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Zestaw Maxwell® CSC Genomic DNA 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 obslugi tego systemu prosimy o kontakt z dzialem
Promega Technical Services pod adresem: techserv@promega.com.
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Zestaw Maxwell® CSC Genomic DNA Kit jest dostepny wylacznie w niektérych krajach.

1. Opis

Zestaw Maxwell® CSC Genomic DNA Kit® jest przeznaczony do stosowania w polaczeniu z urzadzeniami Maxwell®,
ktore zostaly przedstawione w Tabeli 1, w celu zapewnienia tatwej metody wydajnego i zautomatyzowanego
przygotowania prébek i oczyszczania genomowego DNA (gDNA) w réznych prébkach ludzkiego materiatu
biologicznego. Urzadzenia Maxwell® CSC Instrument s3 przeznachone do stosowania ze wstepnie napelnionymi
kartridzami z odczynnikami i wstepnie zaprogramowanymi metodami oczyszczania, co zwieksza wygode i upraszcza
stosowanie. Metoda Maxwell® dla zestawu CSC Genomic DNA Kit moze przetworzy¢ od jednej do maksymalnej liczby
prébek w urzadzeniu Maxwell® CSC Instrument w mniej niz 40 minut. Oczyszczone DNA moze by¢ stosowane
bezposrednio w réznych aplikacjach, takich jak oznaczenia PCR.

Tabela 1. Kompatybilny z urzadzeniami.

Maksymalna liczba
Urzadzenie Cat.# Instrukeja techniczna probek
Maxwell® CSC AS6000 TM457 16
Maxwell® CSC 48 AS8000 TM623 48

Zasada metody

Zestaw Maxwell® CSC Genomic DNA Kit umozliwia oczyszczanie kwasu nukleinowego z prébek przy wykorzystaniu
czasteczek paramagnetycznych, co zapewnia ruchoma faze stalg stwarzajaca optymalne warunki do wychwytywania
probki, przemywania i oczyszczania gDNA. Urzadzenia Maxwell® Instrument s3 urzadzeniami przeprowadzajacymi
analizy w oparciu o czasteczki magnetyczne, ktore wigza kwasy nukleinowe do czasteczek magnetycznych w pierwszym
dotku wstepnie napelnionego kartridza. Probki sa przetwarzane w ramach cykli plukania, zanim gDNA zostanie
eluowane. Zastosowanie magnetycznego wychwytywania pozwala na unikniecie czesto wystepujacych probleméw,
takich jak zatkane koncowki lub czeSciowe przeniesienie odezynnika, ktére obnizaja jako$¢ proceséw oczyszezania

w innych powszechnie stosowanych zautomatyzowanych systemach.

2 Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, Wl 53711-5399 USA - Tel. bezptatny w Stanach Zjednoczonych 800-356-9526 - 608-274-4330 - Faks 608-277-2516
TM677 - 3/22 WWWw.promega.com



O

Promega
2.  Elementy produktu, warunki przechowywania i objasnienie symboli
PRODUKT 1Losc¢ CAT.#
Maxwell® CSC Genomic DNA Kit 48 preparatow AS1850

Do stosowania w diagnostyce in vitro. Wylacznie do uzytku przez specjalistow. Zawiera ilo$¢ odczynnikow
wystarczajaca do przeprowadzenia 48 zautomatyzowanych izolacji z r6znych prébek ludzkiego materiatu
biologicznego. Kartridze sa przeznaczone wylacznie do jednorazowego uzytku.

IVD +30°C V
48

+15°C
Zawarto$¢ zestawu:
e 2x1ml roztworu proteinazy K (PK)
. 1ml roztworu RNazy A
. 20 ml buforu lizujacego
. 20ml wzmacniacza litycznego (LE2)
. 48 kartridzy Maxwell® CSC Cartridge (CSCQ)
. 50 tloczkdéw CSC/RSC
. 50 probowek do elucji (0,5 ml)

. 20 ml buforu do elucji

Warunki przechowywania: Zestaw Maxwell® CSC Genomic DNA Kit nalezy przechowywa¢ w temperaturze od
+15°C do +30°C.

