od 2 ml i
odbacite staru PT epruvetu koja sadrzi protok.

@ Pazljivo pipetom prenesite uzorak u spin kolonicu (PRC)i vizuelno
proverite da li je uzorak u potpunosti prenet u spin kolonicu (PRC).
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11. Pipetom prenesite 350 pl pufera za ispiranje 1(BR3)u PRC. Centrifugirajte Tmin
na 8000-20.000 x g. Postavite spin kolonicu (PRC) u novu PT epruvetu od 2 mli
odbacite staru PT epruvetu koja sadrzi protok.

12. Dodajte 10 pl osnovnog rastvora dezoksiribonukleaze | (RNFD)u 70 ul pufera za
razgradnju DNK (RDD) u MCT epruvetu od 1,5 ml. Pomesajte blagim udaranjem
epruvete i kratko centrifugirajte da bi se prikupila zaostala te¢nost sa boc¢nih
strana epruvete.

Ako se obraduje, na primer, 10 uzoraka, dodajte 100 pl osnovnog rastvora
dezoksiribonukleaze (RNFD) u 700 pl pufera za razgradnju DNK (RDD). Koristite
MCT epruvetu od 1,5 ml koja se isporuc¢uju sa kompletom.

@ Dezoksiribonukleaza | je posebno osetljiva na fiziCku denaturaciju.
MeSanje treba vrsiti samo laganim udaranjem epruvete. Nemojte
vrtloZzno mesati.

13. Pipetom premestite mesavinu za inkubaciju dezoksiribonukleaze | (RNFD)(80 pl)
direktno na membranu PRC kolonice i stavite na radnu povrsinu stola(20-30 °C)
15 min.

@ Postarajte se za to da se mesSavina za inkubaciju dezoksiribonukleaze |
(RNFD) postavlja direktno na membranu. Razgradivanje DNK nece biti
potpuno ako se deo meSavine nanese na zidove ili na O-prsten spin
kolonice (PRC)i tu ostane.

14. Pipetom prenesite 350 pl pufera za ispiranje 1(BR3) u PRC i centrifugirajte 1min

na 8000-20.000 x g. Postavite spin kolonicu (PRC) u novu PT epruvetu od 2 mli

odbacite staru PT epruvetu koja sadrzi protok.

15. Pipetom prenesite 500 pl pufera za ispiranje 2 (BR4)u PRC i centrifugirajte 1 min
na 8000-20.000 x g. Postavite spin kolonicu (PRC) u novu PT epruvetu od 2 mli
odbacite staru PT epruvetu koja sadrzi protok.
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@ Pufer za ispiranje 2 (BR4) se isporucuje kao koncentrat. Postarajte se za
to da se pre upotrebe doda etanol u pufer za ispiranje 2 (BR4)
(pogledajte ,Sta je potrebno uraditi pre poéetka procedure”, strana 25).

16. Dodajte jo$ 500 pl pufera za ispiranje 2 (BR4)u PRC kolonicu. Centrifugirajte 3
min na 8000-20.000 x g.

17. Odbacite PT epruvetu koja sadrzi protok i stavite PRC kolonicu u novu PT
epruvetu od 2 ml. Centrifugirajte 1Tmin na 8000-20.000 x g.

18. Odbacite PT epruvetu koja sadrzi protok. Postavite PRC kolonicu u MCT epruvetu
od 1,5 mlipipetom prenesite 40 pl pufera za izdvajanje (BR5) direktno na
membranu PRC-a. Centrifugirajte 1min na 8000-20.000 = g da biste izdvojili RNK.
Vazno je navlaziti celu membranu puferom za izdvajanje (BR5) kako bi se postigla
maksimalna efikasnost izdvajanja.

19. Ponovite korak izdvajanja (korak 18) kao $to je opisano, koristeci 40 pl pufera za
izdvajanje (BR5)iistu MCT epruvetu.

20. Inkubirajte eluat 5 min na 65 °C u Sejkeru-inkubatoru (od koraka 5) bez

muckanja. Nakon inkubacije, odmah ohladite na ledu.

@ Ova inkubacija uzoraka na 65 °C denaturise RNK za naknadne primene.
Cak i ako naknadna primena obuhvata korak toplotne denaturacije,
nemojte izostaviti ovaj korak. Dovoljna denaturacija RNK u ovom
trenutku je od sustinskog znacaja za maksimalnu efikasnost u
naknadnim primenama.

Nemojte prekoracivati vreme ili temperaturu inkubacije.

21. Ako se uzorci RNK ne¢e odmah koristiti, uvajte ih na-20 °C ili-70 °C.

Posto RNK ostaje denaturisana nakon ponovljenog zamrzavanja i odmrzavanja,

nije potrebno ponavljati inkubaciju na 65 °C. Ako koristite uzorke RNK u

dijagnosti¢kom ispitivanju, sledite uputstva proizvodaca.
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Zatacnu kvantifikaciju RNK apsorpcijom na 260 nm, preporuc¢ujemo

razblaZivanje uzoraka sa 10 mM Tris-HCI, pH 7,5.* RazblaZivanje uzorka u vodi bez

ribonukleaze moze dovesti do neta¢no niskih vrednosti.

Nulirajte spektrofotometar koristeci prazni uzorak koji se sastoji od istog udela

pufera zaizdvajanje (BR5) i Tris-HCI pufera kao u uzorcima koji ¢e se meriti. Pufer

za izdvajanje (BR5)ima visoku apsorpciju na 220 nm, $to moze dovesti do visokih

nivoa pozadinske apsorpcije ako spektrofotometar nije pravilno nuliran.

@ Za kvantifikaciju u Tris HCI puferu, koristite odnos Ao =1= 44 pg/ml.
Procitajte Dodatak B, strana 78.

22.Ponovo zatvorite sve boce koje sadrze pufere i vodu bez ribonukleaze, bocice i
epruvete koje sadrze enzime i enzimske pufere, kao i vrecice koje sadrze
plasti¢ne materijale iz kompleta koji se koristi za protokol. Preostali sadrzaj
kompleta Cuvajte kao Sto je opisano u odeljku ,Skladistenje i rukovanje
reagensima”(strana 22)i,Stabilnost tokom upotrebe”(strana 22) do dalje
upotrebe.

* Kada radite sa hemikalijama, uvek nosite odgovarajuci laboratorijski mantil, rukavice za jednokratnu upotrebu i zastitne

naocare. Vige informacija potrazite u odgovaraju¢im listovima sa bezbednosnim podacima (Safety Data Sheet, SDS)
dostupnim kod dobavlja¢a proizvoda.
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Protokol: Automatizovana izolacija ukupne RNK
iz humane pune krvi prikupljene u epruvete
PAXgene Blood RNA Tubes(BRT)

Vazne napomene pre pocCetka
e Uverite se da kutija kompleta nije otvorena ni ostec¢ena, kao i da puferi nisu
procurili. Nemojte koristiti komplet koji je oStecen.

e Kada koristite pipetu, uverite se da je podeSena na ispravnu zapreminu i da se
tecnost pazljivo i potpuno aspirira i razliva.

e Dabisteizbegli prenos uzoraka u pogresne epruvete i plasti¢ni potrosni
materijal, postarajte se da su sve PT i MCT epruvete i adapteri rotora pravilno
oznaceni trajnom olovkom. Oznacite poklopac i telo svake MCT i PT epruvete i
spoljni zid svakog adaptera rotora.

e Prolivanje uzoraka i pufera tokom postupka mogu smanjiti prinos i ¢istocu RNK.
e Ako nije drugacije naznaceno, svi koraci ovog protokola, uklju€ujuci korake

centrifugiranja, treba da se izvode na sobnoj temperaturi (15-25 °C).

Zbog osetljivosti tehnologija amplifikacije nukleinske kiseline, neophodne su sledece
mere predostroznosti prilikom rukovanja uzorcima kako bi se izbegla unakrsna
kontaminacija:

e Pazljivo pipetirajte uzorak u PT na dno epruvete bez vlaZzenja oboda epruvete.

e Uvek zamenite pipetne nastavke izmedu prenosa tec¢nosti. Koristite pipetne
nastavke sa aerosolnom barijerom.

e |zbegavajte dodirivanje membrane spin kolonice (PSC, PRC) pipetnim nastavkom.

e Nakon meS$anja u vrtloznoj mesalici ili zagrevanja MCT epruvete, kratko je
centrifugirajte da biste uklonili kapi sa unutrasnjosti poklopca.

Uputstvo za upotrebu (Priru¢nik) za komplet PAXgene Blood RNA Kit  02/2023 32



Nosite rukavice tokom celog postupka. Odmah zamenite rukavice u slucaju
kontakta izmedu rukavica i uzorka.

Sta je potrebno uraditi pre po&etka postupka?

Krv se mora prikupljati u epruvete PAXgene Blood RNA Tubes (BRT)u skladu sa
uputstvima u Priru¢niku za epruvete PAXgene Blood RNA Tube. Ako je potrebno,
preporuke o rukovanju epruvetama PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) potrazite u
Dodatku C(strana 80).

Postarajte se za to da se epruvete PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) inkubiraju
najmanje 2 sata na sobnoj temperaturi nakon prikupljanja krvi kako bi se
osigurala potpuna liza krvnih ¢elija i talozenje RNK. Inkubiranje epruvete
PAXgene Blood RNA Tube (BRT) preko no¢i moze povecati prinose. Ako je
epruveta PAXgene Blood RNA Tube (BRT) bila skladistena na temperaturi 2-8 °C,
-20°C ili-70 °C nakon prikupljanja krvi, prvo je uravnotezite na sobnu
temperaturu, a zatim je Cuvajte na sobnoj temperaturi 2 h pre po¢etka postupka.

Procitajte informacije o bezbednosti na strani 18.
ProcCitajte ,Vazne napomene”, strana 58.
Procitajte smernice o rukovanju sa RNK (Dodatak A, strana 77).

Procitajte odgovarajuci Korisnicki priru¢nik za QlAcube Connect MDx i sve
dodatne informacije koje se isporucuju sa instrumentom, obracajuci paznju na
bezbednosne informacije.

