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Zestaw Maxwell® CSC RNA FFPE Kit

Dokumentacja techniczna jest dostepna na stronie internetowej pod adresem: www.promega.com/protocols/
Na tej stronie internetowej mozna sprawdzié, czy uzywana wersja niniejszej instrukeji technicznej jest aktualna.
W razie pytan dotyczacych obshugi tego systemu prosimy o kontakt z dzialem
Promega Technical Services pod adresem: techserv@promega.com.
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Zestaw Maxwell® CSC RNA FFPE Kit jest dostepny wylacznie w niektérych krajach.

1. Opis

Zestaw Maxwell® CSC RNA FFPE Kit® jest przeznaczony do stosowania w polaczeniu z urzadzeniami

Maxwell® CSC Instruments przedstawionymi w Tabeli 1 w celu zapewnienia latwej metody wydajnego

i zautomatyzowanego oczyszczania RNA z probek FFPE (utrwalonych w parafinie) pobranych z ludzkiej piersi,
phuca lub okreznicy. Urzadzenia Maxwell® CSC Instruments sa dostarczane ze wstepnie zaprogramowanymi
metodami oczyszczania i przeznaczone do stosowania ze wstepnie napelnionymi kartridzami z odezynnikami oraz
z dodatkowymi odczynnikami dostarczonymi w zestawie, co zwieksza wygode i upraszcza stosowanie.

Urzadzenia Maxwell® CSC Instruments moga przetworzy¢ od jednej do maksymalnej liczby prébek w ciagu okolo
45 minut, a oczyszczone RNA nadaje sie do bezposredniego wykorzystania w réznych opartych na amplifikacji
zastosowaniach na dalszych etapach, takich jak RT-PCR.

Tabela 1. Kompatybilny z urzadzeniami

Urzadzenie Cat.# Instrukeja techniczna
Maxwell® CSC AS6000 TM457
Maxwell® CSC 48 AS8000 TM623

Podstawy metody: Zestaw Maxwell® CSC RNA FFPE Kit umozliwia oczyszczanie kwasu nukleinowego przy
wykorzystaniu czasteczek paramagnetycznych, ktére zapewniaja ruchoma faze stalg stwarzajaca optymalne
warunki do wychwytywania probki, przemywania i oczyszczania RNA. Urzadzenia Maxwell® CSC Instruments sa
urzadzeniami przeprowadzajacymi analizy w oparciu o czasteczki magnetyczne. System ten umozliwia skuteczne
wiazanie RNA z czasteczka paramagnetyczng w pierwszym dotku wstepnie napelnionego kartridza i przenosi
probke przez dolki kartridza, mieszajac ja podczas przetwarzania. Zastosowanie magnetycznego wychwytywania
pozwala na unikniecie czesto wystepujacych probleméw zwiazanych z systemami wykorzystujacymi materiaty
plynne, takich jak zatkane konicéwki lub czeSciowe przeniesienie odczynnika, ktére obnizaja jako$¢ proceséw
oczyszczania w innych powszechnie stosowanych zautomatyzowanych systemach.

2 Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, WI 53711-5399 USA - Tel. bezptatny w Stanach Zjednoczonych 800-356-9526 - 608-274-4330 - Faks 608-277-2516
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2.  Elementy produktu, warunki przechowywania i objasnienie symboli
PRODUKT 1Los¢ CAT.#
Zestaw Maxwell® CSC RNA FFPE Kit 48 preparatow AS1360

Do stosowania w diagnostyce in vitro. Wylacznie do uzytku przez specjalistow. Zawiera ilo$¢
wystarczajaca do przeprowadzenia 48 zautomatyzowanych izolacji z probek FFPE. Kartridze
Maxwell® CSC sa przeznaczone wyltacznie do jednorazowego uzytku.

IVD +30°C V
48

+15°C

Zawarto$¢ zestawu:

. 25ml oleju mineralnego

. 20 ml buforu lizujacego

« 2x1ml proteinazy K

. 100 ul niebieskiego barwnika
+ 2x1ml MnCl,0,09M

. 1ml buforu DNazy

« 3fiolki DNazy I (liofilizowanej)

. 48 kartridzy Maxwell® FFPE

. 50 tloczkbw CSC/RSC

. 50 proboéwek do elucji (0,5 ml)

. 25 ml Nuclease-Free Water

Warunki przechowywania: Zestaw Maxwell® CSC RNA FFPE Kit nalezy przechowywa¢ w temperaturze
otoczenia (+15 do +30°C). Przechowywaé ponownie uwodniona DNaze I w temperaturze od —30°C do —10°C.
Nie przekracza¢ 10 cykli zamrazania i rozmrazania.

Informacje dotyczace bezpieczenstwa: Kartridze zawieraja etanol i izopropanol. Substancje te nalezy
traktowac jako latwopalne, szkodliwe i drazniace.

Elementy zestawu Maxwell® CSC RNA FFPE Kit zaprojektowano do uzytkowania z czynnikami potencjalnie
zakaznymi. Podczas pracy z czynnikami zakaznymi nalezy nosié odpowiednie $rodki ochrony indywidualne;j

(np. rekawiczki i okulary ochronne). Nalezy przestrzega¢ obowiazujacych w instytucji wytycznych

dotyczacych postepowania z czynnikami zakaznymi uzywanymi z tym systemem oraz utylizacji

takich czynnikow.

A Przestroga: Z kartridzami nalezy obchodzié sie ostroznie; krawedzie zamkniecia kartridza moga by¢ ostre.