Informacje dotyczace bezpieczenstwa: Kartridze Maxwell® CSC Cartridge (CSCQ) zawieraja etanol

A i alkohol izopropylowy. Substancje te nalezy traktowa¢ jako latwopalne, szkodliwe i drazniace. Wiecej
informacji na temat bezpieczenstwa znajduje sie w karcie charakterystyki produktu (Safety Data Sheet, SDS).
Nalezy przestrzega¢ obowiazujacych w instytucji wytycznych dotyczacych postepowania ze wszystkimi
odpadami chemicznymi uzywanymi z tym systemem oraz utylizacji takich odpadéw.

Kartridze Maxwell® CSC Cartridge (CSCQ) sa przeznaczone do stosowania z czynnikami potencjalnie

@ zakaznymi. Podczas pracy z czynnikami zakaznymi nalezy nosi¢ odpowiednie $rodki ochrony (np. rekawiczki
i okulary ochronne). Nalezy przestrzega¢ obowiazujacych w instytucji wytycznych dotyczacych postepowania
ze wszystkimi czynnikami zakaznymi uzywanymi z tym systemem oraz utylizacji takich czynnikow.

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

Informacje dodatkowe: Elementy zestawu Maxwell® CSC Genomic DNA Kit zostaly dopuszczone do tacznego
stosowania na podstawie odpowiednich procedur kwalifikacyjnych i testow kontroli jako$ci. Nie miesza¢ elementéw
zestawu z elementami zestawdw réznych serii. Nalezy uzywaé wylacznie elementow dostarczonych w zestawie.
Dodatkowe informacje dotyczace bezpieczefistwa znajduja sie w karcie charakterystyki dostepnej na stronie:
WWWw.promega.com.

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 3
www.promega.com TM677 - 3/22



()

Promega

2.  Elementy wyrobu, warunki przechowywania, objasnienie symboli (ciag dalszy)

Objasnienie symboli

Symbol Objasnienie Symbol Objasnienie
Wyr6b medyczny do Autoryzowany
IVD diagnostyki in vitro Ec REP przedstawiciel
30°C
* Przechowywaé w
temperaturze Wytworca
+15°C od +15°C do +30°C.
Zagrozenie dla 3 .
sdrowia Srodek zracy
Srodek draznigcy Latwopalny
Zawiera ilos¢
Conformité wystarczajaca do
Européenne n przeprowadzenia
,0” badan
Ostrzezenie.
Niebezpieczenstwo Przestroga
zmiazdzenia.
. Ostrzezenie.
LOT Numer serii

Zagrozenie biologiczne.

Nie uzywa¢ ponownie

REF

Numer katalogowy
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3. Przeznaczenie/zastosowanie produktu

Zestaw Maxwell® CSC Genomic DNA Kit jest przeznaczony do stosowania w polgczeniu z urzadzeniami Maxwell® CSC
Instrument oraz metodami oczyszczania Maxwell® CSC Maxwell® CSC 48 Genomic DNA jako wyréb medyczny do
diagnostyki in vitro (IVD) w celu automatycznego wyizolowania genomowego DNA z réznych prébek ludzkiego
materiatu biologicznego. Oczyszczone genomowe DNA jest odpowiednie do stosowania w oznaczeniach wykonywanych
na potrzeby diagnostyki in vitro opartych na amplifikacji.

Zestaw Maxwell® CSC Genomic DNA Kit jest przeznaczony do stosowania w temperaturze 15—30°C. Stosowanie
zestawu poza tym zakresem temperatur moze prowadzi¢ do uzyskania nieprawidtowych wynikéow.

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

4. Ograniczenia stosowania produktu

Zestaw Maxwell® CSC Genomic DNA Kit zostal zatwierdzony pod katem stosowania wraz z probkami ludzkiej krwi
pelnej, kozuszka krwi, szpiku kostnego, wymazéw policzkowych, tkanek i komoérek. Uzytkownik jest odpowiedzialny
za zweryfikowanie jego stosowania w zakresie ekstrakcji DNA z innych typéw probek.

