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RNA ze stabilizované krve

1  Soucasti
1.1  Obsah sady

NucleoSpin® Dx RNA Blood

50 davek
REFERENCE Symbol 740201.50
Promyvaci pufr Wash Buffer RB2 BUF RB2 13 mL

Koncentrat promyvaciho pufru Wash Buffer BUF RB3 Conc. 12 mL

RB3 (Concentrate)**

Pufr pro odsoleni membran Membrane BUF MDB 25 mL

Desalting Buffer MDB

Reakeni pufr pro rDNazu Reaction Buffer for | [BUF Reaction Buffer | 7 mL
rDNase

rDNéza, bez obsahu RNaz rDNase, RNase- 2 zkumavky
free (lyofilizovand)* (velikost D)
Tekutd proteindza Proteinase K Liquid Proteinase K 600 pl
H,O bez obsahu RNéaz RNase-free H,O 13 mL
Kolony NucleoSpin® RNA Blood Column RNA Blood Column 50

(svétle modré krouzky plus odbérové
zkumavky Collection Tube)

Lyzaéni zkumavky Lysis Tube (2 mL, s vikem) 50
Elu¢ni zkumavky Elution Tube (1,5 m) Elution Tubes 50
Odbérové zkumavky Collection Tube (2 mL) Collection Tubes 160

Uzivatelska prirucka Dﬂ 1

* Pripravu pracovnich roztokl a podminky jejich skladovani uvadi ¢ast 3.
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RNA ze stabilizované krve

1.2 Reagencie, spotrebni latky a vybaveni, které si musi
uzivatel zajistit

Reagencie:

e 96-100 % etanol (k pfipravé promyvaciho pufru Wash Buffer RB3).

Spotrebni latky:

e sterilni hroty bez obsahu RNaz.

Vybavent:

e manualni pipetovace,

® vifivy mixér,

e odstredivka pro 2 mL mikrocentrifugacni zkumavky,

e osobni ochranné prostfedky (napf. laboratorni plast, rukavice, bryle).

1.3 O této uzivatelské prirucce

Je dlrazné doporuceno si v této uZivatelské prirucce precist podrobné protokolarni ¢ésti.
Protokol do kapsy slouzi pouze jako doplnék pro rychlou napovédu pfi provadéni postupu
purifikace.

UZivatelské prirucky spole¢nosti MACHEREY-NAGEL jsou k dispozici na internetu na adrese
www.mn-net.com.

Chcete-li ziskat informace o zménach v aktualni uZivatelské pfirucce oproti predchozim verzim,
kontaktujte technicky servis.

Kontaktni udaje

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG

Valencienner Str. 11

52355 Diren, Némecko

Tel.: +49 24 21 969-0

Nezpoplatnény: 0800 26 16 000 (plati pouze pro Némecko)
E-mail: info@mn-net.com

Technicka podpora pro bioanalyzu

Tel.: +49 24 21 969-333
E-mail: support@mn-net.com

Benutzerhandbticher in weiteren Sprachen sind im Download-Bereich auf der Produktseite
verflgbar.

Les manuels d’utilisation dans d’autres langues sont disponibles dans la section Téléchargements
de la page du produit.

Los manuales de usuario en otros idiomas estan disponibles en la seccidn de descargas de la
pagina del producto.

I

OIpans
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2  Popis produktu

2.1 Zamysleny ucel

Sada NucleoSpin® Dx RNA Blood je sada k izolaci lidské RNA z plné krve odebrané do
zkumavek S-Monovette® RNA Exact spole¢nosti SARSTEDT pro néslednou diagnostickou
analyzu in vitro. Poskytuje purifikovanou lidskou RNA, kterou Ize pouzit k nasledné analyze za
Ucelem ziskani informaci o urovni exprese RNA ve vzorku, jako je napr. RT-PCR, gRT-PCR nebo
sekvenace RNA. Tento produkt pouzivaji profesionaloveé v diagnostickych laboratofich.

Sada NucleoSpin® Dx RNA Blood neni vhodnd k samotestovani nebo testovani pfimo
u pacienta. UZivatel této sady musi mit zkuSenosti s molekularné biologickymi technikami
véetné prace s plnou krvi a jinymi potencidlné infek&nimi lidskymi vzorky.

Je doporuceno pouzivat vhodné kontroly.
Lze pouzit pouze krev odebranou do zkumavek S-Monovette® RNA Exact.

Sada je ur¢ena k manualnimu pouziti.

2.2 Omezeni pouziti produktu

Sada NucleoSpin® Dx RNA Blood je vhodna k purifikaci RNA z krve odebrané do zkumavek
S-Monovette® RNA Exact. Sada NucleoSpin® Dx RNA Blood nebyla validovéna pro jiné
materidly vzork{ (napf. krev s EDTA).

Upozorfiujeme, Ze nelze zcela vyloudit mozny inhibiéni Ucinek latek v krvi (napt. 1éCiv). Z tohoto
ddvodu doporucujeme pouzit prislusné kontroly.

2.3 Kontrola kvality

V souladu se systémem pro fizeni kvality spolecnosti MACHEREY-NAGEL je kazda Sarze
sady NucleoSpin® Dx RNA Blood testovéna proti pfedem definovanym specifikacim, aby byla
zajisténa stala kvalita téchto produktd.