Informacje dodatkowe: Elementy Maxwell® CSC RNA FFPE Kit zostaly dopuszczone do lacznego stosowania
na podstawie odpowiednich procedur kwalifikacyjnych i testow kontroli jako$ci. Nie zaleca sie mieszania
elementow zestawu z elementami zestawow réznych partii. Nalezy uzywac wylacznie elementow dostarczonych
w zestawie. Nie uzywaé kartridzy, je$li zamkniecie na kartridzu bylo naruszone w momencie dostawy.
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2.  Elementy wyrobu, warunki przechowywania, objasnienie symboli (ciag dalszy)

Objasnienie symboli

Symbol Obja$nienie Symbol Obja$nienie
IVD Wyr6b medyczny do E c REP Autoryzowany
diagnostyki in vitro przedstawiciel
+30°C ,
Przechowywaé w
temperaturze od Wytworca
PROMEGA
+1 5°c +]'5 do +3OOC‘ 2800 Woods Hollow Rd.
Madison, WI USA
Przestroga Srodek draznigcy
Zawiera ilos¢
Zagrozenie dla wystarczajaca do
zdrowia n przeprowadzenia ,n”
badan
.y Ostrzezenie.
Conformité ..
, Zagrozenie
Européenne . .
biologiczne.
Ostrzezenie.
Niebezpieczenstwo REF Numer katalogowy
zmiazdzenia.
LOT Numer partii Nie uzywaé ponownie
4 Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, WI 53711-5399 USA - Tel. bezptatny w Stanach Zjednoczonych 800-356-9526 - 608-274-4330 - Faks 608-277-2516
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3. Przeznaczenie/zastosowanie produktu

Zestaw Maxwell® CSC RNA FFPE Kit jest przeznaczony do stosowania w polgczeniu z urzadzeniami

Maxwell® CSC Instruments oraz metoda oczyszczania Maxwell® CSC RNA FFPE jako urzadzenie medyczne do
diagnostyki in vitro (IVD), stuzace do zautomatyzowanej izolacji RNA z probek FFPE (utrwalonych w parafinie)
ludzkich tkanek pobranych z piersi, ptuca lub okreznicy. Oczyszcezone RNA nadaje sie do stosowania

w oznaczeniach wykonywanych na potrzeby diagnostyki in vitro opartych na amplifikacji.

Zestaw Maxwell® CSC RNA FFPE Kit jest przeznaczony do stosowania w temperaturze 15°Ci30°C.
Stosowanie zestawu poza tym zakresem temperatur moze prowadzi¢ do uzyskania nieprawidtowych wynikow.

Probki FFPE przygotowane z zastosowaniem 10-procentowej obojetnie buforowanej formaliny moga byé
stosowane razem z zestawem Maxwell® CSC RNA FFPE Kit.

Zestaw Maxwell® CSC RNA FFPE Kit jest przeznaczony wylacznie do uzytku przez specjalistow.
Wyniki diagnostyczne uzyskane przy wykorzystaniu RNA oczyszczonego za pomoca tego systemu nalezy
interpretowaé w polaczeniu z innymi danymi klinicznymi lub laboratoryjnymi.

4. Ograniczenia stosowania produktu

Dzialanie zestawu Maxwell® CSC RNA FFPE Kit oceniano przy uzyciu prébek tkanek FFPE pobranych z ludzkich
piersi, pluc i okreznicy. Nie jest przeznaczony do uzytku z prébkami tkanek innymi niz FFPE, takimi jak Swieze lub
zamrozone tkanki. Zestaw Maxwell® CSC RNA FFPE Kit nie jest przeznaczony do stosowania z prébkami innego
rodzaju, w tym z prébkami innymi niz ludzkie, ani do oczyszczania DNA.

Zestaw Maxwell® CSC RNA FFPE Kit nie jest przeznaczony do uzytku z probkami tkanek przygotowanymi przy
uzyciu utrwalaczy innych niz 10-procentowa obojetnie buforowana formalina.

Charakterystyke robocza zestawu Maxwell® CSC RNA FFPE Kit oceniono poprzez wyizolowanie RNA z prébek
FFPE tkanek o wielkosci od 0,1 do 2,0 mm?.

Uzytkownik odpowiada za ustalenie charakterystyki roboczej wymaganej w dalszych zastosowaniach
diagnostycznych. W przypadku dalszych zastosowan diagnostycznych nalezy zastosowaé odpowiednie $rodki
kontrolne w zakresie uzywania RNA oczyszczonego za pomoca zestawu Maxwell® CSC RNA FFPE Kit.

Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, WI 53711-5399 USA - Tel. bezptatny w Stanach Zjednoczonych 800-356-9526 - 608-274-4330 - Faks 608-277-2516 5
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5.

Przed rozpoczeciem

Materialy zapewniane przez uzytkownika

A\

mikrowiréwka

pipetory i koficéwki pipet do wstepnego przetwarzania i transferu prébek do wstepnie napelnionych
kartridzy z odczynnikami

probéwki o pojemnoécei 1,5-2,0 ml do inkubacji probek (np. Microtubes, 1,5 ml, Cat.# V1231)
zespol blokéw grzejnych ustawionych na temperature 56°C i 80°C

prébki FFPE o calkowitej objetoéci tkanki w zakresie 0,1-2,0 mm?; grubo$¢ wycinka nie powinna
przekraczaé¢ 5 um (Uwaga: Probki nalezy przechowywac w temperaturze pokojowej [15—30°C].)

zyletki (Uwaga: Podczas korzystania z zyletek w celu usuniecia probki ze szkietka podstawowego nalezy
zachowac ostrozno$¢.)

W razie konieczno$ci przygotowac fiolke liofilizowanej DNazy I z zastosowaniem 275 ul Nuclease-Free Water.
Odwrdcic fiolke w celu wyplukania DNazy I ze spodu zatyczki i obracaé delikatnie ruchem wirowym, aby ja
wymieszac; nie wytrzasaé w wytrzasarce typu vortex.

5.A.

Przygotowanie probek FFPE

Podczas procedury nalezy utrzymaé Srodowisko wolne od RNaz. Zawsze stosowac koneéwki pipet wolne od RNaz
i odporne na aerozole. Nalezy czesto zmieniaé rekawiczki w celu zmniejszenia szansy na zanieczyszczenie
RNazami. Wiecej szczegolow w rozdziale 11 — Tworzenie §rodowiska wolnego od rybonukleaz.