W przypadku dalszych zastosowan diagnostycznych nalezy zastosowaé odpowiednie §rodki kontrolne w zakresie
uzywania genomowego DNA oczyszczonego za pomocg zestawu Maxwell® CSC Genomic DNA Kit. Uzytkownik jest
odpowiedzialny za weryfikacje charakterystyki wydajnoSci wymaganej do dalszych zastosowan diagnostycznych.

5. Przedrozpoczeciem

Materialy zapewniane przez uzytkownika
. wytrzasarka typu vortex

. pipetory i koficéwki pipet do przenoszenia prébek do wstepnie napelnionych kartridzy z odezynnikami

. probowki o pojemnoéci 1,5—2,0 ml do inkubacji prébek (np. mikroprobéwki o pojemnosei 1,5 ml
[Cat.# V1231]). Inne typy proboéwek powinny zostaé¢ poddane ocenie przez laboratorium.

. suchy blok grzejny, taznia wodna lub mieszadlo termiczne ustawione na 56°C

. woda dejonizowana lub woda wolna od nukleaz (Cat.# MC1191) do prébek osadu komérkowego (rozdzial 5.C)
i probek tkanek (rozdzial 5.E)

. s6l fizjologiczna buforowana fosforanami 1X (PBS) do probek osadu komérkowego pozyskanych z moczu

(rozdziat 5.C)
. opcjonalnie: Kolumny czyszczace (Cat.# Z3871) do probek wymazéw policzkowych (rozdzial 5.F)
. opcjonalnie: obrotowe mieszadlo do probéwek
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5.A. Przygotowanie prébek krwi pelnej i kozuszka krwi

Wydajno$¢ przetwarzania probek

Laczny uzysk genomowego DNA z prébek krwi pelnej i kozuszka krwi zalezy od objetosci probki i liczby krwinek
bialych (WBC) na milimetr. W przypadku tych typow prébek mozna stosowac zakres objetosci probek wynoszacy
50-300 pl. Podczas opracowywania przetestowano probki krwi pelnej i kozuszka krwi pozyskanego z krwi pelnej
o zakresie od 4 x 10° do 10 x 10 WBC/ml i wykazano, ze zapewniaja one akceptowalng wydajno$¢. Prébki
niemieszczace si¢ w tym zakresie moga by¢ zgodne z substancjami chemicznymi do ekstrakeji, lecz powinny zostaé
poddane ocenie przez laboratorium w zakresie wydajnosci ekstrakeji i zgodnoéci z dalszymi oznaczeniami.

W przypadku prébek krwi pelnej mozna stosowaé zakres objetoéci elucji wynoszacy 50—-200 pl. W zwiazku z tym, ze
probki kozuszka krwi cechuja sie zazwyczaj wysokim uzyskiem genomowego DNA, zalecamy elucje z wykorzystaniem
200 pl, aby zapewni¢ jej najwyzsza skuteczno$é. W przypadku probek kozuszka krwi mozna stosowac objetoécei elucji
wynoszace 50—200 pl, lecz objetosci mniejsze niz 200 pl moga nie zapewnié optymalnych wynikéw.

Uwagi:

a. Zestaw ten przetestowano z wykorzystaniem probek krwi pelnej i kozuszka krwi przygotowanych na bazie
ludzkiej krwi pelnej pobranej do probéwek zawierajacych s6l EDTA, cytrynian lub heparyne. Wydajnos¢ tego
zestawu wraz z innymi probéwkami do pobierania krwi powinna zosta¢ poddana ocenie przez uzytkownika.

b. Zestaw ten przetestowano z wykorzystaniem probek krwi pelnej i kozuszka krwi przechowywanych
w nastepujacych warunkach: przechowywane w temperaturze 15—30°C przez maksymalnie 72 godziny,
przechowywane w temperaturze 2—10°C przez maksymalnie 7 dni lub przechowywane w temperaturze
—65°C lub nizszej przed rozpoczeciem oczyszcezania DNA. Inne warunki przechowywania prébek moga
zapewni¢ akceptowalng wydajnoéé, lecz powinny zostaé¢ poddane ocenie przez laboratorium. Zamrozone
proébki nalezy catkowicie rozmrozi¢ przed rozpoczeciem przetwarzania. Wszystkie probki krwi i kozuszka krwi
nalezy dokladnie wymieszaé przed uzyciem.