2.4 Uvod a specifikace sady
Sada NucleoSpin® Dx RNA Blood umoznuije izolaci RNA z pIné krve odebrané do zkumavek

aspektl pri purifikaci RNA je zabranit zménédm v Urovni exprese transkriptd po odbéru krve
a soucasné pred lyzou krve a zabranit degradaci RNA béhem skladovani, prepravy a izolace.
Pomoci metody sady NucleoSpin® Dx RNA Blood se RNA izoluje z krve odebrané do zkumavek
S-Monovette® RNA Exact, v nichz jsou leukocyty (hlavni zdroj RNA v pIné krvi) a dal$i krevni
bunky lyzovany ihned po kontaktu krve se stabilizacnim roztokem pfitomnym ve zkumavce
pro odbér krve. Tento stabilizadni roztok uvnitf zkumavky S-Monovette® RNA Exact okamzité
inaktivuje RNazy (které jsou pfitomny takrka ve vSech biologickych materidlech), usnadriuje
skladovani a prepravu vzork( krve a vytvari vhodné podminky vazby, které podporuiji adsorpci
RNA na kfemikovou membranu. Kontaminujici DNA, ktera se rovnéz vaze na kfemikovou
membranu, je odstrafiovana roztokem rekombinantni DNazy (soucasti baleni), ktery se béhem
pripravy aplikuje pfimo na kfemikovou membranu. Jednoduchymi promyvacimi kroky s pomoci
chaotropniho promyvaciho pufru Wash Buffer (RB2) a etanolového promyvaciho pufru Wash
Buffer (RB3) se odstrani soli, metabolity a makromolekularni bunécné slozky. Cista RNA se
nakonec eluuje za podminek nizké iontové sily pomoci H,O bez obsahu RNaz RNase-free H,O
(soucasti baleni).
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Pfiprava RNA pomoci sad NucleoSpin® Dx RNA Blood se provadi pti pokojové teploté.
Chlazena odstredivka neni nutna. S eluatem je vSak nutné zachazet opatrné, protoze RNA je
velmi citliva na stopovou kontaminaci RNazami, které se ¢asto nachazeji na bézném laboratornim
nadini, otiscich prstl a prachu. K zajisténi stability RNA uchovévejte RNA zmrazenou pfi teploté
—20 °C pro kratkodobé nebo —70 °C pro dlouhodobé skladovani.
e Sada NucleoSpin® Dx RNA Blood se doporuéuije k izolaci RNA z pIné krve odebrané
do zkumavek pro odbér krve S-Monovette® RNA Exact spolednosti Sarstedt. Nesmi se
pouZzivat k izolaci RNA z krve odebrané do jinych zkumavek pro odbér krve, jako jsou
zkumavky obsahujici EDTA, citrat nebo heparin.

e Sady NucleoSpin® Dx RNA Blood umoziuji purifikaci RNA s pomérem Aus/Asg 0bvykle
v rozsahu 1,9-2,1 (méfeno v pufru Buffer TE, pH 7,5).

e |zolovana RNA je pfipravena k pouziti k nasledné analyze za Ucelem ziskani informaci
o urovni exprese RNA ve vzorku, jako je napf. RT-PCR, gRT-PCR nebo sekvenace RNA.

e RNA izolovand pomoci sad NucleoSpin® Dx RNA Blood mé obvykle vysokou integritu.
Integrita RNA v8ak znaéné zavisi na kvalité vzorku, ktera je ovlivnéna teplotou a dobou
skladovani.

Mnozstvi kontaminace DNA se vyznamné snizuje béhem Stépeni v koloné pomoci rDNazy.
Ve velmi citlivych aplikacich v8ak mlze byt mozné detekovat stopové mnozstvi DNA.
Pravdépodobnost detekce DNA pomoci PCR se zvySuje s:

1. poctem kopii DNA na preparat: cil s jednou kopii < plastidovy/mitochondridini cil < plazmid
transfekovany do bunék,

2. klesajici velikosti amplikonu PCR.

Tabulka 1: Prehled specifikaci sady

Parametr NucleoSpin® Dx RNA Blood

Materiél vzorkd 1,2 mL roztoku stabilizované krve ze zkumavek pro
odbér krve S-Monovette® RNA Exact (SARSTEDT
REF 01.2048.001)

Format Mini odstrediva kolona

Velikost fragment( > 200 nt

Obvykla vytéznost > 1 ug (0,7 -4,2 pg) na preparat z krve zdravych subjektd
Azeo/Aoso 1,6-2,2 (obvykle 1,9-2,1)

Eluéni objem 60 pL nebo 40 ul

Teoreticka vazebna kapacita | 200 pg

Cas piipravy 55 min/6 davek
Sada NucleoSpin® Dx RNA Blood obsahuje jeden protokol, ktery umoziuje pouziti 1,2 mL
roztoku stabilizované krve ze zkumavky S-Monovette® RNA Exact spolecnosti Sarstedt.

Izolovanou RNA Ize pouzit jako templat pfi analyze reakci (q)RT-PCR a sekvenace RNA. Obecné
je jako templat pro RT-PCR vhodny objem 1 -4 pL z 60 pL eluatu z jednoho preparatu.
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2.5 Analyticka a klinicka funkce

Analyticka funkce sady NucleoSpin® Dx RNA Blood byla hodnocena pomoci nasledné
kvantifikace izolované RNA.

Opakovatelnost v ramci jednoho béhu z hlediska vytéznosti RNA byla stanovena
z 12 nezavislych béhd po 6 preparatech, u nichz byla RNA kvantifikovana spektrofotometricky
a/nebo fluriometricky. Primérny variani koeficient (CV) vytéZnosti RNA byl 11% (6-20 %)
v ramci jednoho béhu.

Variace mezi jednotlivymi béhy z hlediska vytéznosti RNA byla stanovena porovnanim vytéznosti
RNA ze dvou béhl, z nichz oba obsahovaly 6 preparatd. Primérma vytéznost RNA obou
soubor( se lisila 0 2 %.

Opakovatelnost lytického pufru mezi jednotlivymi Sarzemi byla stanovena porovnanim vytéznosti
RNA ze tii Sarzi se Sesti preparaty v kazdé Sarzi. Prdmérna vytéznost jednotlivych SarZi se liSila
01-3%.

Reprodukovatelnost mezi jednotlivymi pracovniky byla stanovena porovnanim vytéznosti RNA

ziskané dvéma pracovniky se Sesti preparaty na pracovnika. Prlimérna vytéZznost RNA mezi
pracovniky se liSila 0 35 %.