Obrobka wstepna wycinkéw

1.  Umiesci¢ wycinek w probéwce mikrowiréwkowej o pojemnosei 1,5 ml. W przypadku pracy z wycinkami
umieszczonymi na szkielku podstawowym nalezy je usunaé przy uzyciu czystej zyletki.
2. Do probowek z probka nalezy doda¢ 300 pl oleju mineralnego. Wytrzasaé przez 10 sekund na wytrzasarce
typu vortex.
3. Prébki podgrzewac przez 2 minuty do temperatury 80°C. Podczas przygotowywania mieszaniny wzorcowej
umiesci¢ probki w temperaturze pokojowe;.
4.  Zgodnie z ponizsza tabela nalezy przygotowac mieszanine wzorcowa przy uzyciu bufora lizujacego,
proteinazy K oraz niebieskiego barwnika.
Reakcje
Odczynnik Ilo$¢/Reakcja (liczba przebiegéw + 1) Lacznie
Bufor lizujacy 224 ul n+1 224 ul x (n+ 1)
Proteinaza K 25l n+1 25l x (n+1)
Niebieski barwnik 1 n+1 lul x (n+1)
5. Do kazdej z probowek z probka dodaé 250 pl mieszaniny wzorcowej i wytrzasaé przez 5 sekund na
wytrzgsarce typu vortex.
6 Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, WI 53711-5399 USA - Tel. bezptatny w Stanach Zjednoczonych 800-356-9526 - 608-274-4330 - Faks 608-277-2516
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Odwirowa¢ prob6éwki z probka przy 10 000 x g przez 20 sekund w celu oddzielenia warstw. Jesli
w warstwie wodnej (nizsza, niebieska warstwa) obecna jest grudka, nalezy delikatnie wymiesza¢ faze wodna,
aby rozpusci¢ grudke. Pozostawié obie fazy w probdwee.

Probéwki z probka nalezy przenie$é do bloku grzejnego podgrzanego do temperatury 56°C i inkubowaé
przez 15 minut.

Probowki z probka nalezy przenie$é do bloku grzejnego podgrzanego do temperatury 80°C i inkubowaé
przez 1 godzine.

Wryjac probéwki z probka z bloku grzejnego, a nastepnie pozostawic je na 15 minut do ostygniecia do
temperatury pokojowej. W trakcie stygniecia probek przygotowaé koktajl DNazy opisany w Kroku 10.

Przygotowac koktajl zawierajacy MnCl,, bufor DNazy i DNazy I w nastepujacej kolejnosci:

Reakcje
Odczynnik! Ilos$¢/Reakcja (liczba przebiegéw + 1) Lacznie
MnCl,, 0,09 M 26 ul n+1 26 ul x (n+ 1)
Bufor DNazy? 14 ul n+1 1l4ulx(n+1)
DNaza I¥ 10 ul n+1 10pl x (n+1)

Jezeli odezynniki DNazy w koktajlu sa oddzielnie dodawane do probéwek, nalezy upewnic sie, ze zostaty
dodane w powyzszej kolejnoéci. Dolaczy¢ kazdy odezynnik poprzez dokladne pipetowanie przed dodaniem
kolejnego odczynnika.

2Przechowywacé bufor DNazy w temperaturze 15—30°C; podczas przechowywania w nizszej temperaturze
moze nastgpi¢ wytracanie. Jezeli bufor zawiera wytracony osad, nalezy go ponownie rozpusci¢,
podgrzewajac do 56°C przez 2 minuty, a nastepnie kr6tko wytrzasac na wytrzasarce typu vortex.

SPozostalg przygotowana DNaze I przechowywaé w temperaturze od —30 do —10°C.

Doda¢ 50 pl koktajlu DNazy do niebieskiej fazy wodnej w kazdej probéwce z probka. Wymieszaé przez
pipetowanie 10 razy.

Inkubowaé probéwki z prébka przez 15 minut w temperaturze pokojowej (15—-30°C). Podczas inkubacji
przygotowac kartridze w sposéb opisany w rozdziale 5.B.

Wirowaé probowki z probka w mikrowiréwce z pelna predkoscia przez 5 minut.

Natychmiast przenies¢ niebieska faze wodna do dotka nr 1 w kartridzu Maxwell® CSC RNA FFPE.

Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, WI 53711-5399 USA - Tel. bezptatny w Stanach Zjednoczonych 800-356-9526 - 608-274-4330 - Faks 608-277-2516 7
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5.B. Przygotowanie kartridza Maxwell® CSC RNA FFPE

1. Przed rozpoczeciem pracy z kartridzami Maxwell® FFPE, tloczkami CSC/RSC i probéwkami do elucji
nalezy zmieni¢ rekawiczki. Kartridze sa ustawiane na stojakach na kartridze na zewnatrz urzadzenia,
po czym stojaki na kartridze, zawierajace kartridze i prébki, sa nastepnie przenoszone do urzadzenia
w celu rozpoczecia oczyszezania. UmieScié kazdy kartridz w stojaku na kartridze tak, aby dolek nr 1
(najwiekszy dotek w kartridzu) znajdowat sie jak najdalej od probowek do elucji (Rysunek 2). Nacisngé
kartridz, aby zatrzasnat si¢ w odpowiednim potozeniu. Upewni¢ sie, ze oba konice kartridza znajduja sie
w caloéci na stojaku na kartridze. Ostroznie zdjaé¢ zamkniecie tak, aby usuna¢ cale zamkniecie z gornej
czedci kartridza. Upewnié sie, ze cala taSma uszczelniajaca i pozostalosci kleju zostaly usuniete z kartridza.

& Przestroga: Z kartridzami nalezy si¢ obchodzié ostroznie. Krawedzie zamkniecia kartridza moga by¢ ostre.
2. UmieScic jeden tloczek w dotku nr 8 kazdego kartridza.

3. UmieScié pustg proboéwke do elucji w potozeniu probéwki do elucji dla kazdego kartridza na stojakach
na kartridze.
Uwaga: Nalezy uzywac wyltacznie probowek do elucji dostarczonych w zestawie Maxwell® CSC RNA FFPE
Kit. Inne probéwki do elucji mogg nie by¢ zgodne z urzadzeniem Maxwell® CSC Instrument, co moze
wplynaé na wynik oczyszczania RNA.

4.  Nadnie kazdej probéwki do elucji umiescié¢ 50 ul Nuclease-Free Water. Probéwki do elucji musza byé
otwarte podczas oczyszczania RNA.
Uwaga: Nalezy uzywac wylacznie Nuclease-Free Water dostarczonej w zestawie Maxwell® CSC RNA FFPE
Kit. Stosowanie innych buforéw do elucji moze wplynaé na wydajno$¢ procesu oczyszczania RNA
i dalsze zastosowanie.