1. Miesza¢ wszystkie probki krwi i kozuszka krwi przez co najmniej 5 minut w temperaturze 15—30°C. Mozna tego
dokona¢, korzystajac z obrotowego mieszadla do probéwek lub wytrzasarki typu vortex.

2. Aby zapozna¢ sie z instrukcjami dotyczacymi przygotowania lizatu, nalezy przej$é do rozdziatu 5.D.

6 Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, Wl 53711-5399 USA - Tel. bezptatny w Stanach Zjednoczonych 800-356-9526 - 608-274-4330 - Faks 608-277-2516
TM677 - 3/22 WWWw.promega.com



5.B. Przygotowanie prébek aspiratu szpiku kostnego

Wydajno$¢ przetwarzania probek

Laczny uzysk genomowego DNA z probek aspiratu szpiku kostnego zalezy od lacznej liczby przetworzonych komoérek.
Podczas opracowywania przetestowano probki aspiratu szpiku kostnego o zakresie objetosci wynoszgcym 50—300 ul
i wykazano, Ze zapewniaja one akceptowalna wydajnos¢. Probki niemieszezace sie w tym zakresie moga by¢ zgodne

z substancjami chemicznymi do ekstrakeji, lecz powinny zostaé poddane ocenie przez laboratorium w zakresie
wydajnosci ekstrakeji i zgodnosci z dalszymi oznaczeniami.

W zwiazku z tym, ze prébki aspiratu szpiku kostnego cechujg sie zazwyczaj wysokim uzyskiem genomowego DNA,
zalecamy elucje z wykorzystaniem 200 pl, aby zapewni¢ jej najwyzsza skuteczno$é. W przypadku probek szpiku
kostnego mozna stosowac objetoéci elucji 50—200 pl, lecz objeto$ci mniejsze niz 200 pl moga nie zapewnic
optymalnych wynikéw.

Uwagi:

a. Zestaw ten przetestowano na probkach aspiratu szpiku kostnego pobranych do probéwek zawierajacych
s61 EDTA, cytrynian lub heparyne. Wydajno$é tego zestawu wraz z innymi probowkami do pobierania krwi
powinna zosta¢ poddana ocenie przez uzytkownika.

b. Zestaw ten przetestowano na probkach aspiratu szpiku kostnego przechowywanych w stanie zamrozonym
(przechowywanych w temperaturze —65°C lub nizszej) przed rozpoczeciem oczyszczania DNA. Inne warunki
przechowywania prébek moga zapewnié akceptowalna wydajnos$é, lecz powinny zosta¢ poddane ocenie przez
laboratorium. Zamrozone probki nalezy calkowicie rozmrozi¢ przed rozpoczeciem przetwarzania. Wszystkie
zaaspirowane probki szpiku kostnego nalezy dokladnie wymieszaé przed uzyciem.

1.  Mieszaé wszystkie probki aspiratu szpiku kostnego przez co najmniej 30 minut w temperaturze 15—-30°C za
pomoca obrotowego mieszadla do probowek lub wytrzasarki typu vortex.

2. Aby zapozna¢ sie z instrukcjami dotyczacymi przygotowania lizatu, nalezy przej$¢ do rozdziatu 5.D.
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5.C. Przygotowywanie probek osadu komérkowego

Wydajno$¢ przetwarzania probek

Osady komérkowe moga by¢ wytwarzane na bazie wielu typéw probek, z uwzglednieniem plynéw ustrojowych

(np. mocz lub plyn owodniowy), oczyszczonych komoérek (np. komoérki jednojadrzaste krwi obwodowej) lub
hodowlanych komorek. Procedura wirowania probki jest stosowana w celu wytworzenia osadu komérkowego.