Ve studii zameéfené na nedostatky v bunécné stresové odpovedi byl zkouman rozdilny sestfih
transkriptd genu XBP1. RNA byla izolovana z lidské krve odebrané do zkumavek S-Monovette®
RNA Exact spole¢nosti SARSTEDT. Od tff darcl byly odebrany dva vzorky krve t&sné po sobé
a nasledng byly pred extrakci RNA pomoci sady NucleoSpin® Dx RNA Blood skladovany bud
2 hodiny, nebo 24 hodin. Kvantita a kvalita RNA byly stanoveny pomoci analyzy gRT-PCR Ctyr
transkriptl (dva provozni geny (ACTB, HPRT) a dvé sestiihové varianty XBP1).

Tabulka 2: Vytéznost a kvalita RNA po izolaci RNA ze zkumavek Monovette® RNA
Exact spole¢nosti SARSTEDT. 1, 2, 3 predstavuji darce, A, B predstavuiji

dvé opakovani ze 2 zkumavek pro odbér krve. RNA byla izolovana po
2 h () a 24 h (Il) po odbéru krve. RNA byla analyzovana pomoci pfistroju
NanoDrop™ a Qubit.

Nanodrop Qubit

Vzorek

ng/l 260/280 260/230 ng/pL
1A -1 45,2 2,08 1,94 44,9
1A=l 46,5 2,08 1,35 46,7
2A -1 50,4 2,05 1,77 47,2
2A - 52,0 2,06 1,04 52,9
3A-1 55,3 2,02 1,31 52,4
3A-Il 54,4 2,03 1,68 50,8
1B -1 44,0 2,03 1,66 41,4
1B-1l 42,6 2,07 1,63 40,1
2B -1 53,0 2,00 1,06 49,9
2B -1l 50,9 2,04 1,72 50,8
3B -| 50,3 2,04 1,20 50,1
3B-1l 54,1 2,02 1,73 52,6
(%) 49,9 2,0 1,5 48,3
Celkova priimérna 2,5 ug 2,4 ug
vytéZnost RNA
(eluéni objem 40 pL)

8 Cerven 2025/ Rev. 02



RNA ze stabilizované krve

1A-1 1A-Il 2A-1 2A-II 3A-1 3A-Il 1B-1 1B-Il 2B-1 2B-Il 3B-1 3B-lI

[bp/nt]
: B o — — J- S S — - - - 5000
1 1 1 | 1 1 1 |
—— —— e — — — — f— - 2000
-1000
— -500
— -200

. S e - - - e - 25
RIN® 7.7 84 84 85 84 85 87 87 87 87 85 85

Obrazek 1 Stanoveni integrity RNA (RIN® = ¢islo integrity RNA pomoci analyzy RNA
ScreenTape®). Bylo dosazeno primérného &isla RIN® 8,5. Vzorky zleva doprava
reprezentuji vzorky z tabulky 2 (1A-l az 3B-l).

XBP spliced / unspliced

1.30 4
o 1264
s
o)) _
£ 122 I1.21 T 121
[3) T £
8 T119
% 1.18 4
o
Q 114

1.10 ;

Donor 1 Donor 2 Donor 3

Obrazek 2 Analyza sestfihovych variant XBP1 (sestfizené/nesestfizené) pomoci gRT-PCR od
tfi zdravych darct

Zavéry
Celkem bylo provedeno dvanact extrakci RNA pomoci zkumavek pro odbér krve Monovette®

RNA Exact a sady NucleoSpin® Dx RNA Blood. Ze véech vzorkd byla ziskana RNA vhodna
k nasledné analyze qRT-PCR.

Porovnani poméru sestiizenych a nesesttizenych transkriptdl RNA odvozenych od genu XBP1
odhalilo drobné rozdily mezi tfemi jednotlivymi darci, jak je znazornéno na obrazku vyse.

Vyobrazené smérodatné odchylky u jednotlivych dércd, znazornéné Sedymi sloupci, zahrnujf
technickéa opakovani na dvou urovnich: zaprvé odbér krve s po sobé nasledujicimi odbéry
a zadruhé dobu skladovani (2 a 24 hodin) zkumavky pro odbér krve. Analytické vysledky
zdUrazriuji schopnost detekovat nepatmé rozdily v hladindch bunééného stresu i v ramci
kohorty tff zdravych dércd.

Soucasna literatura zdGraznuje, ze pacienti vykazuijici aberantni bunééné stresové odpovedi
maji tendenci projevovat se pomeérem sestrizené/nesestfizené v rozsahu od 0,5 do 1,5.
Vzhledem k témto souvislostem je zfejmé, Ze procesy odbeéru, skladovani a izolace RNA
vykazuji dostateCnou robustnost a presnost ke kontrole jedincl postizenych poruchami
bunécéné stresové odpovédi.

Cerven 2025/ Rev. 02 9



RNA ze stabilizované krve

Priklady diagnostického pouziti sad NucleoSpin® RNA Blood in vitro v kombinaci se zkumavkami
S-Monovette® RNA Exact jsou uvedeny v nasledujicich publikacich:

e Linden J et al. (2020): Impact of RNA Stabilizing Blood Collection Tubes on Gene
Expression Data Validity — A Comparison of S-Monovette® RNA Exact, PAXgene™ Blood
RNA Tubes & Tempus™ Blood RNA Tubes. https://www.sarstedt.com/fileadmin/user_
upload/Mediacenter/Studien/an_007_rna-exact_monovette_0123.pdf

e Reith M. et al. (2022): Novel, Apparently Silent Variant in MFSD8 Causes Neuronal
Ceroid Lipofuscinosis with Marked Intrafamilial Variability. Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 2271.
https://doi.org/10.3390/ijms23042271.

2.6 Manipulace, pfiprava a skladovani poc¢ate¢nich materialti

Sada NucleoSpin® Dx RNA Blood slouzi k izolaci celkové RNA z krve odebrané do zkumavek
S-Monovette® RNA Exact spolednosti Sarstedt.