Uwagi dotyczace przygotowania kartridzy Maxwell® CSC RNA FFPE

A Wyecieki probki lub odezynnika na dowolng czesé stojaka na kartridze nalezy usuwaé za pomoca roztworu
detergentu i wody. Nastepnie nalezy spryskac powierzchnie sprayem bakteriobdjczym lub wytrzeé Sciereczka
i przemy¢ ja woda. Nie nalezy stosowaé wybielacza do czyszczenia cze$ci urzadzenia.

1 Zawarto$é¢ dotka dodawana przez uzytkownika:
2 1. Wstepnie przetworzone probki
3, 8. Tloczek CSC/RSC

339TC

Rysunek 1. Kartridz Maxwell® CSC. Wstepnie przetworzona probka FFPE zostaje dodana do dotkanr 1,
a tloczek do dotka nr 8.

8 Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, WI 53711-5399 USA - Tel. bezptatny w Stanach Zjednoczonych 800-356-9526 - 608-274-4330 - Faks 608-277-2516
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Rysunek 2. Ustawianie i konfiguracja stojaka na kartridze. Nuclease-Free Water jest dodawana do
probéwek do elucji w sposéb przedstawiony na rysunku.

6. Przebieg pracy urzadzenia

Metode Maxwell® CSC RNA FFPE do urzadzenia Maxwell® CSC Instrument mozna pobraé ze strony internetowej
firmy Promega: www.promega.com/resources/tools/maxwellcscmethod. Metode Maxwell® CSC RNA
FFPE do urzadzenia Maxwell® CSC 48 Instrument mozna pobraé ze strony internetowej firmy Promega:
www.promega.com/resources/tools/maxwellesc48method

W przypadku podejrzenia, ze urzadzenie zostalo zanieczyszczone RNazg, wyczyScié je przed uruchomieniem za
pomoca roztworu detergentu, np. Steris LpH®. Nalezy przestrzega¢ wytycznych w punkcie dotyczacym czyszczenia
i konserwacji w instrukcji obstugi urzqdzenia Maxwell® CSC Instrument #TM457 lub instrukcji obshugt
urzqdzenia Maxwell® CSC 48 Instrument #TM623.

1.  Wlaczyé urzadzenie Maxwell® Instrument i tablet. Zalogowac si¢ na tablecie i uruchomi¢ oprogramowanie
Maxwell® IVD Mode, dwukrotnie dotykajac ikony na pulpicie. Urzadzenie przeprowadzi autotest i ustawi
w polozeniu wyjSciowym wszystkie ruchome czesci.

2. Wybrac opcje Start na ekranie gléwnym.
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6. Przebieg pracy urzadzenia (ciag dalszy)

3. Zeskanowa¢ lub wprowadzi¢ kod kreskowy znajdujacy sie w prawym goérnym rogu etykiety zestawu
Maxwell® CSC RNA FFPE Kit i nacisng¢ przycisk OK, aby automatycznie wybra¢ metode, ktéra zostanie
zastosowana (Rysunek 3).

Uwaga: Kod kreskowy metody zestawu Maxwell® CSC RNA FFPE Kit jest wymagany do przeprowadzenia
oczyszczania RNA przy uzyciu urzadzenia Maxwell® CSC Instruments. Etykieta zestawu zawiera dwa kody
kreskowe. Kod kreskowy metody pokazano na Rysunku 3. Jezeli nie mozna zeskanowaé kodu kreskowego,
nalezy skontaktowacé sie z dzialem Promega Technical Services.

[ ]

Rysunek 3. Etykieta zestawu z kodem kreskowym do zeskanowania. Zeskanowac¢ kod kreskowy
znajdujacy sie w czerwonym polu w prawym gérnym rogu etykiety zestawu, aby rozpocza¢ cykl oczyszczania.

4.  Na ekranie ,Konfiguracja kartridzy” dotknaé pozycji kartridza, aby zaznaczyé lub odznaczyé wszelkie
polozenia, ktdre maja zostaé¢ uzyte w ramach przebiegu ekstrakeji. Wprowadzi¢ wymagane dane
identyfikacyjne probek i nacisnaé przycisk Rozpocznij, aby kontynuowac.

Uwaga: Podczas uzytkowania urzadzenia Maxwell® CSC 48 Instrument nacisna¢ przycisk Przod lub Tyl,
aby wybrac lub cofnaé wybér pozycji kartridza na kazdym stojaku na kartridze.

5. Po otwarciu drzwi potwierdzi¢, czy wykonano wszystkie czynno$ci z listy kontrolnej ekstrakeji. Sprawdzié,
czy wstepnie przetworzone probki zostaly dodane do dotka nr 1 kartridzy, czy kartridze zostaly zatadowane
do urzadzenia, czy otwarte probéwki do elucji zawierajace bufor do elucji sa obecne oraz czy tloczki zostaly
umieszczone w dolku nr 8. Przenies¢ stojak na kartridze zawierajacy przygotowane kartridze do platformy
urzadzenia Maxwell®.

Wkladanie stojaka na kartridze Maxwell®: Stojak na kartridze nalezy trzymaé za brzegi, aby uniknaé
wypadniecia kartridzy. Upewnic sie, ze stojak na kartridze zostal umieszczony w urzadzeniu Maxwell®

w taki sposob, ze probowki do elucji znajduja si¢ mozliwie jak najblizej drzwi. Przestawic tyl stojaka na
kartridze w dol i ustawié ja na urzadzeniu tak, aby jej tyt byt oparty o tylng cze$¢ platformy urzadzenia.
Docisnaé przednig cze$¢ stojaka na kartridze, aby osadzi¢ go na platformie urzadzenia. W przypadku
trudno$ci z ustawieniem stojaka na kartridze na platformie sprawdzié, czy stojak na kartridze jest utozony
w prawidlowej orientacji. Upewnic sie, ze stojak na kartridze jest odpowiednio wyréwnany i osadzony na
platformie urzadzenia.

Uwaga: Sprawdzi¢ identyfikator na stojakach na kartridze Maxwell® z 24 pozycjami, aby okre§li¢, czy
powinny zosta¢ umieszczone z przodu, czy z tyhu urzadzenia.
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Potwierdzié, ze wszystkie czynno$ci wskazane przed rozpoczeciem przetwarzania zostaly wykonane,

i dotknaé przycisku Start, aby zamknaé drzwi urzadzenia i rozpoczaé przetwarzanie.