Osad ten jest ponownie zawieszany w 300 ul wody wolnej od nukleaz. Laczny uzysk genomowego DNA z probek osadu
komorkowego zalezy od liczby komoérek wystepujacych w probee. Podczas opracowywania przetestowano osady
komorkowe z maksymalnie 5 x 10° komorek (patrz Tabela 2) i wykazano, ze zapewniaja one akceptowalng wydajnos$é.
Prébki niemieszczace sie w tym zakresie moga byé zgodne z substancjami chemicznymi do ekstrakeji, lecz powinny

Z

osta¢ poddane ocenie przez laboratorium w zakresie wydajno$ci ekstrakeji i zgodno$ci z dalszymi oznaczeniami.

Tabela 2. Ocena typow prébek osadu komorkowego.

Przetestowany
Typ probki zakres préobek Sugerowana objetos¢ elucji
Mocz 15-50 ml 50 ul
Plyn owodniowy 1-5ml 50 ul
fﬁ;nsggx;‘?;‘g%fga“e krwi 5 x 10°~5 x 106 komérek 50200 pl
Hodowlane komérki 5 x 1025 x 10° komérek 50-200 ul

W przypadku prébek osadu komdrkowego zastosowac zakres objetoéci elucji wynoszacy 50—200 pl. Podczas
przetwarzania probek, ktére wytwarzaja niewielka liczbe komoérek w osadzie komorkowym, zalecamy zastosowanie
objetosci elucji 50 ul. W przypadku probek zawierajacych wiecej komorek wieksza objetos¢ elucji moze skutkowac
wyzszymi uzyskami genomowego DNA. Laboratoria powinny potwierdzi¢, ze objeto$¢ elucji dla danego typu prébki
osadu komdrkowego zapewnia wystarczajacg czystoéc i stezenie w zakresie dalszego oznaczania.

Uwagi:

a. Zestaw ten przetestowano na probkach osadu komérkowego przetworzonych natychmiast po wytworzeniu
osadu komérkowego i przechowywanych w stanie zamrozonym (przechowywanych w temperaturze —65°C
lub nizszej) przed rozpoczeciem oczyszczania DNA. Inne warunki przechowywania probek moga zapewnié
akceptowalng wydajnos$é, lecz powinny zosta¢ poddane ocenie przez laboratorium. Zamrozone probki nalezy
calkowicie rozmrozié¢ przed rozpoczeciem przetwarzania.

b. Jesli zamrozenie probki jest wymagane, probki powinny by¢ przechowywane w stanie zamrozonym po
wytworzeniu osadu komérkowego. Pobieranie osadu komorkowego z prébki, ktéra zostala zamrozona
i odmrozona, moze skutkowacé utrata wydajnosci.

1.  Odwirowywaé probke o zadanej objetosci z szybkoscia wynoszaca co najmniej 2000 x g przez 20 minut, aby

8

wytworzy¢ osad komdrkowy.
a. W przypadku prébek moczu zmy¢ osad komérkowy poprzez odtworzenie zawiesiny 750 pl roztworu PBS 1X.
b. Odwirowaé probke z zawiesing PBS, aby uzyskaé osad komérkowy.
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2. Przela¢ lub zaaspirowa¢ plyn z osadzonych komorek. Ponownie zawiesi¢ osad w 300 pl wody wolnej od nukleaz.

3. Abyzapoznaé sie z instrukcjami dotyczacymi przygotowania lizatu, nalezy przej$é do rozdziatu 5.D.

5.D. Przygotowanie lizatow na podstawie probek krwi pelnej, kozuszka krwi, szpiku kostnego i osadu
komoérkowego

1.  Przygotowac i oznaczy¢ probowki do inkubacji, ktére zostana umieszczone w bloku grzejnym ustawionym na
temperature 56°C.