Krev musi byt odebrana do zkumavek S-Monovette® RNA Exact spole¢nosti Sarstedt podle
navodu k pouziti zkumavek S-Monovette® RNA Exact. U krve odebrané do t&chto zkumavek
je nutné dodrzovat doporu¢ené podminky prepravy a skladovéni zkumavek S-Monovette®
RNA Exact. Uginnost stabilizace RNA zkumavek S-Monovette® RNA Exact je validovana po
dobu 5 dn( pfi teploté 22 °C a 14 dnl pfi teploté 8 °C. K dlouhodobému skladovani je mozné
zmrazeni pii teploté nizsi nez —-40 °C, doporuéena teplota k dlouhodobému skladovani je
-80 °C.

Podrobnosti najdete na adrese: https://www.sarstedt.com/produkte/diagnostik/venenblut/s-
monovette/produkt/01.2048.001/

Po celou dobu pripravy pouzivejte rukavice. Rukavice pravidelné mérite.

2.7 Postupy eluce

Je mozné upravit elucni objem z 60 pL (standardni elucni objem) na 40 pL, coz vede k mirme
vyS8i koncentraci RNA.

Eluovana RNA mé byt okamzité umisténa a uchovavana na ledu, aby byla optimalné stabilni
a aby se zabranilo degradaci RNA vlivem vSudypritomnych RNaz (bézné laboratorni nagini,
otisky prstd, prach). Ke kratkodobému skladovani zmrazte pri teploté —20 °C, k dlouhodobému
skladovani zmrazte pri teploté —70 °C nebo nizsi.
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3

Podminky skladovani a priprava pracovnich
roztoku

Pozor: Pufry Buffer RB2 a Buffer MDB obsahuiji chaotropni soli. Pouzivejte rukavice a ochranné
bryle!

UPOZORNENI: Pufry Buffer RB2 a Buffer MDB obsahuji guanidinové soli, ktqré mohou
v kombinaci s bélidlem (chlornanem sodnym) tvorit vysoce reaktivni slouc¢eniny. NEPRIDAVEJTE
primo do odpadu po pripravé vzorki bélidlo ani kyselé roztoky.

Pozor:

Po obdrzeni sady zkontrolujte, jestli néktera ze soucasti neni poskozena. Pokud jsou
soucasti sady, jako napf. lahvicky s pufry nebo blistry, poskozené, obratte se na
technickou podporu a zakaznicky servis spole¢nosti MACHEREY-NAGEL ¢&i na svého
mistniho distributora.

Poskozené soucasti sady nepouzivejte.

Lyofilizovana rDNaza je v sadé dodavana za pokojové teploty. Lyofilizovanou rDNazu (bez
obsahu RN&z) skladujte po dodani pfi teploté 4 °C (stabilni do: viz Stitek na obalu).
VsSechny ostatni sou¢asti sady maiji byt skladovany pfi teploté 15-25 °C a jsou stabilni
do: viz Stitek na obalu. Skladovani pri nizsich teplotach mdze zpUsobit vysrazeni soli.
Kolony NucleoSpin® RNA Blood Column Ize pouZivat aZ do uplynuti data spotteby
uvedeného na krabici sadly.

Po prvnim pouziti skladujte tekutou proteinazu Proteinase K pfi teploté 4 °C nebo —20 °C.

Zkontrolujte, zda je dostupny 96— 100 % etanol jako dodate¢ny roztok k pfiprave
promyvaciho pufru Wash Buffer RB3.

Pted zahajenim jakéhokoli protokolu NucleoSpin® Dx RNA Blood si pFipravte nasledujici:

rDNaza (bez obsahu RNaz): Pridejte uvedeny objem reakéniho pufru pro rDNazu
Reaction Buffer for rDNase (viz tabulka niZze) do zkumavky s rDNézou a inkubuijte po dobu
1 min pfi pokojové teploté. Jemné zkumavkami kruzte, aby se rDNaza zcela rozpustila.
Davejte pozor, abyste rDNazu nemichali prili§ intenzivné, protoZze rDNéza je citliva na
mechanické michani. Provedte rozdéleni do alikvot(l a skladuijte pri teploté —20 °C.
Mrazeny pracovni roztok je stabilni po dobu 6 mésicl. Nezmrazuijte/nerozmrazuijte alikvoty
vice nez trikrat. (Pri otevirani zkumavky budte opatrni, protoze nékteré castice lyofilizatu
mohou byt prichyceny k viku.)

Promyvaci pufr Wash Buffer RB3: Pfidejte uvedeny objem 96—-100 % etanolu (viz
tabulka nize) do koncentratu pufru Buffer RB3 Concentrate. Oznacte Stitek lahvicky, aby
bylo zfejmé, Ze byl pridan etanol. Promyvaci pufr Wash Buffer RB3 skladujte pfi teploté
15-25 °C po dobu az jednoho roku.

NucleoSpin® Dx RNA Blood

50 davek
REFERENCE 740201.50
Koncentrat promyvaciho pufru 12 mL
Wash Buffer RB3 Concentrate Pridejte 48 mL etanolu.
rDNéza, bez obsahu RNaz 2 zkumavky (velikost D)
rDNase, RNase-free (lyofilizovana) Pridejte 2,5 mL reakéniho pufru pro rDNézu Reaction
Buffer for rDNase do kazdé zkumavky.

Cerven 2025/ Rev. 02 11
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4  Bezpecnostni pokyny

PHi praci se sadami NucleoSpin® Dx RNA Blood pouZivejte vhodné osobni ochranné
prostredky (napf. laboratorni plast, jednorazové rukavice a ochranné bryle). Vice informaci je
k dispozici v pfislusnych bezpeénostnich listech (Material Safety Data Sheets, MSDS, které jsou
k dispozici online na adrese www.mn-net.com/msds).