Uwaga: W przypadku korzystania z urzadzenia Maxwell® Instrument z 48 pozycjami i wlaczenia systemu

wizualizacji skanowanie stojakow na kartridze rozpocznie sie po zamknieciu drzwi. Wszelkie bledy

w konfiguracji stojakéw na kartridze (np. tloczki nieznajdujace sie w dolku nr 8, brak otwartych probéwek

do elucji) spowoduje, ze oprogramowanie powrdci do ekranu ,,Konfiguracja kartridza”, a problematyczne

pozycje zostang oznaczone wykrzyknikiem w czerwonym okregu. Dotkna¢ wykrzyknika, aby uzyskac

opis bledu i rozwigzaé problemy zwiazane z bledami. Ponownie dotkna¢ przycisku Start, aby powtorzyc

skanowanie stojakéw na kartridze i rozpocza¢ przebieg ekstrakeji.

Ostrzezenie: Niebezpieczenstwo zmiazdzenia.

Urzadzenie Maxwell® Instrument natychmiast rozpocznie cykl oczyszczania. Na ekranie beda wyswietlane

wykonywane kroki oraz przyblizony czas do zakonczenia cyklu.

Uwagi:

1. Dotkniecie przycisku Przerwij spowoduje przerwanie przebiegu. Wszystkie probki z przerwanego
przebiegu zostana utracone.

2. Jedli przebieg zostanie przerwany przed ukoniczeniem, moze wyswietli¢ sie monit z prosba
o sprawdzenie, czy tloczki sa nadal zaladowane na stupku ttoczkéw. Jesli tloczki znajduja sie na stupku
tloczkow, nalezy przeprowadzié procedure Czyszczenie po wy$wietleniu monitu. Jesli ttoczki nie
znajduja sie na stupku ttoczkéw, mozna pomingé procedure Czyszczenie po wyswietleniu monitu.
Probki zostang utracone.

Po zakoniczeniu przebiegu w interfejsie uzytkownika zostanie wy$wietlony komunikat informujacy
o0 zakoniczeniu metody.

Koniec przebiegu

9.

10.

11.

Po zakonczeniu metody postepowaé zgodnie z instrukcjami wy$wietlanymi na ekranie, aby otworzy¢ drzwi.
Sprawdzié, czy po zakonczeniu przebiegu tloczki znajduja sie w dotku nr 8 kartridza. Jesli ttoczki nie zostang
usuniete ze stupka tloczkow, nalezy postepowaé zgodnie z wytycznymi przedstawionymi w instrukeji obstugi
okreslonego urzadzenia Maxwell® Instrument (patrz Tabela 1), aby przeprowadzi¢ procedure Czyszczenie
i podja¢ prébe rozladunku tloczkow.

Natychmiast po zakonczeniu przebiegu nalezy zatka¢ i wyjaé probowki do elucji zawierajace RNA, aby
zapobiec odparowaniu eluatow. Wyja¢ stojaki na kartridze Maxwell® z urzadzenia.

Uwaga: Podczas zdejmowania stojaka na kartridze z platformy urzadzenia trzymac go za krawedzie.

Przed uruchomieniem protokotu odkazania przy uzyciu promieniowania ultrafioletowego upewnié

sie, ze probki zostaly usuniete z urzadzenia w celu zapobiezenia uszkodzeniu oczyszczonego kwasu
nukleinowego. Probki RNA mozna przechowaé przez noc w temperaturze od —30 do —10°C, a w przypadku
dtuzszego przechowywania w temperaturze ponizej —60°C.

Wyjaé kartridze i tloczki ze stojakéw na kartridze Maxwell® i zutylizowaé je jako odpady niebezpieczne
zgodnie z procedurami obowiazujacymi w instytucji. Kartridze, tloczki i probéwki do elucji sa przeznaczone
do jednorazowego uzytku. Nie wolno ponownie uzywaé kartridzy Maxwell® CSC, tloczkow CSC/RSC ani
probéwek do elucji.
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7.  CzynnoSci po zakonczeniu oczyszczania

Ustali¢, czy uzysk i czysto§é prébki oczyszezonego RNA spelniaja wymogi wejsciowe dla dalszego oznaczenia przed
ich wykorzystaniem w tym oznaczeniu. Dzialanie zestawu oceniono na podstawie oczyszczania amplifikowanego
RNA. Inne metody iloSciowego oznaczania, w tym absorbancja i wigzanie barwnika fluorescencyjnego, moga nie
korelowaé z amplifikacja (1). Odczyty absorbancji dla probek FFPE moga przeszacowac uzyskana wydajnosé
reakcji; zalecamy stosowanie bardziej doktadnych metod okreslania uzyskanej wydajnosci (1).

8. Ocena wydajnosci analitycznej

Wydajno$¢ analityczna zestawu Maxwell® CSC RNA FFPE Kit zostala oceniona przy uzyciu probek ludzkiej tkanki
FFPE piersi, okreznicy i pluc w urzadzeniu Maxwell® CSC Instrument. Dodatkowo wydajno$é zestawu

Maxwell® CSC RNA FFPE Kit zostala oceniona za pomocg urzadzenia Maxwell® CSC 48 Instrument w celu
wykazania réwnowaznej wydajnoS$ci zestawu na obu urzadzeniach.

8.A. Ilosé, jakosé i amplifikacja RNA

Tlo$é, jakosé i amplifikacje RNA oceniono dla eluatéw przygotowanych z prébek FFPE piersi, okreznicy i ptuc

w postaci wycinkéw przy uzyciu zestawu Maxwell® CSC RNA FFPE Kit i urzadzenia Maxwell® CSC Instrument.
Probki (2 pl i 8 pl) kazdego eluatu badano w tescie RT-qPCR nakierowanym na gen metabolizmu podstawowego,
HPRT1 (fosforybozylotransferaza hipoksantyny 1). Do oceny hamowania wykorzystano eluat wprowadzony do
RT-gPCR wilosci 2 pl i 8 pl, poniewaz czterokrotna roznica danych wejsciowyeh powinna skutkowaé roznieg C,
wynoszaca okolo 2 cykle. Wszystkie probki zostaly pomyslnie zamplifikowane przy obu objetoéciach wejéciowych.