2. Dodaé 30 pl roztworu proteinazy K (PK) do kazdej probéwki do inkubacji.

3. Przelac probke o zadanej objetosci do kazdej probéwki do inkubacji. Wymieni¢ koncowki pipet po przeniesieniu
kazdej prébki w celu unikniecia zanieczyszczenia krzyzowego.
Uwaga: Przelanie skrzeptych lub thustych materialéw albo innych cial stalych do probéwki do inkubacji moze
skutkowaé niewystarczajaca liza probki. Przela¢ wylacznie plynna prébke do probéwki do inkubacji.

4.  Zatkna¢iwytrzasaé kazda probéwke z maksymalng szybko$cia przez 10 sekund na wytrzasarce typu vortex.

5.  Dolaé¢ 300 ul wzmacniacza litycznego (LE2) do kazdej probéwki do inkubacji. Zmienia¢ koncéwki pipet po
kazdym dozowaniu wzmacniacza litycznego (LE2), aby zapobiec zanieczyszczeniu krzyzowemu.
Uwaga: Przejs¢ do kroku 6 bez mieszania lub wytrzasania na wytrzasarce typu vortex.

6.  Dodaé 300 pul buforu lizujacego do kazdej probéwki do inkubacji. Zmieniaé konicéwki pipet po kazdym
dozowaniu buforu lizujacego, aby zapobiec zanieczyszczeniu krzyzowemu.

7.  Zatknac i wytrzasaé kazda probowke z maksymalng szybkoscig przez 10 sekund na wytrzasarce typu vortex.
Uwaga: Sprawdzié, czy wytrzasanie na wytrzasarce typu vortex pozwolilo na uzyskanie jednorodnego lizatu.

8.  Inkubowaé kazda probéwke w bloku grzejnym ustawionym na temperature 56°C przez 20 minut. Podczas
inkubacji przygotowac kartridze Maxwell® CSC Cartridge w sposéb opisany w rozdziale 5.G.

9.  Wytrzasaé kazda probéwke z maksymalng szybko$cia przez 10 sekund na wytrzasarce typu vortex.

10. Przenie$é kazda probke lizatu z probéwki do inkubacji do dotka nr 1 oddzielnego kartridza i odpowiednio
wymiesza¢ z roztworem wigzacym w dotku nr 1 poprzez aspiracje i 5—10 dozowan po przeniesieniu w celu
uzyskania jednorodnej mieszaniny (dotek nr 1 to najwiekszy dolek w kartridzu). Wymieni¢ konicowki pipet po
przeniesieniu kazdej probki w celu unikniecia zanieczyszezenia krzyzowego probki.

Uwaga: Nieuzyskanie jednorodnej mieszaniny lizatu prébki i roztworu wigzacego w dotku nr 1 kartridza moze
skutkowa¢ zmniejszonym uzyskiem i czystoscig w koncowym eluacie.
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5.E. Przygotowanie lizatéw z probek tkanek
Wydajno$¢ przetwarzania probek

Laczny uzysk genomowego DNA z probek tkanek zalezy od masy i typu przetwarzanych tkanek. W przypadku prébek
tkanek mozna stosowac zakres objetosci probek wynoszacy 5—50 mg. Podczas opracowywania probki tkanek serca,
trzustki, mézgu i gruczotu sutkowego oceniono jako przyklady i wykazano, ze zapewniajg one akceptowalng wydajnosc.
Wiecej typéw tkanek moze byé zgodnych z substancjami chemicznymi do ekstrakeji, lecz powinny one zosta¢ poddane
ocenie przez laboratorium w zakresie wydajnosci ekstrakeji i zgodnoéci z dalszymi oznaczeniami.

W przypadku prébek tkanek mozna stosowaé zakres objetosci elucji wynoszacy 50—200 pl. Objetosé bufora do elucji do
zastosowania zalezy od masy i typu przetwarzanych tkanek. Laboratoria powinny poddac ocenie objetosci elucji, ktore
zapewniaja akceptowalng wydajno$¢ w dalszych oznaczeniach w zakresie masy i typoéw przetwarzanych prébek.