Odpad vznikajici pfi pouzivani sad NucleoSpin® Dx RNA Blood neby! testovan na piftomnost
rezidudlniho infekéniho materiélu. Kontaminace kapalného odpadu rezidudlnim infekénim
materidlem je vysoce nepravdépodobna kvili pouZiti silné denaturujici stabilizacni reagencii ve
zkumavkéch S-Monovette® RNA Exact a proteindzy Proteinase K, ale nelze ji zcela vyloudit.
Proto je nutné povazovat kapalny odpad za infekéni a nakladat s nim a likvidovat jej v souladu
s mistnimi bezpecnostnimi predpisy.

41 Likvidace

Likvidujte nebezpecné, infekéni nebo biologicky kontaminované materidly bezpeCnym
a prijatelnym zptsobem, ktery je v souladu se vdemi mistnimi predpisy.

12 Cerven 2025/ Rev. 02
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5

Izolace RNA ze zkumavek S-Monovette® RNA
Exact spole¢nosti SARSTEDT pomoci sady
NucleoSpin® Dx RNA Blood

NiZze uvedeny postup obsahuje pokyny ke zpracovani jednoho vzorku krve. Je vSak mozné
zpracovat nékolik vzork( najednou. Jejich podet zavisi na kapacité pouzité mikroodstredivky.

Pred zahajenim pfipravy:

Zkontrolujte, jestli byl promyvaci pufr Wash Buffer RB3 pripraven podle ¢asti 3.
Zkontrolujte, jestli byla rDNaza pripravena podle ¢asti 3.

Cely postup se ma provadeét pri pokojové teploté (15-25 °C).

Obecné plati, Ze se nesmi michat reagencie a kolony z rliznych sad a Sarzi.

Cerven 2025/ Rev. 02 13
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5.1 Prehled protokolu

Dodate¢ny prehled protokolu: Nez zahajite postup, peclivé si prectéte podrobny protokol
(Cést 5.2).

Lyzace krve 1 Dodani zkumavky S-Monovette® RNA Exact obsahujici krev
2 Preneseni 1,2 mL roztoku do zkumavky o objemu 2 mL
3 10 pL proteinazy Proteinase K
4 RT, 15 min (protfepavani)

5 Kratké odstredéni k ocisténi vika
Navazani 6 Vlozeni 600 pL lyzatu do kolony
DNA/RNA
7 11000xg,30s
8 Vlozeni zbyvajiciho lyzatu (pfibl. 600 pL)
9 11000xg,30s
Odsoleni 10 350 pL pufru Buffer MDB
kfemikové

membrany 11 11000xg,30s

StépeniDNA 12 95 L rDNazy
13 RT, 15 min

Promyti 14 200 pl pufru Buffer RB2
kfemikové
membrany 15 11000xg,30s
16 600 pl pufru Buffer RB3
17 11000xg,30s
18 250 pl pufru Buffer RB3

19 11000 x g, 2 min

Eluce RNA 20 Umisténi kolony do &erstvé odbérové zkumavky Collection Tube
(1,5 mL)

21 60 yl H,O bez obsahu RNaz RNase-free H,O
22 11000xg,30s

14 Cerven 2025/ Rev. 02
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5.2 Podrobny postup

1 Dodeijte zkumavku S-Monovette® RNA Exact spole¢nosti SARSTEDT (obsahuijici
priblizné 2,4 mL krve v 7,3 mL stabilizacniho roztoku).

2 Preneste 1,2 mL roztoku (plna krev odebrana do zkumavky S-Monovette® RNA
Exact) ze zkumavky S-Monovette® RNA Exact do lyzaéni zkumavky Lysis Tube (2 mL
zkumavka s vikem, soucasti baleni).

3 Pridejte 10 pl tekuté proteinazy Proteinase K.

4 Inkubujte po dobu 15 min pfi pokojové teploté a zkumavku intenzivné protrepaveijte.
Popfipadé mizete pred inkubaci bez protfepavani provést promichani intenzivnim
vifenim po dobu 30 s.

5 Kratké odstredéni k ocisténi vika

6 Pouzijite 600 pl lyzatu v koloné NucleoSpin® RNA Blood Column umisténé
v odbérové zkumavce Collection Tube (soucasti baleni). Lyzat mize zadit protékat
kolonou - to je v poradku.

Poznémka: Do odstredivé kolony nepipetujte vice nez 650 i, zpGsobilo by to preteceni
kolony! Viyvarujte se tvorby pény a aerosold! \iyvarujte se namoceni hrany (okraje)
kolony.

7 Odstreduijte po dobu 30 s pfi 11 000 x g.

Prdtok a odbérovou zkumavku Collection Tube zlikvidujte. Umistéte kolonu do nové
odbérové zkumavky Collection Tube (2 mL, soucasti baleni).

8 Pouzijte zbyvaijici lyzat (pFiblizné 600 pl) v kolong NucleoSpin® RNA Blood Mini
Column.

9 Odstreduijte po dobu 30 s pfi 11 000 x g.

Prdtok a odbérovou zkumavku Collection Tube zlikvidujte. Umistéte kolonu do nové
odbérové zkumavky Collection Tube (2 mL, soucasti baleni).

10 Do kolony pfidejte 350 pl pufru Buffer MDB (pufru pro odsoleni membran Membrane
Desalting Buffer).

11 Odstredujte po dobu 30 s pfi11 000 x g.

Pozndmka: Po odstfedéni mize kolona zUstat v odbérové zkumavce Collection Tube
véetné pratoku! Pritok mize byt mirné nahnédly. Pritok mize zUstat ve zkumavce,
aniz by doslo k naruSeni Stépeni DNA.

12 Do kolony pfidejte 95 pl rDNazy.

13 Inkubuite pfi pokojové teploté po dobu 15 min.

Poznamka: Odstfedovani po inkubaci neni nutné.
14  Ptidejte 200 pl pufru Buffer RB2 do kolony NucleoSpin® RNA Blood Column.

Poznamka: Pufr Buffer RB2 inaktivuje rDN&azu.
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15

Odstreduijte po dobu 30 s pfi 11 000 x g.