33
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30
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28 °
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26 @'}

25| 4 8=
et

Piers, Pier§,  Okreznica, Okreznica, Ptuco, Ptuco,
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wejsciowa wejsciowa wejsciowa wejsciowa wejsciowa wejsciowa
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24

Rysunek 4. WartoSci C, RT-qPCR, Srednia i odchylenie standardowe dla eluatéw przygotowanych
probek FFPE piersi, okreznicy i pluc w postaci wycinkéw. W przypadku kazdego zestawu probek kropki
po lewej stronie oznaczajg wartosci C_ danej probki, a $rednia z odchyleniem standardowym jest widoczna po
prawej stronie.
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8.B. Odtwarzalno$é

Tabela 2. Powtarzalno$¢ pomiedzy uzytkownikami. Aby oceni¢ zmienno$é w zaleznosci od uzytkownika,
wstepnie przetworzone prébki tkanek FFPE polaczono, a nastepnie wyekstrahowano przy uzyciu zestawu
Maxwell® CSC RNA FFPE Kit i urzadzenia Maxwell® CSC Instrument. Eluaty amplifikowano w teScie RT-qPCR
nakierowanym na gen HPRTT1, a stezenia RNA obliczono z warto$ci C,. Srednie i procentowy wspétezynnik
zmienno$ci (% CV) dla stezenia RNA uzyskanego z eluatow od 3 réznych uzytkownikoéw przedstawiono ponizej.

Odchylenie
Stezenie standardowe
(ng/pD) (ng/pD) % CV
Numer uzytkownika 1(n=28) 1,47 0,123 8,4
2(n=28) 1,45 0,082 5,7
3(m=7)* 1,39 0,100 7,2
Srednia dla trzech 1,44 0,104 7,2

réznych uzytkownikow

* Proba warto$ci oddalonych Dixona pozwolila na wykluczenie jednego powtdrzenia w tym zestawie jako
odstajgcego przy progu ufnoéci 95%. To powtdrzenie zostalo wykluczone z analizy.

8.C. Substancje zaklocajace (inhibicja)

Tabela 3. Hamowanie przez substancje endogenne w probce. Eluaty przygotowano z probek tkanek FFPE
piersi, ptuc i okreznicy przy uzyciu zestawu Maxwell® CSC RNA FFPE Kit i urzadzenia Maxwell® CSC Instrument.
Prébki (2 pl i 8 pl) kazdego eluatu amplifikowano w RT-qPCR ukierunkowanym na gen HPRT i obliczono AC,
(r6znica migdzy Srednig C_ dla kazdej wejSciowej objetosci eluatu). Warto$é AC, migdzy 2 pl a 8 pl na wejseiu
miescita sie w zakresie od 1,94 do 2,04 cykli. Wartos¢ AC, pomigdzy wprowadzonymi objetosciami 2 cykli
odpowiada brakowi wykrywalnego hamowania amplifikacji DNA. W zadnej z badanych tkanek nie

wykryto zahamowania.

C, dla objetosci C, dla objetosci
wejsciowej 8 pl wejsciowej 2 pl

Tkanka (n = 8) (cykle) (cykle) AC,
FFPE z piersi 24,52 26,46 1,94
FFPE z okreznicy 25,39 27,43 2,04
FFPE z ptuca 28,52 30,49 1,96
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8.D. Zanieczyszczenie krzyzowe

RNA oczyszczono z 8 réznych probek tkanek FFPE i 8 prébek kontroli ujemnej przy uzyciu urzadzenia

Maxwell® CSC Instrument i zestawu Maxwell® CSC RNA FFPE Kit. Kartridze Maxwell® zawierajace probki
tkanek FFPE i kartridze Maxwell® zawierajace kontrole ujemna (wode) przetwarzano w naprzemiennych
pozycjach w urzadzeniu Maxwell® CSC Instrument, a powstale eluaty testowano w dwdch egzemplarzach metoda
RT-qPCR ukierunkowang na HPRT1 w celu wyszukania zanieczyszczenia RNA kontroli ujemnych z sasiednich
probek. W kontrolach ujemnych nie zaobserwowano zadnego zanieczyszczajacego RNA.

9.  Ocena wydajnosci klinicznej

Wydajno$¢ kliniczna zestawu Maxwell® CSC RNA FFPE Kit zostala oceniona przez zewnetrzne laboratorium
Kkliniczne przy uzyciu prébek ludzkich tkanek FFPE i urzadzenia Maxwell® CSC Instrument.

9.A. Ilosé, jako$é i zdolnoéé do amplifikacji RNA

Tabela 4. Porownanie metod. RNA oczyszczono z 15 probek tkanek FFPE za pomoca zestawu Maxwell® CSC
RNA FFPE Kit i standardowg laboratoryjna metodg ekstrakeji (Laboratoryjna Metoda Referencyjna), a nastepnie
amplifikowano przez RT-qPCR ukierunkowany na gen HPRT1 i poréwnano wyniki C, z dw6ch metod. RNA
oczyszczono przy uzyciu zestawu Maxwell® CSC RNA FFPE Kit zamplifikowano dla wszystkich probek i uzyskano
wartosci C, miedzy 25,86 a 35,35. Eluaty przygotowane przy uzyciu laboratoryjnej metody referencyjnej nie ulegly
amplifikacji w 3 z 15 badanych probek. 3 eluaty, ktore nie ulegly amplifikacji, mialy wyzsze warto$ei C, niz eluaty

z tych samych prébek przygotowanych za pomoca zestawu Maxwell® CSC RNA FFPE Kit.

Srednia warto$é C,

Laboratoryjna metoda

Probka tkanki FFPE Maxwell® CSC referencyjna
1 29,55 33,78
2 35,35 Bez wartoSci Cq
3 25,86 31,37
4 27,75 34,49
5 32,27 Bez wartosci C,
6 33,02 34,49
7 32,69 Bez wartosci C,
8 27,60 36,49
9 31,43 36,77
10 30,35 34,06
11 33,00 35,83
12 31,71 33,39
13 31,27 35,49
14 30,98 34,75
15 33,18 43,71
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9.B. Odtwarzalno$é

Tabela 5. Odtwarzalno$é miedzy testerami. Aby potwierdzi¢ zgodnos¢ wynikéw pomiedzy testerami

w typowym $rodowisku testera, RNA zostal wyekstrahowany z oSmiu prébek tkanek FFPE przez dwdch
niezaleznych testeréw przy uzyciu zestawu Maxwell® CSC RNA FFPE Kit i urzadzenia Maxwell® CSC Instrument.
Otrzymane eluaty amplifikowano przy uzyciu RT-qPCR ukierunkowanego na gen HPRT1 i poréwnano wyniki
uzyskane z kazdej prébki miedzy dwoma testerami.