Uverite se da se uredaji i instrumenti, kao $to su pipete i QlAcube Connect MDx,
redovno proveravaju i kalibriSu prema preporukama proizvodaca.

Nakon skladistenja, vezujuci pufer (BR2) moze formirati talog. Ako je potrebno,
zagrejte na 37 °C da se rastvori.

Pufer zaispiranje 2 (BR4) se isporucuje kao koncentrat. Pre prvog kori$cenja,

dodajte odgovarajuéu zapreminu etanola (96-100% v/v, stepena Cistoce p.a.),
kao Sto je naznaceno na bocici da biste dobili radni rastvor.
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e Ako prvi put koristite set RNase-Free DNase Set, pripremite osnovni rastvor
dezoksiribonukleaze |. Rastvorite ¢vrstu dezoksiribonukleazu | (RNFD;
1500 Kunitz jedinica)* u 550 pl pufera za resuspenziju dezoksiribonukleaze (DRB)
koji se isporucuje sa setom. Vodite racuna o tome da se ne izgubi nimalo
dezoksiribonukleaze | (RNFD) prilikom otvaranja bocice. Nemojte vrtloZzno mesati
rekonstituisanu dezoksiribonukleazu | (RNFD). Dezoksiribonukleaza | je posebno
osetljiva na fizicku denaturaciju. Mesanje treba vrsiti samo laganim okretanjem
bocice.

e Rekonstituisana dezoksiribonukleaza | (RNFD) moze se ¢uvati na temperaturi od
2-8 °C u originalnoj staklenoj bocici (osnovni rastvor)ili na-20 °C nakon
uklanjanja osnovnog rastvora iz staklene bocice i podele na alikvote za
jednokratnu upotrebu (koristite MCT epruvetu od 1,5 ml koja se isporucuje sa
kompletom; ima dovoljno za 5 alikvota). 0dmrznuti alikvoti mogu se skladistiti na
temperaturi od 2-8 °C. Nemojte ponovo zamrzavati alikvote nakon odmrzavanja.

e Prilikom rekonstituisanja i alikvotiranja dezoksiribonukleaze | (RNFD), obavezno
pratite smernice za rukovanje sa RNK (Dodatak A, strana 77).

e |Instalirajte ispravan adapter za Sejker (isporucuje se sa QlAcube Connect MDx;
koristite adapter za safe-lock epruvete od 2 ml, oznacen sa,2"), i postavite nosa¢
Sejkera navrh adaptera.

e Proverite fioku za otpad iispraznite je ako je potrebno.
e |Instalirajte sve srodne protokole ako to ve¢ nije uc¢injeno za prethodne cikluse.
QlAcube Connect MDx zahteva preuzimanje svih protokola koji se nalaze u

srodnoj zip datoteci. Procitajte ,Instaliranje protokola na QlAcube Connect MDx",
strana 60.

* Kunitzjedinice su jedinice koje se ¢esto koriste za merenje dezoksiribonukleaze |, definisane kao koli¢ina
dezoksiribonukleaze | koja uzrokuje povecanje vrednosti Axo od 0,001 u minuti po mililitru na 25 °C, pH 5,0, sa visoko
polimerizovanom DNK kao supstratom (Kunitz, M. (1950) J. Gen. Physiol. 33, 349 i 363).
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Postupak

1. Zatvorite poklopac instrumenta QlAcube Connect MDx i ukljucite instrument
putem prekidaca za napajanje (pogledajte sliku 15, strana 59).

Oglasi¢e se zvucni signal i prikazati pocetni ekran. Instrument automatski vrsi
testove inicijalizacije.

2. Otvorite poklopac instrumenta QlAcube Connect MDx i postavite potrebne
reagense i plasticni pribor u instrument. ProCitajte ,Postavljanje u instrument
OlAcube Connect MDx", strana 61.

Da biste ustedeli vreme, postavljanje mozete obaviti tokom jednog ili oba sledeca
koraka centrifugiranja od 10 minuta (koraci 3i 5).

3. Centrifugirajte epruvetu PAXgene Blood RNA Tube (BRT) 10 min na 3000-5000 x g
rotorom sa promenljivim nagibom (engl. swing-bucket).

@ Postarajte se za to da se uzorak krvi inkubira u epruveti PAXgene Blood
RNA Tube (BRT) najmanje 2 sata na sobnoj temperaturi (15-25 °C) kako
bi se postigla potpuna liza krvnih ¢elija i talozenje RNK.

@ Rotor mora da sadrzi adaptere za epruvete sa okruglim dnom. Ako se
koriste druge vrste adaptera za epruvete, epruvete se mogu slomiti
tokom centrifugiranja.

4. Uklonite supernatant dekantiranjem ili pipetiranjem. Ako se supernatant
dekantira, vodite raCuna o tome da ne remetite kuglice i osusSite obod epruvete
¢istim papirnim ubrusom. Dodajte 4 ml vode bez ribonukleaze (RNFV)u kuglice i
zatvorite epruvetu novim sekundarnim BD Hemogard zatvaracem (isporucuje se
sa kompletom).

5. Vrtlozno mesSajte dok se kuglice vidljivo ne rastvore i centrifugirajte 10 min na
3000-5000 x g rotorom sa promenljivim nagibom. Uklonite i bacite ceo
supernatant.

Mali ostaci koji ostaju u supernatantu nakon vrtloznog mesanja, ali pre
centrifugiranja, nece uticati na postupak.
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@ Nepotpuno uklanjanje supernatanta ¢e inhibirati lizu i razblaziti lizat, a
samim tim uticati na uslove vezivanja RNK na membranu PAXgene.

8. Dodajte 350 pl pufera za resuspenziju (BR1) i vrtlozno mesajte dok se kuglice
vidljivo ne rastvore.

7. Pipetom premestite uzorak u PT epruvetu od 2 ml.

@ Koristite PT epruvete od 2 ml uklju¢ene u komplet PAXgene Blood RNA
Kit.

8. Postavite otvorene PT epruvete koje sadrze uzorak u QlAcube Connect MDx
Sejker (pogledajte sliku 18, strana 63). Pozicije uzoraka su numerisane radi lakSeg
postavljanja. Postavite zapuSace Sejkera nosaca (uklju¢ene u QlAcube Connect
MDx) u otvore na ivici nosaca Sejkera kraj svake PT epruvete. Time se omogucava
otkrivanje uzoraka tokom provere postavljanja.

@ Postarajte se za to da je instaliran ispravan adapter za Sejker (adapter
za Sejker, 2 ml, safe-lock epruvete, oznacene sa 2", ukljucene u
OlAcube Connect MDx).

@ Ako se obraduje manje od 12 uzoraka, postarajte se za to da postavite
nosac Sejkera kao $to je prikazano na slici 22, strana 67. Nije moguce
obraditi jedan (1) ili 11 uzoraka. Brojevi pozicija u nosacu Sejkera
odgovaraju brojevima pozicija u centrifugi.

9. Zatvorite poklopac instrumenta QlAcube Connect MDx (pogledajte sliku 15,
strana 59).

10. Izaberite protokol ,PAXgene Blood RNA Part A”i pokrenite ga.

Pratite uputstva data na ekranu osetljivom na dodir instrumenta QlAcube
Connect MDx.

Postarajte se za to da su oba programska dela(deo A i deo B)instalirana
nainstrumentu QlAcube Connect MDx (procitajte ,Instaliranje protokola
na QlAcube Connect MDx", strana 60).

Uputstvo za upotrebu (Priru¢nik) za komplet PAXgene Blood RNA Kit  02/2023 36



@ Instrument ¢e vrsiti provere postavljanja za uzorke, nastavke, adaptere
rotoraiboce reagensa.

11. Po zavrSetku protokola ,PAXgene Blood RNA Part A”, otvorite poklopac
instrumenta QlAcube Connect MDx (pogledajte sliku 15, stranica 59). Uklonite i
odbacite PRC kolonice izadapterarotorai prazne PT epruvete iz Sejkera.

@ Tokom ciklusa, instrument prenosi spin kolonice iz pozicije adaptera
rotora 1(pozicija poklopca L1) na poziciju adaptera rotora 3 (pozicija
poklopca L2) od strane instrumenta (pogledajte sliku 20, stranica 65).
12. Zatvorite poklopce svih MCT epruveta od 1,5 ml koji sadrze precis¢enu RNK u
adapterima rotora(pozicija 3, pozicija poklopca L3, pogledajte sliku 20, stranica
B5). Prenesite MCT epruvete od 1,5 ml na QlAcube Connect MDx $ejker adapter
(pogledajte sliku 18, stranica 63).

13. Zatvorite poklopac instrumenta QlAcube Connect MDx (pogledajte sliku 15,
strana 59).

14. Izaberite protokol ,PAXgene Blood RNA Part B”i pokrenite ga.

Pratite uputstva data na ekranu osetljivom na dodir instrumenta QlAcube
Connect MDx.

@ Ovaj program inkubira uzorke na 65 °C i denaturi$e RNK za naknadne
primene. Cak i ako naknadna primena obuhvata korak toplotne
denaturacije, nemojte izostaviti ovaj korak. Dovoljna denaturacija RNK
uovom trenutku je od sustinskog znacaja za maksimalnu efikasnost u
naknadnim primenama.

15. Po zavrsetku programa ,PAXgene Blood RNA Part B, otvorite poklopac
instrumenta QlAcube Connect MDx (pogledajte sliku 15, stranica 59). 0dmah
stavite MCT epruvete koje sadrze precis¢enu RNK na led.

UPOZORENJE: Vru¢a povréina. Sejker moze da dostigne
temperaturu do 70 °C (158 °F). Nemojte da ga dodirujete dok je vrué.
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@ Ne dozvolite da prec¢iscena RNK ostane u QlAcube Connect MDx. Posto
se uzorci ne rashladuju, pre¢is¢ena RNK se moze oStetiti. Zbog toga se
ne preporucuje priprema uzoraka za obradu sutradan bez nadzora.

16. Ako se uzorci RNK ne¢e odmah koristiti, Guvajte ih na-20 °C ili -70 °C.

Posto RNK ostaje denaturisana nakon ponovljenog zamrzavanja i odmrzavanja,
nije potrebno ponavljati protokol toplotne inkubacije (,PAXgene Blood RNA Part
B”). Ako koristite uzorke RNK u dijagnosti¢ckom ispitivanju, sledite uputstva
proizvodaca.