Pritok a odbérovou zkumavku Collection Tube zlikvidujte a umistéte kolonu do nové
odbérové zkumavky Collection Tube (2 mL, soucasti baleni).

16

Ptidejte 600 pl pufru Buffer RB3 do kolony NucleoSpin® RNA Blood Column.

Pozndmka: Zkontroluijte, jestli je rezidudini pufr z pfedchozich krokd promyt pufrem
Buffer RB3, zejména pokud lyzat priSel do kontaktu s vnitfni hranou kolony béhem
vkladani lyzatu do kolony. K u¢innému promyti vnitfni hrany ji proplachnéte pufrem
Buffer RB3.

17

Odstreduijte po dobu 30 s pfi 11 000 x g.
Pritok zlikvidujte a umistéte kolonu do nové odbérové zkumavky Collection Tube
(2 mL, soucasti baleni).

18

Pridejte 250 ul pufru Buffer RB3 do kolony NucleoSpin® RNA Blood Column.

19

QOdstreduijte po dobu 2 min pri 11 000 x g.

V tomto kroku se z kolony odstrani etanol.

Pokud z jakéhokoli divodu hladina tekutiny v odbérové zkumavce Collection Tube po
odstfedéni dosahla kolony NucleoSpin® RNA Blood Column, Zlikvidujte pritok a znovu
provedte odstredéni.

20

Umistéte kolonu do odbérové zkumavky Collection Tube bez obsahu nukledz (1,5 mL,
soucasti baleni) a odbérovou zkumavku Collection Tube s pritokem z pfedchoziho
kroku zlikvidujte.

21 Do kolony pfidejte 60 pl H,O bez obsahu RNaz 60 pL RNase-free HO(soucasti
baleni).
Poznamka: Popfipadé Ize eluci provést pomoci 40 pL.
22  (QOdstredujte po dobu 30 s pii11 000 x g.
RNA se eluuje do odbérové zkumavky Collection Tube.
16 Cerven 2025/ Rev. 02
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6 Dodatek

6.1 Reseni problémd

Problém

Mozna pfic¢ina a doporuceni

RNA je
degradovana/
neni ziskana
zadna RNA

Kontaminace RNazou

Zajistéte pracovni prostfedi bez pritomnosti RNaz. P¥i vSech krocich
postupu pouzivejte rukavice. Rukavice pravidelné ménte. Doporucuje
se pouzivat jednorazové sterilni polypropylenové zkumavky. Béhem
pfipravy udrzujte zkumavky pokud mozno uzaviené. Sklenéné
laboratorni nacini ma byt pred pouzitim vypalovano v troubé po dobu
nejméné 2 hodin pfi teploté 250 °C.

Slaba kvalita
nebo vytéznost
RNA

Reagencie nebyly spravné pouZity nebo obnoveny

Reagencie nebyly spravné obnoveny. Pridejte uvedeny objem
etanolu do koncentratu pufru Buffer RB3 Concentrate a promichejte.
Rekonstituujte a skladuijte lyofilizovanou rDNézu podle pokyn(
uvedenych v ¢asti 3.

Vzorek a reagencie nebyly zcela promichany. Po pridani kazdé
reagencie vzdy promichejte intenzivnim vifenim.

Skladovani sady

Lyofilizovanou/rekonstituovanou rDN&azu skladujte podle pokynti
uvedenych v ¢asti 3.

Ostatni soucasti sady skladujte pfi pokojové teploté. Skladovani pfi
nizkych teplotach maize zplsobit vysrazeni soli.

Lahvi¢ky uchovaveijte pevné uzaviené, aby se zabranilo odparovani
nebo kontaminaci.

lontova sila a pH ovlivriuji absorpci Asey | pomer Asso/Asso

K méreni adsorpce izolované RNA pouzijte jako Fedidlo 5 mM Tris,

pH 8,5. Viz takeé:

-Manchester, K L. 1995. Value of Aygy/ Asg ratios for measurement of
purity of nucleic acids. Biotechniques 19, 208 —209.

-Wilfinger, W W, Mackey, K and Chomczyski, P. 1997. Effect of pH
and ionic strength on the spectrophotometric assessment of nucleic
acid purity. Biotechniques 22, 474 -481.

Ucpana kolona
NucleoSpin®
Column/ slaba
kvalita nebo
vytéznost RNA

Material vzorkd

Spatna kvalita vzorku. Zkontrolute, jestli je krev odebirana do
zkumavky S-Monovette® RNA Exact spolegnosti SARSTEDT podle
navodu k pouziti. Ujistéte se, Ze krev byla smichana se stabilizacnim
roztokem ve zkumavce S-Monovette® RNA Exact ihned po odbéru
krve od darce podle navodu k pouziti.

Nevhodné podminky lyzy/vazby

Ujistéte se, Ze jste béhem inkubace lyzy protfepavali zkumavku podle
jedné ze dvou alternativ popsanych v ¢asti 5.2.4 — protfepavani je pfi
postupu ddlezité!
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Problém Mozna pfic¢ina a doporuceni

rDNaza neni aktivni

¢ Rekonstituujte a skladuite lyofilizovanou rDN&zu podle pokynti
uvedenych v ¢asti 3.

Roztok DN&azy nebyl spravne pouzit
¢ Pipetujte roztok rDNazy pfimo na stfed kfemikové membrany.
Vlysoky pocet leukocytt

e Cim vys8i je podet leukocytd, tim vy&si je riziko detekce rezidudini DNA
v eluované RNA. Abyste se tomuto riziku vyhnuli, fidte se jednim z nize

:’cilrzaminaoe uvedenych doporucent.
genomovou PFliS citlivy systém detekce DNA

DNA * Mnozstvi kontaminace DNA se U¢inné snizuje béhem Stépeni
v koloné pomoci rDN&azy. Nelze vSak zarucit, ze purifikovana RNA je
stoprocentné bez obsahu DNA. Z tohoto ddvodu mdize byt ve velmi
citlivych aplikacich stale mozné detekovat DNA.

e Pravdépodobnost detekce DNA pomoci PCR se zvySuje s:
— poctem kopii DNA na preparat: cil s jednou kopii < mitochondridlni
cil < plazmid transfekovany do bunék,
— Klesajici velikosti amplikonu PCR.

e Pokud je to mozné, pouZijte vétsi cile PCR (napf. > 500 bp) nebo
primery presahujici introny.