Srednia warto$é¢ C_

Probka tkanki FFPE Tester 1 Tester 2
1 29,55 28,30
2 35,35 35,31
3 25,86 26,39
4 27,75 25,92
5 32,64 32,72
6 28,45 27,72
7 31,93 29,70
8 28,09 27,03

9.C. Zanieczyszczenie krzyzowe

Aby potwierdzié, ze zanieczyszczenie krzyzowe miedzy prébkami nie wystepuje w typowym Srodowisku
uzytkownika, RNA oczyszczono z 8 réznych probek tkanek FFPE i 8 probek kontroli ujemnej (wody) przy uzyciu
urzadzenia Maxwell® CSC Instrument i zestawu Maxwell® CSC RNA FFPE Kit. Kartridze Maxwell® zawierajace
probki tkanek FFPE i kartridze Maxwell® zawierajace kontrole ujemna (wode) byly przetwarzane w naprzemien-
nych pozycjach w urzadzeniu Maxwell® CSC Instrument. Eluaty prébek i eluaty kontroli ujemnej badano w dwdch
egzemplarzach metoda RT-qPCR ukierunkowang na gen HPRT1 w celu okre$lenia, czy wystapito jakiekolwiek
zanieczyszczenie krzyzowe probek ujemnych. Osiem z 8 ujemnych prébek dato ujemne wyniki, potwierdzajac,

7e nie wystapito wykrywalne zanieczyszczenie krzyzowe.
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10. Rozwiazywanie problemow

W przypadku pytan, na ktére nie mozna znalez¢ odpowiedzi w niniejszym dokumencie, nalezy skontaktowac sie
z lokalnym oddzialem firmy Promega lub jej dystrybutorem. Informacje kontaktowe sa dostepne pod adresem:
www.promega.com. Adres e-mail: techserv@promega.com

Objawy Przyczyny i komentarze

Nizsze niz oczekiwane stezenie RNA w eluacie Charakterystyke robocza zestawu oceniono poprzez
(wycinek FFPE powinien przynie$é amplifikowalne = wyizolowanie RNA z probek FFPE tkanek o wielkosci od
RNA w oparciu o wielko$¢ tkanki, sktad komorkowy, 0,1 mm? do 2,0 mm?. Nalezy uzywac wycinkow, ktore
stan utrwalenia formaling i postepowanie mieszcza sie w podanym zakresie.

proceduralne). Zestaw jest przeznaczony wylacznie do uzytku z probkami
tkanek FFPE pobranymi z ludzkich piersi, ptuc i okreznicy.
Czasy i temperatury inkubacji moga nie by¢ optymalne dla
innych typéw prébek.

Zestaw nie jest przeznaczony do uzytku z prébkami tkanek
przygotowanymi przy uzyciu utrwalaczy innych niz 10%
obojetnie buforowana formalina. Nalezy si¢ upewnié,

7e nie zastosowano innego utrwalacza.

Moglo dojs¢ do wprowadzenia RNaz podczas przetwarzania
lub ilo$ciowego oznaczania probek. Aby dowiedzieé sie,

jak stworzy¢ $rodowisko wolne od rybonukleaz, nalezy
zapoznaé sie z rozdziale 11.

Zastosowano tkanke pochodzaca z barwionego szkietka
podstawowego lub wycinka. Roszczenia wynikajace

z zastosowania barwionych szkielek podstawowych lub
wycinkéw nie beda rozpatrywane. Proces oczyszczania
nalezy powtorzy¢ z uzyciem bezbarwnego szkietka
podstawowego lub wycinka.

Dzialanie zestawu oceniono na podstawie oczyszczania
amplifikowanego RNA. Inne metody ilo§ciowego
oznaczania, w tym absorbancja i wigzanie barwnika
fluorescencyjnego, moga nie korelowaé z amplifikacja.
Zastosowaé metode iloSciowego oznaczania amplifikacji
w celu oceny wydajnosci.
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Objawy Przyczyny i komentarze
Jako$¢ ponizej oczekiwan Utrwalenie formaling oraz wynikajace z tego zerwanie
(eluat zawiera znacznie pofragmentowane RNA lub  polaczen prowadzi do fragmentacji RNA. Jesli RNA byto
inhibitory do dalszego oznaczania analitycznego). pofragmentowane przed ekstrakeja/oczyszezaniem,

pofragmentowane RNA zostanie oczyszczone przy uzyciu
tego zestawu. Nalezy powtdrzyé proces przy uzyciu
sasiedniego wycinka w celu oceny, czy problem dotyczy
wybranego wycinka, czy procesu.

Niektore oznaczenia oparte na amplifikacji sa szczegdlnie
wrazliwe na obecno$¢ inhibitoréw. Dalsze kontrole
oznaczef powinny zidentyfikowaé obecnoéé inhibitoréow
amplifikacyjnych w eluacie. Uzytkownik jest
odpowiedzialny za sprawdzenie kompatybilnoéci produktu
z oznaczeniami na dalszych etapach.

DNA wystepuje w eluatach Koktajl DNazy dodany do prébki powoduje nadmierna
(eluaty sa zanieczyszczone DNA, co moze zaklocaé  aktywno$¢ DNazy uzytej z probkami tkanki FFPE o
dalsze oznaczanie analityczne). wielkoéci od 0,1 mm® do 2,0 mm?. Nie jest przeznaczony do

prébek o innej wielko$ci i moze by¢ nieoptymalny. Nalezy
uzywac wycinkow, ktore mieszcza sie w podanym zakresie.

Niedostateczne wymieszanie koktajlu DNazy z probka
podczas wstepnego przetwarzania moze skutkowaé
niepelng degradacja DNA. Nalezy upewnic sie, ze koktajl
DNazy zostal doktadnie wymieszany z probka.