Uwaga: Zestaw ten przetestowano na probkach tkanek przechowywanych w stanie zamrozonym (przechowywanych

w temperaturze —65°C lub nizszej) przed rozpoczeciem oczyszczania DNA. Inne warunki przechowywania probek moga
zapewnic¢ akceptowalng wydajnoé¢, lecz powinny zostaé¢ poddane ocenie przez laboratorium. Zamrozone probki nalezy
calkowicie rozmrozié¢ przed rozpoczeciem przetwarzania.

1.  Abypoddaé lizie probki tkanek, ustawi¢ temperature suchego bloku grzejnego, lazni wodnej lub mieszadta
termicznego na 56°C. Przygotowaé i oznaczyé probéwki do inkubacji, ktére zostang umieszcezone w okreslonym
urzadzeniu do ogrzewania.

2. Przenie$¢ 5—50 mg tkanki do kazdej probowki. Pociecie tkanki na mniejsze fragmenty moze skrocié czas lizy.
Odwirowywac¢ probéwke z najwyzsza szybkoScia przez 15 sekund, aby pobraé kawalki tkanki z dna probéwki.

3. Dodac 300 ul wody wolnej od nukleaz (Cat.# MC1191 lub odpowiednik) do kazdej probéwki do inkubacji.

4. Doda¢ 30 pl roztworu proteinazy K (PK) do kazdej probéwki do inkubacji. Zmieniaé koncéwki pipet po kazdym
dozowaniu roztworu proteinazy (PK), aby zapobiec zanieczyszczeniu krzyzowemu.

5. Zatknaciwytrzasa¢ kazda proboéwke z maksymalng szybko$cia przez 10 sekund na wytrzasarce typu vortex.

6.  Dodaé 300 ul wzmacniacza litycznego (LE2) do kazdej probowki do inkubacji. Zmienia¢ koncowki pipet po
kazdym dozowaniu wzmacniacza litycznego (LE2), aby zapobiec zanieczyszczeniu krzyzowemu.

7.  Zatknac i wytrzasaé kazda probowke z maksymalng szybko$cig przez 10 sekund na wytrzasarce typu vortex.

8.  Inkubowaé kazda probéwke w temperaturze 56°C za pomocg jednej z ponizszych opcji:
a. Korzystajac z mieszadla termicznego, miesza¢ z wysoka szybkoécia (np. 1500 obr./min) przez maksymalnie
2 godziny.
b. Korzystajac z suchego bloku grzejnego lub lazni wodnej, stosowaé bez potrzasania przez co najmniej
16 godzin.
9.  Wiytrzasaé kazdg probéwke z maksymalng szybko$cig przez 10 sekund na wytrzasarce typu vortex.

10. Odwirowywacé kazda probéwke w mikrowiréwce z maksymalng szybkoScig przez 5 minut, aby uzyskaé osad
7 nieprzetworzonego materiahu.
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11.  Przenie$é caly supernatant z kazdej probowki do inkubacji do nowej probéwki. Unikaé przenoszenia osadzonego
materiatu. Jesli po odwirowaniu na gorze probki znajduje sie widoczna tlusta warstwa, nie nalezy przenosié tej
warstwy do nowej probowki.

12.  Doda¢ 300 pl buforu lizujacego do kazdej probéwki. Zmieniaé¢ koncéwki pipet po kazdym dozowaniu buforu
lizujacego, aby zapobiec zanieczyszczeniu krzyzowemu.

13. Zatknaé i wytrzasa¢ kazda probéwke z maksymalng szybko$cig przez 10 sekund na wytrzasarce typu vortex.
14. Przygotowaé kartridze zgodnie z instrukcjami przedstawionymi w rozdziale 5.G.

15. Przeniesé probke lizatu tkanek z kazdej probéwki do dotka nr 1 oddzielnego kartridza i odpowiednio wymiesza¢
z roztworem wiazacym w dotku nr 1 poprzez aspiracje i 10 dozowan po przeniesieniu w celu uzyskania
jednorodnej mieszaniny (dolek nr 1 to najwiekszy dolek w kartridzu). Wymienié konieéwki pipet po przeniesieniu
kazdej probki w celu unikniecia zanieczyszezenia krzyzowego probki.