Preneseni etanolu nebo soli

e Po druhém promyti pufrem Buffer RB3 nedovolte, aby se pritok
dotknul Usti kolony. Nezapomerite odstfedovat odpovidajici rychlosti
po stanovenou dobu, aby se etanolovy pufr Buffer RB3 zcela odstranil.

e PFed pouzitim zkontrolujte, jestli byl pufr Buffer RB3 vyrovnan
s pokojovou teplotou. Promyvani pfi nizsich teplotach snizuje ucinnost
odstranéni soli pufrem Buffer RB3.

Neoptimalni
funkce RNA
v naslednych
experimentech Izolovanou RNA skladujte spravné
e FEluovana RNA ma byt vzdy uchovavana na ledu, aby byla optimainé
stabilni, protoze stopové kontaminace vSudypritomnymi RNazami
(b&Zné laboratorni n&gini, otisky prstl, prach) degraduii izolovanou
RNA. Ke kratkodobému skladovani zmrazte pfi teploté —20 °C,
k dlouhodobému skladovani zmrazte pfi teploté —70 °C.

Kontaktni Udaje:
MACHEREY-NAGEL, Némecko
Tel.: +49 (0) 24 21 969 333
E-mail: support@mn-net.com

6.2 Povinné hlaseni

Upozorfiujeme, Ze jakoukoli zavaznou udalost, ktera se vyskytne v souvislosti s timto produktem,
je nutné ihned nahlasit vyrobci a odpovédnému organu Clenského statu, ve kterém k udalosti
doslo. Evropskeé kontaktni body vigilance: https://ec.europa.eu/health/md_sector/contact_en
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6.4 Informace pro objednavky

Produkt

REFERENCE

Velikost baleni

Sady s ozna¢enim CE-IVD
NucleoSpin® Dx RNA Blood
NucleoSpin® Dx Blood
NucleoSpin® Dx Virus
NucleoSpin® Dx Pathogen
Sady pro vyzkumné ucely
NucleoSpin® RNA Blood
NucleoSpin® RNA Blood Midi
NucleoSpin® 8 RNA Blood
NucleoSpin® 96 RNA Blood

Vice informaci o produktech najdete na adrese www.mn-net.com.

740201.50
740899.50/.250
740895.50
744215.4

740200.10/50
740210.20
740220/.5
740225.2/.4

6.5 Vysvétlivky symboll

uy)
m
T

Cislo polozky
Identifikace Sarze

Vyrobce

testd: < n>

skladovani

Datum spotreby

>~ < HEER

Pripustny rozsah teplot pro

50
50/250
50
4 x 96

10/50

20

12x8/60 % 8
2x96/4 x 96

® Nepouzivejte opakované.

Diagnostické produkty in vitro

Nastuduijte si navod k pouZiti.

Dostate¢né pro tento pocet

Upozornéni: Vice informaci najdete
v uzivatelské prirucce.
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6.6 Omezeni pouzitelnosti produktu / zaruka

Soucasti sady Nuclequip‘? D’f RNA Blood jsou urceny, vyvinuty, navrzeny a prodavany
POUZE K VYZKUMNYM UCELUM, s vyjimkou jakychkoli jinych funkci produktu, které jsou
vyslovné popsany v originalnich piibalovych letacich produktl spole¢nosti MACHEREY-NAGEL.

Produkty —spolenosti MACHEREY-NAGEL jsou urSeny POUZE K OBECNEMU
LABORATORNIMU POUZITI! Produkty spole¢nosti MACHEREY-NAGEL jsou vhodné k pouZiti
POUZE KVALIFIKOVANYMI PRACOVNIKY! Produkty spole¢nosti MACHEREY-NAGEL se smf
za vSech okolnosti pouZivat pouze s vhodnymi OSOBNiIMI OCHRANNYMI PROSTREDKY.
Podrobné informace naleznete v pfislusném bezpecnostnim listu (Material Safety Data Sheet)
produktu! Produkty spole¢nosti MACHEREY-NAGEL se smi pouzivat vyhradné ve VHODNYCH
PODMINKACH PRO TESTOVANI. Spolednost MACHEREY-NAGEL neprebira Zadnou
odpovédnost za $kody zplsobené nespravnou aplikaci nasich produktd v jinych oblastech
aplikace. Aplikace na lidské t&lo je PRISNE ZAKAZANO. Za veskeré Skody vznikié v diisledku
takové aplikace odpovida pfislusny uzivatel.

Produkty spolecnosti MACHEREY-NAGEL slouzici k purifikaci DNA/RNA/PROTEINU jsou
vhodné POUZE K POUZITI IN VITRO!

POUZE produkty spole¢nosti MACHEREY-NAGEL oznadené jako IVD jsou rovnéz vhodné
k diagnostickému pouziti IN VITRO. Vénujte pozornost obalu produktu. Diagnostické produkty
IN VITRO maji na obalu vyslovné uvedeno oznaceni IVD.

POKUD NA OBALU NENi OZNACENi IVD UVEDENO, PRODUKT NEN{ VHODNY
K DIAGNOSTICKEMU POUZITI IN VITRO!

VESKERE OSTATNI PRODUKTY, KTERE NEJSOU OZNAGENY JAKO IVD, NEJSOU
VHODNE K ZADNEMU KLINICKEMU POUZITI (MIMO JINE VCETNE DIAGNOSTICKEHO,
TERAPEUTICKEHO A/NEBO PROGNOSTICKEHO POUZITI).