Jezeli skladniki koktajlu DNazy sa oddzielnie dodawane do
probki, nalezy upewnic sie, ze zostaly dodane w kolejnosci
opisanej w rozdziale 5.A, krok 10. Ponadto nalezy upewni¢
sie, ze kazdy skladnik zostal dokladnie wymieszany przy
dodawaniu do probki. Dodawanie sktadnikéw w innej
kolejnosci lub niedostateczne wymieszanie moze
dezaktywowa¢ DNaze.

Wszelkie powazne incydenty, ktore mialy miejsce w zwiazku z urzadzeniem, ktére doprowadzily lub moga
prowadzié do $mierci lub powaznych obrazen uzytkownika lub pacjenta, nalezy niezwlocznie zglaszaé
producentowi. Uzytkownicy majacy siedzibe w Unii Europejskiej powinni réwniez zglasza¢ wszelkie powazne
incydenty wla$ciwemu organowi panstwa czlonkowskiego, w ktérym uzytkownik i/lub pacjent ma siedzibe.
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11. Tworzenie srodowiska wolnego od rybonukleaz

Rybonukleazy sa bardzo trudne do zdezaktywowania. Nalezy uwazaé, aby nie wprowadzi¢ aktywnosci RNazy do
probek RNA podczas lub po izolacji. Jest to szczegblnie wazne w przypadku gdy material wyjsSciowy jest dostepny
tylko w ograniczonych ilociach. Ponizsze uwagi moga poméc w zapobieganiu przypadkowej kontaminacji
probek RNazg.

1.  Dwa najczestsze Zrodla kontaminacji RNaza to dlonie uzytkownika oraz bakterie lub ple$nie, ktére
moga wystepowaé na czasteczkach kurzu unoszacych sie¢ w powietrzu. Aby zapobiec zanieczyszczenia
pochodzacego z tych Zrédel, nalezy stosowaé technike aseptyczna podczas obchodzenia sie z odezynnikami
dostarczonymi wraz z niniejszym systemem. Nalezy zawsze nosié¢ rekawiczki. Nalezy zmieniaé¢ rekawiczki za
kazdym razem, gdy wystepuje podejrzenie, ze moglo dojs¢ do kontaktu z rybonukleazami.

2. W miare mozliwoéci do przenoszenia RNA nalezy stosowa¢ sterylne, jednorazowe wyroby z tworzyw
sztucznych. Materialy te s zwykle wolne od RNaz i nie wymagaja zabiegéw majacych na celu ich
dezaktywacje.

3. Niesterylne artykuly szklane i plastikowe nalezy podda¢ obrébce przed uzyciem, aby upewnicé sie, ze sa
wolne od RNazy. Wyzarza¢ szklo w temperaturze 200°C przez noc, a wyroby plastikowe dokladnie oplukaé,
uzywajac 0,1 N NaOH, 1 mM EDTA, a nastepnie woda wolng od RNazy. Mozna réwniez uzyé dostepnych
na rynku produktéw do usuwania RNaz, przestrzegajac instrukeji producenta.

4.  Roztwory niedostarczone wraz z systemem odkaza¢ przez dodanie piroweglanu dietylu (DEPC) do
osiagniecia stezenia 0,1% w wyciagu laboratoryjnym. Inkubowaé przez noc, mieszajac w temperaturze
pokojowej w wyciagu laboratoryjnym. Umie$ci¢ w autoklawie na 30 minut, aby usuna¢ wszelkie slady DEPC.

C Przestroga: DEPC jest $srodkiem podejrzewanym o wlasciwosci rakotworcze i nalezy go stosowaé wylacznie
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w wyciagu laboratoryjnym odprowadzajacym opary chemiczne. DEPC szybko reaguje z aminami i nie mozna
go stosowac do obrébki buforéw Tris.

Uwaga: W przypadku wszystkich dalszych zastosowan ochrona probek RNA przez RNazami jest niezbedna.

12. Zrédlo

1.  Bonin, S. et al. (2010) Multicentre validation study of nucleic acids extraction from FFPE tissues.
Virchows Arch. 457, 309-17.
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13. Powigzane produkty

Urzadzenie i akcesoria

Produkt Iosé Cat.#
Maxwell® CSC Instrument* 1 szt. AS6000
Maxwell® RSC/CSC Deck Tray 1 szt. SP6019
Maxwell® CSC 48 Instrument® 1 szt. AS8000
Maxwell® RSC/CSC 48 Front Deck Tray 1 szt. AS8401
Maxwell® RSC/CSC 48 Back Deck Tray 1 szt. AS8402
Micrtoube, 1,5 ml 1000 szt./zestaw V1231

* Do stosowania w diagnostyce in vitro. Niniejszy produkt jest dostepny wylacznie w niektérych krajach.

Zestawy odczynnikow Maxwell® CSC

Na stronie www.promega.com znajduje sie lista dostepnych zestawéw do oczyszczania Maxwell® CSC.

14. Podsumowanie zmian

W wersji 11/22 niniejszego dokumentu wprowadzono nastepujace zmiany:
1.  Rozdzial 3 zostal zmieniony na Przeznaczenie/zastosowanie produktu.
2. Dodano rozdzialy 81 9.

3. Dokument zostal zaktualizowany pod katem zgodnosci z Rozporzadzeniem (UE) 2017/746 w sprawie
wyrob6w medycznych do diagnostyki in vitro.

@Amerykariska publikacja patentowa nr 7,329,488 oraz potudniowokoreariska publikacja patentowa nr 10-0483684.
© 2013-2022 Promega Corporation. Wszelkie prawa zastrzezone.

Maxwell jest zastrzezonym znakiem towarowym firmy Promega Corporation.

LpH jest zastrzezonym znakiem towarowym firmy Steris Corporation.

Produkty moga by¢ przedmiotem zgtoszonych badz przyznanych patentéw lub moga podlegaé pewnym ograniczeniom. Wiecej informacji mozna
znalez¢ na naszej stronie internetowe;j.

Wszystkie ceny i dane techniczne moga ulec zmianie bez wczesniejszego powiadomienia.

Oswiadczenia dotyczace produktéw moga ulec zmianie. Aby uzyskac aktualne informacje na temat produktéw firmy Promega, nalezy
skontaktowac sie z dziatem Promega Technical Services lub zapoznac¢ sie z katalogiem produktéw firmy Promega dostepnym w Internecie.
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