Zatacnu kvantifikaciju RNK apsorpcijom na 260 nm, preporucujemo
razblazivanje uzoraka sa 10 mM Tris-HClI, pH 7,5.* RazblazZivanje uzorka u vodi bez
ribonukleaze moze dovesti do netacno niskih vrednosti.

Nulirajte spektrofotometar koristeci prazni uzorak koji se sastoji od istog udela
pufera za izdvajanje (BR5)i Tris-HCl pufera kao u uzorcima koji ¢e se meriti. Pufer
zaizdvajanje (BR5)ima visoku apsorpciju na 220 nm, $to moze dovesti do visokih
nivoa pozadinske apsorpcije ako spektrofotometar nije pravilno nuliran.

@ Za kvantifikaciju u Tris-HCl puferu, koristite odnos
Azeo=1= 44 ug/ml. Procitajte Dodatak B, strana 78.

17. Uklonite nosac reagens boce sa radnog stola QlAcube Connect MDx (pogledajte
sliku 18, stranica 63) i zatvorite sve reagens boce sa odgovaraju¢e ozna¢enim
poklopcima. Ponovo zatvorite sve boce koje sadrze pufere i vodu bez
ribonukleaze, bocice i epruvete koje sadrze enzime i enzimske pufere, kao i
vrecice koje sadrze plasti¢ne materijale iz kompleta koji se koristi za protokol.
Preostali sadrzaj kompleta i reagens boca ¢uvajte kao $to je opisano u odeljku
.Skladistenje i rukovanje reagensima”(strana 22)i,Stabilnost tokom upotrebe”
(strana 22) do dalje upotrebe.

* Kada radite sa hemikalijama, uvek nosite odgovarajuci laboratorijski mantil, rukavice za jednokratnu upotrebu i
zastitne naocare. Vise informacija potraZite u odgovarajucim listovima sa bezbednosnim podacima(Safety Data
Sheet, SDS) dostupnim kod dobavljaca proizvoda.
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Uklonite i odbacite preostale reagense u PT epruvetama u otvorima za MCT
kolonice instrumenta QlAcube Connect MDx. Uklonite i odbacite adaptere rotora
iz centrifuge. Ispraznite fioku za otpad instrumenta QlAcube Connect MDx
(pogledajte sliku 15, stranica 60). Zatvorite poklopac instrumenta i iskljucite
instrument prekidac¢em za napajanje.

Uputstvo za upotrebu (Priru¢nik) za komplet PAXgene Blood RNA Kit  02/2023 39



Ogranicenja upotrebe proizvoda

Komplet PAXgene Blood RNA Kit namenjen je izolaciji intracelularne RNK iz ljudske
pune krvi (4,8 x 1078 - 1,1 x 107 leukocita/ml) za in vitro dijagnosti¢ke aplikacije. Nije
namenjen za izolaciju genomske DNK ili virusnih nukleinskih kiselina iz ljudske pune
krvi. Zbog ograni¢enog broja transkripata potvrdenih za specifikacije stabilizacije
(transkripti gena FOS i IL1B), karakteristike performansi nisu utvrdene za sve
transkripte. Korisnici bi trebalo da pregledaju podatke proizvodaca i sopstvene
podatke kako bi utvrdili da li je potrebno potvrdivanje za druge transkripte.
Komponente kompleta su namenjene isklju¢ivo za upotrebu u prirucniku i
automatizovanom protokolu opisanom u ovom uputstvu za upotrebu.

Informacije o upotrebi epruveta PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) potrazite u
Priruéniku za epruvete PAXgene Blood RNA Tube.

Kontrola kvaliteta

U skladu sa QIAGEN ISO Sistemom upravljanja kvalitetom, svaka serija kompleta
PAXgene Blood RNA Kit testirana je prema prethodno utvrdenim specifikacijama
kako bi se osigurao stalni kvalitet proizvoda.
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Karakteristike performansi

Prikupljanje i stabilizacija uzoraka

Epruvete PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) sadrze vlasnicki reagens za stabilizaciju
RNK. Ovaj aditiv stiti molekule RNK od degradacije od strane ribonukleaza i smanjuje
ex vivo promene u ekspresiji gena na najmanju mogucu meru. Epruvete PAXgene Blood
RNA Tubes (BRT) su namenjene za prikupljanje humane pune krvi i stabilizaciju celijske
RNK do najduze 3 dana na temperaturi 18-25 °C (slika 4 i slika 5, strana 42, odnosno 43)
ili do najduze 5 dana na temperaturi 2-8 °C (slika 6 i slika 7, strane 44 i 45). Pored toga,
stabilizovana krv se moze skladistiti zamrznuta. Trenutno dostupni podaci pokazuju
stabilizaciju ¢elijske RNK najmanje 11 godina na -20 °C ili -70 °C*. Za viSe informacija iz
tekucih studija koje procenjuju stabilnost u duzem vremenskom periodu, posetite
www.preanalytix.comili se obratite tehni¢kim uslugama QIAGEN- a.

Stvarno trajanje stabilizacije RNK mozZe varirati u zavisnosti od vrste ¢elijske RNK i
naknadnih primena koje se koriste. Zbog ograni¢enog broja transkripata potvrdenih
za specifikacije stabilizacije (transkripti gena FOS i IL1B), karakteristike performansi
nisu utvrdene za sve transkripte. Korisnici bi trebalo da pregledaju podatke
proizvodaca i sopstvene podatke kako bi utvrdili da li je potrebno potvrdivanje za
druge transkripte.

*U toku je dugoroc¢na studija skladistenja krvi u epruvetama PAXgene Blood RNA Tubes.
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Slika 4: Stabilnost RNK u uzorcima krvi na 18-25 °C: FOS. Uzeta je krv od 10 naizgled zdravih donora, sa dupliranim
uzorcima, i skladistena je na temperaturi 18-25 °C navedeni broj dana, nakon ¢ega je usledila izolacija ukupne RNK.
[A]Krvje prikupljana i skladistena u epruvetama PAXgene Blood RNA Tubes (BRT), a ukupna RNK je preciscena
kompletom PAXgene Blood RNA Kit. [B]Krv je prikupljena i skladistena u standardnim epruvetama za prikupljanje krvi
sa EDTA kao antikoagulansom i ukupna RNK je prec¢i$¢ena standardnim metodom za izolaciju organskih materija sa
¢is¢enjem RNK na bazi silicijumske membrane. Relativni nivoi transkripta FOS-a odredeni su dupleksnim RT-PCR-om u
realnom vremenu, koristec¢i 18S rRNK kao interni standard. Vrednosti za sve uzorke su iscrtane, sa prikazanom srednjom
vrednos$cu i standardnim odstupanjima svih uzoraka. Isprekidane linije ukazuju na +3x ukupnu preciznost ispitivanja
(2,34 Cr).
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Slika 5: Stabilnost RNK u uzorcima krvi na 18-25 °C: IL1B. Krv je uzeta i ukupna RNK precis¢ena, nakon skladistenja na
18-25 °C, kao $to je opisano na slici 4. Relativni nivoi transkripta IL1B odredeni su dupleksnim RT-PCR-om u realnom
vremenu, koristec¢i 18S rRNK kao interni standard. Vrednosti za sve uzorke su iscrtane, sa prikazanom srednjom
vrednos$cu i standardnim odstupanjima svih uzoraka. Isprekidane linije ukazuju na +3x ukupnu preciznost ispitivanja
(1,93 Cq).
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Slika 6: Stabilnost RNK u uzorcima krvi na 2-8 °C: FOS. Uzeta je krv od 10 donora, sa dupliranim uzorcima, i skladistena
je na temperaturi 2-8 °C navedeni broj dana, nakon ¢ega je usledila izolacija ukupne RNK. [A]Krv je prikupljana i
skladistena u epruvetama PAXgene Blood RNA Tubes (BRT), a ukupna RNK je prec¢is¢ena kompletom PAXgene Blood
RNA Kit.[B]Krv je prikupljena i skladi$tena u standardnim epruvetama za prikupljanje krvi sa EDTA kao antikoagulansom
i ukupna RNK je precis¢ena standardnim metodom za izolaciju organskih materija sa ¢is¢enjem RNK na bazi silicijumske
membrane. Relativni nivoi transkripta FOS-a odredeni su dupleksnim RT-PCR-om u realnom vremenu, koristeci 18S rRNK
kao interni standard. Vrednosti za sve uzorke su iscrtane, sa prikazanom srednjom vrednosc¢u i standardnim
odstupanjima svih uzoraka. Isprekidane linije ukazuju na +3x ukupnu preciznost ispitivanja(2,34 Cr).

Uputstvo za upotrebu (Priru¢nik) za komplet PAXgene Blood RNA Kit  02/2023 44



(]

AAC;

(=
e ——————

)
Ll

AANC;

Skladistenje (u danima)

Slika 7: Stabilnost RNK u uzorcima krvi na 2-8 °C: IL1B. Krv je uzeta i ukupna RNK pregi§cena, nakon skladistenja na
2-8 °C, kao $to je opisano na slici 6. Relativni nivoi transkripta IL1B odredeni su dupleksnim RT-PCR-om u realnom
vremenu, koristec¢i 18S rRNK kao interni standard. Vrednosti za sve uzorke su iscrtane, sa prikazanom srednjom
vrednos$cu i standardnim odstupanjima svih uzoraka. Isprekidane linije ukazuju na +3x ukupnu preciznost ispitivanja
(1,93 Cy).
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Ruéna izolacija RNK

Ukupna RNK izolovana koris¢enjem sistema PAXgene Blood RNA System je Cista.
Koristeéirucni protokol, vrednosti Asso/ Azgo suizmedu 1,812,2, a< 1% (w/w) genomske
DNK je prisutno u 295% svih uzoraka, mereno kvantitativnim real-time PCR-om
sekvence beta-aktinskog gena. Najmanje 95% uzoraka ne pokazuje inhibiciju u RT-
PCR-u kada eluat ¢ini do 30% reakcione zapremine RT-PCR-a.