Z4dné tvrzeni ani vyjadreni neni mysleno ve smyslu jeho pouziti k identifikaci jakéhokoli
konkrétniho organismu ani ke Kklinickému pouziti (mimo jiné vCetné diagnostického,
prognostického, terapeutického nebo krevniho bankovnictvi). Za kontrolu a zajisténi pouziti
produktd spole¢nosti MACHEREY-NAGEL slouzicich k purifikaci DNA/RNA/proteinu v presné
definovanych a specifickych aplikacich odpovida predevsim uzivatel nebo, v pfipadé dalsiho
prodeje produktd, prodejce.

Spole¢nost MACHEREY-NAGEL odpovidd pouze za specifikace produktd a rozsah
funkce produktl MN podle specifikaci interni kontroly kvality, dokumentace k produktim
a marketingovych materiald.

Tento produkt spolec¢nosti MACHEREY-NAGEL je dodavan spole¢né s dokumentaci, ktera
obsahuje jeho specifikace a dalSitechnické informace. Spolecnost MACHEREY-NAGEL zarucuie,
ze produkt splfiuje uvedené specifikace. Zavazek spolecnosti MACHEREY-NAGEL a narok
zékaznika je omezen na bezplatnou vyménu produktl v piipadé, Ze nespliuji uvedené zaruky.
Na produkt se také vztahuji obecné obchodni podminky spole¢nosti MACHEREY-NAGEL, které
jsou vytistény na ceniku. Pokud si prejete jejich kopii, kontaktujte nas.

Spolecnost MACHEREY-NAGEL neposkytuje zaruku na Skody nebo zavady vzniklé pfi pfepraveé
produktu a manipulaci s nim (mimo transportni pojisténi pro zakazniky) nebo v disledku nehody
¢i nespravného pouziti tohoto produktu ani za né nenese odpovédnost. Totéz plati pro zavady
produktl Gi soucasti, které nevyrobila spole¢nost MACHEREY-NAGEL, nebo pro Skody vznikié
kvUli takovymto produktdm &i sou¢astem jinych vyrobct nez spole¢nosti MACHEREY-NAGEL.

Spole(;nost MACHEREY-NAGEL neposkytuje zadné dalsi zérulgyliéldrv]ého druhu a SPECIFICKY
VYLUCUJE JAKEKOLI JINE ZARUKY JAKEHOKOLI DRUHU, PRIME CI NEPRIME, VYRCENE ClI
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NAZNACENE, VCETNE ZARUK VHODNOSTI, REPRODUKTIVITY, ODOLNOSTI, VHODNOSTI
KE KONKRETNIMU UCELU NEBO POUZITI, PRODEJNOSTI, STAVU NEBO JAKEKOLI JINE
ZALEZITOSTI TYKAJICI SE PRODUKTU SPOLECNOSTI MACHEREY-NAGEL.

Spole¢nost MACHEREY-NAGEL neni v zadném pripadé povinna poskytovat nahrady za
jakékoli jiné Skody, pfimé &i nepfimé, vedlejsi, kompenzacni, predvidateiné, nasledné nebo
zvlastni (v&etné ztraty pouzitelnosti, vynosu i zisku), at uz se zaklada na zaruce, kontraktu,
deliktu (v&etné zanedbani), nebo disté odpovédnosti vyplyvajici ze spojeni s prodejem produktd
spole¢nosti MACHEREY-NAGEL nebo jejich neschopnosti fungovat v souladu s uvedenymi
specifikacemi. Tato zaruka je exkluzivni a spole¢nost MACHEREY-NAGEL neposkytuje zadné
dalsi zaruky, vyrféené nebo naznacené.

Zde uvedena zaruka a data, specifikace a popis tohoto produktu spole¢nostiMACHEREY-NAGEL
uvedené v publikovanych katalozich spole¢nosti MACHEREY-NAGEL a dokumentaci pfislusnych
produktd jsou vyhradnimi dokumenty spoleénosti MACHEREY-NAGEL, které se vztahuijf
k tomuto produktu a jeho zéruce. Zadné dalsi vyroky, pisemné &i Ustni, od zaméstnanc(i, agent
nebo zastupcl spoleénosti MACHEREY-NAGEL, kromé pisemnych vyjadieni podepsanych
fadné autorizovanym zastupcem spolecnosti MACHEREY-NAGEL, nejsou platné. Zakaznici se
na né nesmi spoléhat a nejsou soucasti prodejni smlouvy nebo této zaruky.

Informace o produktech se mohou ménit. Proto se obratte na tym technického servisu
a pozadeite o nejaktualngjsi informace o produktech spole¢nosti MACHEREY-NAGEL. Chcete-li
ziskat obecné védecké informace, mizete kontaktovat také svého mistnino distributora. Aplikace
uvedené v dokumentech spole¢nosti MACHEREY-NAGEL slouzi pouze pro informacni ucely.
Spolecnost MACHEREY-NAGEL nezaruCuje, ze veskeré aplikace byly testovany v laboratofich
spole¢nosti  MACHEREY-NAGEL pomoci produktl spolec¢nosti  MACHEREY-NAGEL.
Spolecnost MACHEREY-NAGEL nezaruCuje spravnost zadné z téchto aplikaci.

Posledni aktualizace: 09/2023, Rev. 01

Davod revize: novy dokument.

Ochranné znamky:

NucleoSpin® je ochranna znamka spole¢nosti MACHEREY-NAGEL GmbH & Co KG.

S-Monovette® je registrovana ochranna znamka spolednosti Sarstedt.

V8echny pouzité ndzvy a oznaceni mohou byt zna¢kami, ochrannymi zndmkami nebo registrovanymi oznacenimi
svych konkrétnich viastnikd — i v pfipadé, Ze se nejedna o zadné specifické oznadeni. Zminéni produktli a znatek ma
pouze informativni charakter (nejedna se o poruseni ochrany ochranné zndmky a znacky a nelze ho povazovat za

doporuceni nebo hodnoceni). U téchto produktd nebo sluzeb nemdzeme poskytnout zadné garance ohledné vybéru,
ucinnosti nebo funkce.
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