Koristedi ruéni protokol, prose¢no vreme pripreme uzorka (na osnovu podataka iz 12
ciklusa pripreme uzoraka) iznosi priblizno 90 min*, sa samo 40 min prakti¢nog rada.
Prinosi RNK od 2,5 ml zdrave humane pune krvi su > 3 pug za = 95% obradenih uzoraka.
Posto prinosi u velikoj meri zavise od donora, pojedinac¢ni prinosi mogu varirati. Za
pojedinacne donore, sistem PAXgene Blood RNA System obezbeduje ponovljive
prinose savelikom moguénoscéu reprodukcije (slika 8islika 9, stranice 47 odnosno 48)
i ponovljive RT-PCR sa moguc¢nos¢u reprodukcije (slika 10 i slika 11, stranice 52
odnosno 53), $to ga ¢ini veoma robusnim za klinicke dijagnosticke testove.

Slika 8 (strana 47) ukazuje na ukupnu ponovljivost i moguénost reprodukcije sistema
PAXgene Blood RNA System. Sprovedene su dodatne studije kako bi se pokazao
uticaj razlicitih serija kompleta PAXgene Blood RNA Kit i razli¢itih rukovaoca na
mogucnost reprodukcije prinosa RNK i performanse RT-PCR u realnom vremenu.
Budu¢i da su za te studije koriS¢eni objedinjeni uzorci krvi umesto pojedinacnih
epruveta PAXgene Blood RNA Tubes (BRT), rezultati ne odrazavaju ponovljivost
sistema, ukljucujuci fluktuaciju izmedu pojedinacnih vadenja krvi, ve¢ samo
moguénost reprodukcije pripreme uzorka(pogledajte sliku 9, strana 48).

* Ukupno trajanje ciklusa protokola, uklju€uju¢i prethodno rukovanje epruvetama PAXgene Blood RNA Tubes
(centrifugiranja, ispiranje kuglica i resuspenzija kuglica).
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Slika 8: Ponovljiva izolacija RNK sa moguéno$éu reprodukcije. Cetvorostruki uzorci krvi od 14 donora ruéno je obradio
svaki od 3 tehnicara(A, B, C). Korisc¢ena su tri seta opreme, a svi uzorci koje je pripremio jedan tehnicar obradeni su
istom opremom. [A]Prikazane su srednje vrednosti i standardna odstupanja prinosa RNK po repliciranim uzorcima istih
donora i razli¢itih tehni¢ara. [B] Dvanaest repliciranih uzoraka krvi od svakog od 14 donora obradeno je od strane 3
razli¢ita tehni¢ara. Prikazane su srednja vrednost i standardna odstupanja prinosa RNK po uzorcima istih donora i svih
tehni€ara. Za sve uzorke RNK, odnosi Azso/Asso su se kretali od 1,8 do 2,2.
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Slika 9: Ponovljivost i moguénost reprodukcije prinosa RNK za razli¢ite rukovaoce i serije kompleta PAXgene Blood
RNA Kit koriste¢i objedinjene uzorke krvi. Uzorci krvi od 30 razli¢itih donora prikupljeni su u epruvete PAXgene Blood
RNA Tubes (BRT; 12 epruveta po donoru, ukupno 360 epruveta). Sadrzaj epruveta od 3 donora je objedinjen i naknadno
realikvotiran u 36 uzoraka. Tih 36 uzoraka po pulu od 3 donora ruéno je obradilo 3 razli¢ita rukovaoca. Svaki rukovalac je
koristio 3 razlicite serije kompleta PAXgene Blood RNA Kit za izolaciju RNK i obradene ¢etvorostruke uzorke iz svakog od
10 donorskih pulova. [A]RNK prinos i standardno odstupanje za svaku kombinaciju rukovalac-serija. Cetvorostruki
uzorci krvi iz 10 donorskih pulova obradeno je od strane 3 razli¢ita rukovaoca (A, B, C) sa svakim od 3 serije kompleta(1, 2,
3). Prikazani su srednji prinosi(kolone) i standardna odstupanja (trake gresaka) po ¢etvorostrukom uzorku iz istog
donorskog pula za razli¢ite rukovaoce i razli¢ite serije kompleta. [B]CV RNK prinosa po donorskom pulu za sve
kombinacije rukovalac-serija(A, B, C; 1, 2, 3), izraunat iz srednjeg prinosa i standardnog odstupanja prinosa prikazanog
na slici 9A.
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Tabela 1A: Moguénost reprodukcije unutar svake serije i unutar svakog korisnika za odabrane donorske
pulove(1, 6,9, 10)

Donorski pul 1(5,1x 108 ¢elija/ml) Donorski pul 6 (8,5 x 10° ¢elija/ml)

Kombinacija . o - ®
podataka Srgdnjl CV (%) $rednj| CV (%)
prinos prinos (pg)
(ug)
5 10

Serija 1, korisnik A 8,03 0,42 9,65 0,99

Serija 1, korisnik B 7,98 117 15 9,38 1,94 21
Serija 1, korisnik C 7.87 0,45 6 10,71 0,65 6
Serija 2, korisnik A 7,32 0,98 13 9,78 1,89 19
Serija 2, korisnik B 6,09 1,04 17 9,82 2,83 29
Serija 2, korisnik C 6,87 0,31 4 10,37 0,74 7
Serija 3, korisnik A 7,04 0,90 13 8,96 0,68 8
Serija 3, korisnik B 6,98 1,22 17 7,73 0,97 13
Serija 3, korisnik C 8,78 0,89 10 10,59 1,94 18

Donorski pul 9 (8,4 x 10° ¢elija/ml)

Srednji CV(%) Srednji CV(%)
prinos prinos (pg)
(ng)

Serija 1, korisnik A 7,52 0,41 6 7,96 0,49 6
Serija 1, korisnik B 8,82 1.72 19 8,90 0,76 9
Serija 1, korisnik C 10,14 1,46 14 10,22 1,29 13
Serija 2, korisnik A 6,92 0,27 4 7,63 1,23 16
Serija 2, korisnik B 7,20 0.71 10 7,00 0,56 8
Serija 2, korisnik C 9,14 1,52 17 11,56 1.21 10
Serija 3, korisnik A 8,18 0,76 g 7,85 0,82 10
Serija 3, korisnik B 6,41 0,88 14 8,88 2,17 24
Serija 3, korisnik C 10,78 0,56 5 10,88 0,37 3
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Tabela 1B: Moguénost reprodukcije unutar svakog od korisnika i unutar svih serija za odabrane
donorske pulove (1, 6, 9, 10)

Donorski pul 1(5,1x 108 éelija/ml) Donorski pul 6 (8,5 x 10° ¢elija/ml)

Kombinacija
podataka Srednji CV (%) Srednji CV (%)
prinos (pg) prinos (pg)

Korisnik A, sve serije 7,46 0,85 9,43 122
Korisnik B, sve serije 7,02 1,31 19 8,98 2,09 23
Korisnik C, sve serije 7,84 0,98 13 10,56 115 n

Donorski pul 9(8,4 x 10 ¢elija/ml) Donorski pul 10 (10,2 x 108 éelija/ml)

Sredniji CV (%) Sredniji CV (%)
prinos (pg) prinos (pg)

Korisnik A, sve serije 0,72 7,81
Korisnik B, sve serije 7,48 1,50 20 8,26 1,54 19
Korisnik C, sve serije 10,02 1,34 13 10,89 1,10 10

Tabela 1C: Moguénost reprodukcije unutar svake serije i izmedu svih korisnika za odabrane donorske
pulove(1, 6, 9,10)

Donorski pul 1(5,1x 10° éelija/ml) Donorski pul 6 (6,5 x 10 ¢elija/ml)
Kombinacija
podataka Srednji CV(%) Srednji CV(%)
prinos (ug) prinos (pg)
Serija 1, svi korisnici 7,96
Serija 2, svi korisnici 6,76 0,93 14 G, L 1,84 18
Serija 3, svi korisnici 7,60 1.27 17 9,09 1.7 19

Donorski pul 9(8,4 x 10° ¢elija/ml) Donorski pul 10 (10,2 x 10° éelija/ml)

Srednji CV(%) Srednji SD (pg) CV (%)
prinos (pg) prinos (pg)

Serija 1, svi korisnici 8,83 1,63 9,02 1,27
Serija 2, svi korisnici 7,75 1,36 18 8,73 2,31 26
Serija 3, svi korisnici 8,46 1,99 24 9,20 1,80 20
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Tabela 1D: Moguénost reprodukcije izmedu svih serija i svih korisnika za odabrane donorske pulove
(1,6,9,10)

Donorski pul 1(5,1x 108 éelija/ml) Donorski pul 6 (8,5 x 10° ¢elija/ml)
Kombinacija
podataka Srednji CV(%) Srednji CV (%)
prinos (pg) prinos (pg)
Serija 1, svi korisnici 7,44 1.09 15 9,66 1,65 17

Donorski pul 9(8,4 x 10° ¢elija/ml) Donorski pul 10 (10,2 x 10° ¢elija/ml)

Srednji CV (%) Srednji CV (%)
prinos (pg) prinos (pg)
8,35 1,70 20 8,99 1,80 20

Serija 1, svi korisnici

Detaljna analiza 4 reprezentativna donorska pula. Pulovi su odabrani prema broju
belih krvnih zrnaca i odrazavaju gornje, srednje i nize vrednosti normalnog opsega
broja belih krvnih zrnaca (4,8 x 108-1,1 x 107 leukocita/ml). Broj belih krvnih zrnaca
predstavlja srednju vrednost 3 broja belih krvnih zrnaca od 3 donora po donorskom
pulu.

Uputstvo za upotrebu (Priru¢nik) za komplet PAXgene Blood RNA Kit  02/2023 51



Al 3 7
2
14
g0
-1 A
2

-3 T T 1

A B C
Korisnik

1
Y

AA
o
1
e

Korisnik

Slika 10: Moguénost reprodukcije RT-PCR-a - izmedu korisnika. RNK preci$¢ena u eksperimentu opisanom na slici 9
koris¢ena je za RT-PCR u realnom vremenu. Relativni nivoi transkripta[A]FOS i[B]IL1B odredeni su dupleksnim RT-
PCR-om u realnom vremenu, koristec¢i 18S rRNK kao interni standard. Vrednosti za sve uzorke su iscrtane, u odnosu na
vrednosti za korisnika A (10 donorskih pulova x 3 serije kompleta x 4 replikata = 120 skupova podataka za svaki gen), sa
srednjim vrednostima (crvene linije) i standardnim odstupanjima(crne trake) za sve prikazane uzorke. Isprekidane linije
ukazuju na +3x ukupnu preciznost ispitivanja (FOS: 2,34 Cr; IL1B: 1,93 C+).
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Slika 11: Moguénost reprodukcije RT-PCR-a - izmedu serija kompleta. RNK prec¢i$¢ena u eksperimentu opisanom na slici
9 korigcena je za RT-PCR u realnom vremenu. Relativni nivoi transkripta[A]FOS i[B]IL1B odredeni su dupleksnim RT-
PCR-om u realnom vremenu, koristeci 18S rRNK kao interni standard. Vrednosti za sve uzorke su iscrtane, u odnosu na
vrednosti za seriju kompleta 1(10 donorskih pulova x 3 korisnika x 4 replikata = 120 skupova podataka za svaki gen), sa
srednjom vredno$c¢u (crvene linije) i standardnim odstupanjima (crne trake) za sve prikazane uzorke. Isprekidane linije
ukazuju na +3x ukupnu preciznost ispitivanja(FOS: 2,34 Cr; IL1B: 1,93 C+).
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Tabela 2: Rezime RT-PCR podataka sa slike 10 i slike 11

FOS/18S rRNK ispitivanje IL1B / 18S rRNK ispitivanje

Poredenie podataka Srednja +SD Srednja +SD
ep ednost(AACT) | (AACT) | vrednost(AACT) | (AACr)

Ponovljivost u okviru svakog korisnika i izmedu svih serija

Svi korisnici, serija 1-serija 1 0,00 0,00 0,00 0,00
Svi korisnici, serija 1-serija 2 -0,03 0,48 -0,07 0,66
Svi korisnici, serija 1-serija 3 -0,21 0,52 on 07

Ponovljivost u okviru svakog korisnika i izmedu svih serija

Sve serije, korisnik A-korisnik A 0,00 0,00 0,00 0,00
Sve serije, korisnik A-korisnik B -0,46 0,44 -0,06 0,69
Sve serije, korisnik A-korisnik C -0,31 0,60 -0,15 07

Korisnik: tehnicar, izvrsio studiju.

Serija: broj serije kompleta upotrebljenog koristi u ovoj studiji.

SD: standardno odstupanje.

Srednja AACr vrednosti (N =120) i standardna odstupanja su prikazani za podatke predstavljene na slici 10 i slici 11.

Automatizovana izolacija RNK

Prinosi RNK od 2,5 ml zdrave humane pune krvi su > 3 pug za = 95% obradenih uzoraka.
Slika 12 (strana 55) ukazuje na prinose RNK od ukupno 216 uzoraka pripremljenih
koris¢enjem automatizovanog protokola sa 3 serije kompleta od strane 3 rukovaoca.
Budu¢i da su za te studije koris¢eni objedinjeni uzorci krvi umesto pojedinacnih
epruveta PAXgene Blood RNA Tubes (BRT), rezultati ne odrazavaju prinos RNK
ocekivan od pojedinac¢nih uzoraka pojedina¢nih uzimanja krvi. Posto prinosi u velikoj
meri zavise od donora, pojedinacni prinosi mogu varirati(slika 12, strana 55).

Najmanje 95% uzoraka ne pokazuje inhibiciju u RT-PCR-u kada eluat ¢ini do 30%
reakcione zapremine RT-PCR-a. KoriS¢enjem automatizovanog protokola, unakrsnu
kontaminaciju izmedu uzoraka nije moguce otkriti, merenjem kvantitativnim RT-
PCR-om u realnom vremenu sekvenci ABL1 i FOS transkripata u RNK-negativnim
uzorcima (voda) uparenim sa RNK-pozitivnim uzorcima (humana puna krv) u istom
ciklusu.
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RNK izolovana sistemom PAXgene Blood RNA System i automatizovanim protokolom
je Cista, Sto pokazuje nedostatak inhibicije RT-PCR i vrednosti Agg/Azge izmedu 1,8 i
2,2. Genomska DNK je prisutna kod <1% (w/w) >=95% svih uzoraka, mereno
kvantitativnim real-time PCR-om sekvence beta-aktinskog gena. Slika 13 i slika 14
(strana 56) pokazuju vrednosti Ase/Azo i relativnu genomsku DNK od ukupno 216

uzoraka pripremljenih koriS¢enjem automatizovanog protokola sa 3 serije kompleta

od strane 3 rukovaoca.
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Slika 12: Prinos RNK — automatizovana obrada pomocu instrumenta QlAcube Connect MDx. Uzorci krvi od pojedinacnih
donora prikupljeni su u epruvete PAXgene Blood RNA Tubes (BRT). Sadrzaj epruveta je objedinjen u 6 donorskih pulova i

naknadno ponovo alikvotiran. Ukupno 216 epruveta (tj. 36 po pulu) obradila su 3 razli¢ita rukovaoca (A, B, C). Svaki
rukovalac je koristio 3 razlicite serije (1, 2, 3) kompleta PAXgene Blood RNA Kit za automatizovanu izolaciju sa QlAcube
Connect MDx i obradene ¢etvorostruke uzorke iz svakog od 6 donorska pula. Prinosi RNK svih pojedinac¢nih uzoraka

prikazani su za svaku kombinaciju rukovalac-serija.
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Slika 13: Cistoéa RNK (vrednosti Azso/ Aze0) — automatizovana obrada sa QlAcube Connect MDx. RNK je pre¢i§éena od
strane 3 razli¢ita rukovaoca (A, B, C)koristeci 3 razli¢ite serije (1, 2, 3) kompleta PAXgene Blood RNA Kit sa QlAcube

Connect MDx u eksperimentu opisanom na slici 12. Vrednosti Ao/ Ao svih pojedinacnih uzoraka prikazane su za svaku
kombinaciju rukovalac-serija.
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Slika 14: Cistoéa RNK (% kontaminacije genomske DNK) - automatizovana obrada pomoéu QlAcube Connect MDx. RNK
je preciscena od strane 3 razli¢ita rukovaoca (A, B, C) koristeci 3 razlicite serije (1, 2, 3) kompleta PAXgene Blood RNA Kit
sa QlAcube Connect MDx u eksperimentu opisanom na slici 12. Koli¢ine genomske DNK (w/w) svih pojedina¢nih uzoraka
prikazane su za svaku kombinaciju rukovalac-serija.

Automatizovani protokol izolacije RNK pomoc¢u sistema PAXgene Blood RNA System
pruza ponovljive RT-PCR rezultate sa visokom moguc¢nos$cu reprodukcije, $to ga €ini
veoma robusnim za klinicke dijagnosticke testove.
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Stabilnost izolovane RNK

Uzorci RNK izolovani iz epruveta PAXgene Blood RNA Tubes napunjenih krvlju sa
kompletom PAXgene Blood RNA Kit stabilni su tokom 5 godina skladistenja na-20 °C
i 7 godina skladi$tenja na -70 °C (krajnja tacka studija).
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Vazne napomene

Koriséenje instrumenta QlAcube Connect MDx

Postarajte se za to da budete upoznati sa radom instrumenta QlAcube Connect MDx.
ProcCitajte uputstvo za upotrebu instrumenta i sve dodatne informacije koje se
isporucuju sa instrumentom, obracajuc¢i paznju na bezbednosne informacije, pre
zapocinjanja automatizovanog protokola PAXgene Blood RNA.

Pokretanje instrumenta QlAcube Connect MDx

Zatvorite poklopac instrumenta QlAcube Connect MDx i uklju€ite instrument putem
prekidaca za napajanje (pogledajte sliku 15, strana 59).

Oglasi¢e se zvucni signal i prikazati pocetni ekran. Instrument automatski vrsi
testove inicijalizacije.
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Prikaz instrumenta QlAcube Connect MDx sa prednje Izvuéen ekran osetljiv na dodir
strane

i

m

—
—
—
—
Lt
& —
i @ i
Prikaz instrumenta QlAcube Connect MDx sa zadnje Prikaz instrumenta QlAcube Connect MDx sa zadnje
strane (leva strana) strane (desna strana)
Slika 15: Spoljne karakteristike instrumenta QlAcube Connect MDx.
@ Ekran osetljiv na dodir @ 2 USB porta na levoj strani ekrana osetljivog

na dodir; 2 USB porta iza ekrana osetljivog na
dodir (Wi-Fi modul priklju¢en u 1USB port)

@ Poklopac

@ Fioka za otpad
@ Prekida¢ za napajanje

RJ-45 Ethernet port

Uti¢nica kabla za napajanje

O0X0,

Izlaz vazduha za hladenje
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Ekran osetljiv na dodir

Instrumentom QlAcube Connect MDx upravlja se putem ekrana osetljivog na dodir.
Ekran osetljivnadodiromogucava korisniku da upravljainstrumentomivodi korisnika
kroz podeSavanje radnog stola. Tokom obrade uzorka, ekran osetljiv na dodir
prikazuje status protokola i preostalo vreme.

s
Slika 16: Izvuéen ekran osetljiv na dodir instrumenta QlAcube Connect MDx.

Instaliranje protokola na QlAcube Connect MDx

Mozda c¢e biti potrebna inicijalna instalacija protokola da bi se mogao izvesti prvi
ciklus pripreme RNK na instrumentu QlAcube Connect MDx. Instalirajte protokole
,PAXgene Blood RNA Part A”i ,PAXgene Blood RNA Part B".

Protokoli za instrument OQlAcube Connect MDx su navedeni na adresi
www.qiagen.com i potrebno ih je preuzeti na USB stik koji se isporucuje sa
instrumentom. Ovi protokoli ¢e se preneti nainstrument preko USB porta.

USB port(nalazi se na strani ekrana osetljivog na dodir; pogledajte sliku 15, strana 59)
omogucava povezivanje instrumenta QlAcube Connect MDx na USB stik koji se
isporucuje sa instrumentom. Datoteke sa podacima, kao $to su datoteke evidencije
ilidatoteke izveStaja, takode se mogu preneti preko USB porta sainstrumenta na USB
stik.
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® USB port je samo za upotrebu sa USB stikom koji obezbeduje QIAGEN. Ne
povezujte druge uredaje sa ovim portom.

@ Ne uklanjajte USB stik tokom preuzimanja protokola ili prenosa datoteka sa
podacimaili tokom ciklusa protokola.

ViSe detalja o procesu otpremanja protokola na QlAcube Connect MDx potrazite u
korisnickom priru¢niku za instrument.

Postavljanje u instrument QlAcube Connect MDx

Da biste uStedeli vreme, postavljanje mozete obaviti tokom jednog ili oba koraka
centrifugiranja od 10 minuta (koraci 3 i 5) navedenih u odeljku ,Protokol:
Automatizovana izolacija ukupne RNK iz humane pune krvi prikupljene u epruvete
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) stranica 32.

Reagens boce

Pre svakog ciklusa na instrumentu QlAcube Connect MDx, paZljivo napunite 4 reagens
boce sa reagensima navedenim u tabeli 3 (stranica 62) do indikatora maksimalnog
nivoa ili, ako to nije moguce, do nivoa koji dozvoljavaju zapremine pufera isporu¢ene
u kompletu PAXgene Blood RNA Kit. Jasno oznacite boce i poklopce nazivima pufera
i stavite napunjene reagens boce na odgovaraju¢e polozaje na nosacu za reagens
boce. Postavite nosac naradni sto instrumenta kao $to je prikazano (slika 17 slika 18,
stranice 62 odnosno 63).

Isporuc¢ena zapremina pufera BR2 nec¢e napuniti bocu reagensa do nivoa
@ indikatora. Puferi BR3 i BR4 ne mogu napuniti bocu do nivoa indikatora nakon

obrade viSe uzoraka u prethodnim ciklusima.

® Obavezno skinite poklopce sa boca pre stavljanja na radni sto.
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@ Zapremine pufera isporu¢enih u kompletu PAXgene Blood RNA Kit (50)
dovoljne su za najviSe 7 ciklusa pripreme RNK na instrumentu QlAcube
Connect MDx sa od 2 do 12 uzoraka po ciklusu. Opste gledano, cikluse sa
malim brojem uzoraka po ciklusu bi trebalo izbegavati, kako bi se obradilo
ukupno 50 uzoraka po kompletu. Vise od 7 ciklusa pripreme RNK moze
uzrokovati nedovoljnu koli¢inu pufera za obradu poslednjih uzoraka.

Tabela 3: Pozicije u nosac¢u reagens boca

1 Vezujuci pufer (BR2)

2 Etanol (96-100% v/v)

3 Pufer za ispiranje 1(BR3)
4 Pufer za ispiranje 2 (BR4)*
5 - (ostavite prazno)

6 - (ostavite prazno)

* Pufer za ispiranje 2 (BR4) se isporu¢uje kao koncentrat. Pre prvog korisc¢enja, dodajte 4 zapremine etanola (96-100%
v/v, stepena Cistoce p.a.), kao $to je naznaceno na bocici da biste dobili radni rastvor.
Pozicija 1 Pozicija 2
Vezujugi Etanol 96-
pufer(BR2) 100% v/v

Pozicija 3 Pozicija 4
Puferza Puferza

ispiranje 1 ispiranje 2
(BR3) (BR4)

Pozicijab Pozicija6

Prazno Prazno

Slika 17: Postavljanje na nosaé za reagens boce. [ A] Sematski prikaz pozicija i sadrzaja boca na nosaéu za reagens boce.
[B]Postavljanje nosaca na QlAcube Connect MDx.
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Slika 18: Prikaz unutrasnjosti instrumenta QlAcube Connect MDx.

Poklopac centrifuge Otvori za MCT epruvete

Centrifuga 3 otvora za nosace nastavaka

Sejker Otvori za odlaganje nastavaka i kolonica

Robotska ruka (uklju¢uje 1-kanalni pipetor, hvataljku,

Nosa¢ zareagens boce
9 ultrazvuéni i opti¢ki senzor i UV LED)

Senzor nastavka i brava poklopca

OEOOGO
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Spin kolonice (PSC, PRC), MCT epruvete i QlAcube Connect
MDx plasti¢ni pribor

Postavite 2 nosaCa nastavaka napunjena sa nastavcima Filter-Tips 1000 pL na
QlAcube Connect MDx (pogledajte slika 18, stranica 63). Po potrebi ponovo napunite
nosace nastavcima.

Koristite samo nastavke sa filterima od 1000 pl projektovane za upotrebu sa
instrumentom QlAcube Connect MDx.

Trajnom olovkom oznacCite adaptere rotora i MCT za svaki uzorak. Otvorite PSC koji ¢e
se koristiti i makazama potpuno odreZite poklopac (pogledajte sliku 19).

@ Za pravilan rad robotske hvataljke instrumenta QlAcube Connect MDx,
potpuno uklonite (odsecite) poklopce i sve plasti¢ne delove koji povezuju
poklopac sa PSC-om (pogledajte sliku 19). U suprotnom, robotska hvataljka
nece moci pravilno uhvatiti PSC.

Poklopac
Poklopac kolonice je
kolonice nepravilno
pravilno uklonjen. Deo
uklonjen sa poklopcai dalje
PSC-a. pri¢vrScen za

PSC.

Slika 19: Postavljanje PSC-a. PSC se postavlja na srednju poziciju adaptera rotora. Odrezite poklopac PSC-a pre
postavljanja kolonice.
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Postavite PSC kolonicu (bez poklopca, pogledajte sliku 19, strana 64), PRC kolonicu i
oznaCenu MCT epruvetu u odgovarajuce pozicije na svakom oznacenom adapteru
rotora kao $to je prikazano u tabeli 4 i slici 20.

Uverite se da su poklopci spin kolonice (PRC)i MCT epruveta gurnuti skroz do
@ dna otvora na ivici adaptera rotora. U suprotnom ¢e se poklopci odlomiti
tokom centrifugiranja.

Tabela 4: Plastiéni potro$ni materijal u adapteru rotora

. . Polozaj
Pozicija | Reagens
poklopca
1 PAXgene RNA spin kolonica (crvena, PRC)
2 PAXgene Shredder spin kolonica (ljubi¢asta, PSC)(odrezite poklopac pre stavljanja u =

adapter rotora)

3 MCT* L3
*Koristite MCT (1,5 ml) uklju¢en u komplet PAXgene Blood RNA Kit.

L2

L1
L3

Slika 20: Pozicije u adapteru rotora. Adapter rotora ima 3 poloZaja epruvete (1-3)i tri polozaja poklopca (L1-L3).
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Postavljanje u centrifugu

Postavite sklopljene adaptere rotora u posude centrifuge instrumenta QlAcube
Connect MDx kao Sto je prikazano na slici 21 u nastavku.

@ Ako se obraduje manje od 12 uzoraka, postarajte se za to da postavite rotor
centrifuge tako da bude radijalno izbalansirana(pogledajte sliku 22, stranica
67). Sve posude centrifuge moraju da se montiraju pre pokretanja ciklusa
protokola, ¢ak i ako se obraduje manje od 12 uzoraka. Nije moguce obraditi
pojedinacan (jedan)ili 11 uzoraka.

Slika 21: Postavljanje u centrifugu na instrumentu QlAcube Connect MDx. Postavite sklopljene adaptere rotora u posude
centrifuge.
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Slika 22: Postavljanje u centrifugu i $ejker. Pozicije na centrifugi i $ejkeru se prikazuju za obradu od dva(2) do deset (10)
uzoraka. Nije moguce obraditijedan (1) ili 11 uzoraka. Za obradu 12 uzoraka, postavlja se na sve pozicije centrifuge i
Sejkera (slika se ne prikazuje).
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Obrada epruveta

Uklonite sve PT epruvete ostale u otvorima za MCT epruvete iz prethodnih ciklusa
(pogledajte sliku 18, strana 63). Popunite 3 PT epruvete sa koli¢inom reagensa
navedenom u tabeli 5 prema broju uzoraka u ciklusu.

Za mesSavinu za inkubaciju dezoksiribonukleaze |, pipetom prenesite naznacenu
zapreminu pufera za razlaganje DNK (RDD) u PT epruvetu i dodajte naznacenu
zapreminu osnovnog rastvora dezoksiribonukleaze | (RNFD). MesSajte laganim
pipetiranjem kompletne mesavine nagore i nadole 3 puta pipetnim nastavkom od
1000 pl.

Koristite PT epruvete od 2 ml uklju¢ene u komplet PAXgene Blood RNA Kit.
@ Jasno oznacCite epruvete imenima reagensa i stavite ih u odgovarajucu
poziciju u otvorima MCT-a, kao $to je naznac¢eno u tabeli 6 (strana 69).

Dezoksiribonukleaza | (RNFD) je posebno osetljiva na fizicku denaturaciju.
@ Mesajte iskljuCivo pipetiranjem, pipetnim nastavcima sa Sirokim otvorom

kako biste smanjili smicanje. Nemojte vrtlozno mesati.

Pipetom prenesite iskljucivo potrebnu zapreminu kao $to je navedeno u tabeli 5 u
nastavku.
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Tabela 5: Zapremina reagenasa potrebnih u PT epruvetama za otvore za MCT epruvete

Zapremina reagensa za naznaceni broj uzoraka (pl)

Broj

Ok proteinazak (PK) | 0 IR el S
2 126 187(23 dezoksiribonukleaza | + 164 pufer RDD) B1IS)
3 170 261(33 dezoksiribonukleaza | + 228 pufer RDD) 399
4 213 334 (42 dezoksiribonukleaza | + 292 pufer RDD) 486
5 256 407 (51 dezoksiribonukleaza | + 356 pufer RDD) 572
6 299 481(60 dezoksiribonukleaza | + 421 pufer RDD) 658
7 342 554 (69 dezoksiribonukleaza | + 485 pufer RDD) 745
8 386 627(78 dezoksiribonukleaza | + 549 pufer RDD) 831
g 429 701(88 dezoksiribonukleaza | + 613 pufer RDD) 918
10 472 775 (97 dezoksiribonukleaza | + 678 pufer RDD) 1004
12 558 921(115 dezoksiribonukleaza | + 806 pufer RDD) n77

Tabela 6: Otvori za MCT epruvete

Pozicija
Ao
Sadrzaj Proteinaza K Mesavina za inkubaciju dezoksiribonukleaze | ~ Pufer za izdvajanje (BR5)
Posuda Epruveta za obradu* Epruveta za obradu* Epruveta za obradu*

*Koristite PT epruvete od 2 ml uklju¢ene u komplet PAXgene Blood RNA Kit.
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Odlaganje u otpad

Informacije o bezbednom odlaganju nakon prikupljanja uzoraka i ru¢ne izolacije RNK
potrazite u bezbednosnim informacijama i merama predostroznosti na stranici 18,
odnosno 19.

Pored toga, za automatizovanu izolaciju RNK pomocu instrumenta QlAcube Connect

MDx, pogledajte sliku 211 sliku 22, stranica 66, odnosno 67, koje prikazuju namenske
otvore za koriS¢ene nastavke i kolonice za odlaganje na otpad.
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Vodic¢ za resavanje problema

Ovaj vodi¢ za reSavanje problema moze da bude koristan pri reSavanju svih problema
do kojih moZe doci. Dodatne informacije potrazite na strani ,Frequently Asked
Questions” (Cesto postavljana pitanja) naseg Centra za tehni¢ku podréku:
www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Nauc¢nici tehni¢ke sluzbe kompanije QIAGEN
uvek sa zadovoljstvom odgovaraju na svako pitanje koje mozda imate u vezi sa
informacijama i protokolima iz ovog prirucnika ili tehnologijama uzorkovanja i
ispitivanja (za podatke o kontaktu pogledajte poslednju stranicu ili posetite veb-
stranicu www.giagen.com).

Komentari i sugestije

Degradirana RNK

Pazite da ne unesete nimalo ribonukleaze u reagense tokom
postupka ili kasnijeg rukovanja (pogledajte Dodatak A, stranica 77).

a) Kontaminirana ribonukleaza

=

Nizak prinos RNK

b) Manje od 2,5 ml krvi prikupljene
u epruveti PAXgene Blood RNA
Tube (BRT)

Postarajte se za to da se prikupi 2,5 ml krvi u epruveti PAXgene
Blood RNA Tube (BRT; pogledajte Prirucnik za epruvete PAXgene
Blood RNA Tube)

RNK mora da se razblazi u 10 mM Tris-HCI, pH 7,5* da bi se postigla
ta¢na kvantifikacija(pogledajte Dodatak B, stranica 78).

2,

lzmerena koncentracija RNK u
vodi

d

Celijski ostaci prebaceni u PRC
kolonicu u koracima 9i 10
ru¢nog protokola

Izbegavajte prenos krupnih ¢estica prilikom prenosa supernatanta
pipetom u koraku 7 ru¢nog protokola (prenos sitnih ostataka nece
uticati na proceduru).

e) Supernatant nije u potpunosti

uklonjen u koraku 3

Postarajte se za to da se ukloni sav supernatant. Ako je supernatant
dekantiran, uklonite kapi sa oboda epruvete PAXgene Blood RNA
Tube (BRT) tako $to cete tapkati epruvetu uz papirni ubrus.
Preduzmite odgovarajuc¢e mere predostroznosti kako biste sprecili unakrsnu
kontaminaciju.

SASISIS)

f) Nakon prikupljanja u epruvetu
PAXgene Blood RNA Tube (BRT),
krv se inkubira krace od 2 h

Inkubirajte krv u epruvetu PAXgene Blood RNA Tube (BRT) najmanje
2 sata nakon prikupljanja.

&

* Kada radite sa hemikalijama, uvek nosite odgovarajuci laboratorijski mantil, rukavice za jednokratnu upotrebu i
zastitne naocare. Vise informacija potraZite u odgovarajucim listovima sa bezbednosnim podacima(Safety Data
Sheet, SDS) dostupnim kod dobavljaca proizvoda.
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Komentari i sugestije

Niska vrednost Azso/ Azso

RNK za merenje vrednosti ¢istoce* (pogledajte Dodatak B, stranica 78).

g) Voda se koristi za razblaZivanje @ Koristite 10 mM Tris-HCI, pH 7,5 da razblazite RNK pre merenja
Azeo/ Azgo

nuliran od istog udela pufera za izdvajanje (BR5)i 10 mM Tris-HCI, pH 7,5,
kao u uzorcima koji ¢e se meriti. Pufer za izdvajanje (BR5) ima visoku
apsorpciju na 220 nm, $to moze dovesti do visokih nivoa pozadinske
apsorpcije ako spektrofotometar nije pravilno nuliran.

h) Spektrofotometar nije pravilno @ Nulirajte spektrofotometar koriste¢i prazan uzorak koje se sastoji

Kvar instrumenta
i) Instrument QlAcube Connect Procitajte Korisnicki prirucnik za QlAcube Connect MDx, obrac¢ajuci paznju na

MDx nije pravilno radio odeljak ReSavanje problema. Postarajte se za to da je instrument pravilno
odrzavan, kao Sto je opisano u korisni¢kom priru¢niku.

* 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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Simboli

Simboli u nastavku mogu da se nalaze u uputstvu za upotrebu ili na pakovanju i
nalepnicama. Dodatni simboli su objasnjeni u odeljku Sadrzaj kompleta(stranica 6).

V<NT> Verzija <N1> proizvoda

Sadrzi reagense dovoljne za <N2> testova

<

<N2>

Pogledajte uputstvo za upotrebu.

Upotrebiti do

Medicinsko sredstvo za in vitro dijagnostiku

Kataloski broj

LOT Broj serije

MA Broj materijala
Komponente
Broj

Kunitz jedinice

Dodavanje

CONT Sadrzi

BEEEEEEE =

Rekonstituisani
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Dezoksiribonukleaza |

Etanol

GITC Gvanidin izotiocijanat
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Set dezoksiribonukleaze bez ribonukleaze

GTIN Globalni broj trgovinske jedinice

Temperaturno ogranicenje

Gornja granica temperature

Proizvodac

Ovlasc¢eni predstavnik za Evropu u skladu sa Uredbom
(EU)2017/746

VazZna napomena

Dodavanje etanola

Oznaka CE. Ovaj proizvod ispunjava zahteve Uredbe (EU)
2017/746 o medicinskim sredstvima za in vitro
dijagnostiku.

Jedinstveni identifikator uredaja

Oprez

UPOZORENJE: Vruca povrsina

B> e~ EL"?“?I
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Kontakt informacije

Miu kompaniji QIAGEN ponosimo se kvalitetom i dostupno$¢u nase tehnicke podrske.
U nasim odeljenjima tehnicke sluzbe rade iskusni naucnici sa opseznom prakti¢nom i
teorijskom ekspertizom u oblasti molekularne biologije i koriS¢enja proizvoda
kompanije PreAnalytiX. Ako imate bilo kakvih pitanja u vezi sa kompletom PAXgene
Blood RNA Kit, ne ustruc¢avajte se da nam se obratite.

Tehnic¢ku pomoc i viSe informacija potrazite u naSem centru za tehnic¢ku podrsku na
adresi www.qiagen.com/Support, telefon 00800-22-44-6000 ili se obratite jednom
od QIAGEN odeljenja zatehnicku pomocililokalnim dobavlja¢ima(pogledajte poledinu
ili posetite adresu www.giagen.com).
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Dodatak A: OpSte napomene o rukovanju sa RNK

Rukovanje RNK

@

Ribonukleaze su veoma stabilni i aktivni enzimi koji sustinski ne
zahtevaju veliki broj kofaktora za funkcionisanje. Buduci da je tesko
inaktivirati ribonukleaze i da su samo veoma male koli¢ine potrebne za
degradaciju RNK, nemojte da koristite plasticniili stakleni priboradapre
toga ne eliminiSete moguc¢nost kontaminacije ribonukleazom. Narogito
vodite racuna da slu€ajno ne uvedete ribonukleaze u uzorak RNK tokom
procedure izolacije ili nakon nje. Da biste uspostavili okruzenje koje ne
sadrzi ribonukleaze i da biste ga odrzali u tom stanju, prilikom rada sa
RNK morate da preduzmete mere predostroznosti tokom predtretmana
i koriS¢enja sudova i rastvora za jednokratnu upotrebu i viSe upotreba.

Opste rukovanje

@

Prilikom rada sa RNK uvek morate da primenite pravilnu mikrobioloSku i
asepti¢nu tehniku. Sakama i ¢esticama prasine prenose se bakterije i
budi koje predstavljaju naj¢esci uzrok kontaminacije ribonukleazom.
Uvek nosite rukavice od lateksa ili vinila kada rukujete reagensima i
uzorcima RNK da biste sprecili kontaminaciju ribonukleaze preko
povrSine koZe ili prasnjave laboratorijske opreme. Redovno menjajte
rukavice i drzite epruvete zatvorenim kada je god to moguce. Drzite
preciscenu RNK na ledu kada se pipetiraju alikvoti za naknade primene.

Protokoli za uklanjanje kontaminacije ribonukleazom iz staklenog posuda i rastvora

mogu se naci u opstim vodi¢ima molekularne biologije, kao §to su 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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Dodatak B: Kvantifikacija i odredivanje kvaliteta
ukupne RNK

Kvantifikacija RNK

Koncentraciju RNK treba odrediti merenjem apsorpcije na 260 nm (Axo) U
spektrofotometru. Da bi se obezbedio znacaj, o¢itavanja treba da budu u linearnom
opseqgu spektrofotometra. Apsorpcija od 1jedinice na 260 nm odgovara 44 pg RNK po
ml (Azs0 = 1= 44 pg/ml). Ovaj odnos vazi samo za merenja u 10 mM Tris-HCI, pH 7,5.*
Stoga, ako je potrebno razblaziti uzorak RNK i to treba uraditi u 10 mM Tris-HCI. Kao
$to je objasnjeno u nastavku (procitajte odeljak ,Cisto¢a RNK’, stranica 79), odnos
izmedu vrednosti apsorpcije na 260 i 280 nm pruza procenu ¢istoce RNK. Prilikom
merenja uzoraka RNK, budite sigurni da kivete ne sadrze ribonukleazu. Nulirajte
spektrofotometar koristeci prazni uzorak koji se sastoji od istog udela pufera za
izdvajanje (BR5)i Tris-HCI pufera kao u uzorcima koji ¢e se meriti. Pufer za izdvajanje
(BR5)ima visoku apsorpciju na 220 nm, $to moze dovesti do visokih nivoa pozadinske
apsorpcije ako spektrofotometar nije pravilno nuliran. Primer proracuna koji je
uklju¢en u kvantifikaciju RNK je prikazan u nastavku.

Zapremina RNK uzorka = 80 pl
Razblazivanje (1/15) = 10 pluzorka RNK + 140 pl 10 mM Tris-HCI, pH 7,5
Izmerite apsorpciju razblazenog uzorka u kiveti (bez ribonukleaze).
Ao = 0,3
Koncentracijauzorka = 44 x Aggg x faktor razblazivanja
= 44x0,3x15
= 198 pg/ml
Ukupni prinos = koncentracija x zapremina uzorka u mililitrima
= 198 ug/ml = 0,08 ml
= 15,8 ug RNK

* Kada radite sa hemikalijama, uvek nosite odgovarajuci laboratorijski mantil, rukavice za jednokratnu upotrebu i
zastitne naocare. Vise informacija potraZite u odgovarajucim listovima sa bezbednosnim podacima(Safety Data
Sheet, SDS) dostupnim kod dobavljaca proizvoda.
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Cisto¢a RNK

Odnos oc¢itavanja na 260 i 280 nm (Azso/ Azge) daje procenu cistoé¢e RNK u odnosu na
zagadivaCe koji se apsorbuju u UV, kao Sto su proteini. Medutim, pH vrednost
znacajno uti¢e na odnos Asso/Azgo. NiZza pH vrednost uzrokuju nizi odnos Agee/ Agso i
smanjenu osetljivost kontaminaciju proteinima.* Da biste dobili tacne vrednosti,
preporucujemo merenje apsorpcije u 10 mM Tris-HCI, pH 7,5. Cista RNK ima odnos
Azeo/ Agso 0d 1,8-2,2 u 10 mM Tris-HCI, pH 7,5. Nulirajte spektrofotometar koristeci
prazni uzorak koji se sastoji od istog udela pufera za izdvajanje (BR5) i Tris-HCl pufera
kao u uzorcima koji ¢e se meriti. Pufer za izdvajanje (BR5) ima visoku apsorpciju na
220 nm, Sto moze dovesti do visokih nivoa pozadinske apsorpcije ako
spektrofotometar nije pravilno nuliran.

* 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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Dodatak C: Rukovanje epruvetama PAXgene
Blood RNA Tubes(BRT)

® Sledec¢e preporuke kompanije BD mogu biti od pomoc¢i pri rukovanju
epruvetama PAXgene Blood RNA Tubes (BRT). ViSe informacija o
epruvetama PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) potraZzite u Priru¢niku za
epruvete PAXgene Blood RNA Tube.

Uputstvo za uklanjanje BD Hemogard poklopca

1. Jednom rukom uhvatite epruvetu PAXgene Blood RNA Tube (BRT), stavljajuci
palac ispod BD Hemogard poklopca. (Radi dodatne stabilnosti oslonite ruku na
¢vrstu povrsinu.) Drugom rukom, okrecéite BD Hemogard poklopac dok
istovremeno gurate palcem druge ruke samo dok se ¢ep epruvete ne olabavi.

2. Pomerite palac pre nego $to podignete zatvaraC. Nemojte koristiti palac da biste
skinuli zatvarac sa epruvete PAXgene Blood RNA Tube (BRT). Oprez: Ako
epruveta PAXgene Blood RNA Tube (BRT) sadrzi krv, postoji opasnost od
izlaganja. Da bi se sprecile povrede tokom uklanjanja zatvaraca, vazno je da se
palac koji se koristi za guranje poklopca nagore odvoji od epruvete PAXgene
Blood RNA Tube (BRT) ¢im se BD Hemogard zatvarac olabavi.

3. Podignite zatvarac epruvete PAXgene Blood RNA Tube (BRT). U malo verovatnom
slucaju da se plasticni stitnik odvoji od gumenog ¢epa, nemojte ponovo
sastavljati zatvarac¢. Pazljivo uklonite gumeni ¢ep sa epruvete PAXgene Blood
RNA Tube (BRT).
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Uputstvo za umetanje sekundarnog BD Hemogard zatvaraca

1. Vratite zatvarac na epruvetu PAXgene Blood RNA Tube (BRT).

2. Okreniteisnazno pritisnite da ¢ep ponovo potpuno nalegne. Kompletno ponovno
umetanje ¢epa je neophodno da bi zatvarac sigurno ostao na epruveti PAXgene
Blood RNA Tube (BRT) tokom rukovanja.
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Informacije o porucivanju

N P e Y

PAXgene Blood RNA Kit 50 PAXgene spin kolonica, 50 Shredder spin 762174
(50) kolonica, epruvete za obradu,

dezoksiribonukleaza bez ribonukleaze |,

reagensii puferi bez ribonukleaze. Za

koris¢enje u kombinaciji sa epruvetama

PAXgene Blood RNA Tubes

PAXgene Blood RNA Tubes 100 epruveta za prikupljanje uzoraka krvi 762165
(100)

Srodni proizvodi koji mogu da se poru¢e od kompanije QIAGEN za automatizovanu izolaciju RNK na

QlAcube

Starter Pack, OlAcube Paket sadrzi: nosace za reagens boce (3); 990395
trake za oznacavanje nosaca (8); nastavke sa
filterima od 200 pl(1024); nastavke sa
filterima od 1000 pl (1024); nastavke filtera
0d 1000 pl, sa Sirokim otvorom (1024);
reagens boce od 30 ml(18); adaptere rotora
(240); drzac adaptera rotora

Filter-Tips, 1000 pL (1024)  Nastavci sa filterom, sterilni, na nosacu 990352

Reagent Bottles, 30 mL (6) Reagens boce (30 ml)sa poklopcima; 990393
6 komada u pakovanju; za koriS¢enje sa
nosacem za reagens boce instrumenta
OlAcube

Rotor Adapters (10 x 24) Za 240 priprema: 240 adaptera rotora za 990394
jednokratnu upotrebu; za koriS¢enje sa
OlAcube

Reagent Bottle Rack Nosac za postavljanje 6 reagens boca od 9026197
30 ml na radni sto instrumenta QlAcube

Rotor Adapter Holder Drzac za 12 adaptera rotora za jednokratnu 990392
upotrebu; za koriS¢enje sa instrumentom
QlAcube
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Povezani proizvodi koji se mogu poruciti od kompanije BD za prikupljanje krvi sa epruvetama

PAXgene Blood RNA Tubes (BRT)*

BD Vacutainer® Safety
Lok™ Blood Collection Set

BD Vacutainer® Push
Button Blood Collection
Set

BD Vacutainer One-Use
Holder

BD Vacutainer Plus Serum
Tubes

BD Vacutainer EST Tube

BD Vacutainer No Additive
(Z)Tube

Iglaod 21G, 0,75in¢a(0,8 x19 mm), epruveta  367286/367281
0d 12 in¢a (305 mm,) Luer adapterom; 50

komada u kutiji, 200 komada u pakovanju

Iglaod 21G, 3/4in¢a (0,8 x 19 mm), epruveta 367344
0d 12 in¢a (305 mm) Luer adapterom. 50

kom./kutija, 200 kom./pakovanje

Pakovanje samo sa pre¢nikom od 13 mm i 16 364815

mm:; 1000 kom./pakovanje

13 x 756 mm 4,0 ml zapremina izvlacenja, sa 368975/367812
crvenim BD Hemogard zatvaracem i
papirnom nalepnicom; 100 kom./kutija, 1000

kom./pakovanje

13 x 756 mm 3,0 ml zapremina izvlacenja sa 362725
providnim BD Hemogard zatvaracem i
prozirnom nalepnicom; 100 kom./kutija, 1000

kom./pakovanje

13 x 75 mm 3,0 ml zapremina izvlacenja, sa 366703
providnim BD Hemogard zatvaracem i
papirnom nalepnicom; 100 kom./kutija, 1000

kom./pakovanje

* Ovi dodaci za prikupljanje krvi predstavljaju tipi¢ne proizvode koji se mogu koristiti sa epruvetama PAXgene Blood
RNA Tubes (BRT). Da biste saznali vise o ovim dodacima, uklju¢ujuéi i kako ih porugiti, posetite www.preanalytix.com.

Uputstvo za upotrebu (Priru¢nik) za komplet PAXgene Blood RNA Kit

02/2023


http://www.preanalytix.com/

Istorija revizija dokumenta

[R1]april 2022. Inicijalno IVDR izdanje

[R2]februar 2023. Adresa kompanije PreAnalytiX GmbH promenjena iz ,Feldbachstrasse” u
JGarstligweg 8. Dodani BD proizvodi u odeljak Informacije o porucivanju. Azurirane
informacije o bezbednosti.
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Napomene
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Najnovije informacije o licenciranju i odricanjima od odgovornosti za konkretan
proizvod potrazite u odgovaraju¢em priru¢niku za komplet kompanije PreAnalytiX ili
QIAGEN ili korisnickom priru¢niku. Priru¢nici za komplet i korisnicki priru¢nici

kompanija PreAnalytiX i QIAGEN dostupni su na adresama www.preanalytix.com i
www.giagen.com, a mozete da ih zatraZite i od tehnicke sluzbe kompanije QIAGEN ili
svog lokalnog distributera.

Better samples ¢ PreAnalytiX

More toeZplore moee Jan

Istrazite viSe na adresi: www.preanalytix.com
HB-3009-002 02/2023

Porudzbine www.giagen.com/shop | Tehnicka podrska www.support.giagen.com | Veb-lokacija www.qgiagen.com
ili www.preanalytix.com
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