Uwagi:

a. Przeniesienie osadu tkanek lub tlustej warstwy z probowki do inkubacji do nowej probéwki moze skutkowaé
niskim poziomem uzysku lub czystosci.

b. Nieuzyskanie jednorodnej mieszaniny lizatu prébki i roztworu wigzacego w dotku nr 1 kartridza moze
skutkowaé zmniejszonym uzyskiem i czystoScia w konicowym eluacie.

5.F. Przygotowanie lizatow z prébek wymazéw policzkowych

Wydajno$¢ przetwarzania prébek

Laczny uzysk genomowego DNA z prébek wymazow policzkowych zalezy od skuteczno$ci przenoszenia komorek
policzkowych na patyczek. Podczas opracowywania przetestowano 1 i 2 wymazy policzkowe i wykazano, ze zapewniaja
one akceptowalna wydajno$é. W przypadku prébek wymazéw policzkowych mozna stosowac zakres objetosci elucji
wynoszacy 50—200 pl. Laboratoria powinny wybrac objeto$¢ elucji dla probek wymazow policzkowych, ktéra zapewnia
wystarczajaca czysto$é i stezenie w zakresie dalszego oznaczania.

Uwaga: Zestaw ten przetestowano na suchych prébkach wymazéw policzkowych przechowywanych w temperaturze
15-30°C przed rozpoczeciem oczyszczania DNA. Inne warunki przechowywania probek moga zapewnié¢ akceptowalna
wydajnosé, lecz powinny zostaé¢ poddane ocenie przez laboratorium.

1. Przygotowa¢ i oznaczyé probéwki do inkubacji o pojemnosei 1,5-2,0 ml, ktére zostana umieszczone w bloku
grzejnym ustawionym na temperature 56°C.

2. Opcjonalnie: Umiesci¢ kolumne czyszczacg (Cat.# Z3871) w kazdej probowee do inkubacji.

3. Umiescié¢ 1-2 glowki patyczka w kazdej probéwee do inkubacji lub kolumnie czyszczacej znajdujacej sie w kazdej
probéwece do inkubacji. Odlaczy¢ patyczek od gléwek z wymazami policzkowymi, odcinajac lub odtamujac go nad
glowka z wymazem, aby umozliwi¢ zalozenie zatyczki na probowke lub kolumne czyszczaca zawierajaca gtowke
Z wymazem.
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5.F. Przygotowanie lizatéw z probek wymazow policzkowych (ciag dalszy)

4. W oddzielnej probéwce polaczyé¢ 300 pl wzmacniacza litycznego (LE2) z 30 pl roztworu proteinazy K (PK) dla
kazdej prébki i jednej dodatkowej probki. Patrz tabela ponizej. Na przyklad, aby przetworzyé 16 probowek,
utworzy¢ mieszaning Master Mix w zakresie 17 reakeji, laczac 300 pl x 17 = 5100 pl wzmacniacza
litycznego (LE2) i 30 pl x 17 = 510 pl roztworu proteinazy K.

Reakcje
Odczynnik Ilo$¢ na reakcje (Numer prébki + 1) Lacznie
Wzmacniacz lityczny (LE2) 300 ul n+1 300 x (n+ 1)l
Roztwor proteinazy K (PK) 30ul n+1 30xMm+1)u

5. Wymiesza¢ wzmacniacz lityczny (LE2)/proteinaze K (PK) poprzez odwrdcenie probowki co najmniej 10 razy.

6.  Dodaé 330 pl wzmacniacza litycznego (LE2)/proteinazy K (PK) do kazdej prébki i zamknaé probéwke.
Zmienia¢ koncowki pipet po kazdym dozowaniu wzmacniacza litycznego (LE2)/proteinazy (PK), aby zapobiec
zanieczyszczeniu krzyzowemu.

7.  Inkubowaé kazda probéwke w temperaturze 56°C przez 20 minut. Podczas inkubacji przygotowaé kartridze
w spos6b opisany w rozdziale 5.G.
8.  Uzyéjednego z ponizszych sposobéw na usuniecie gléwek z wymazami z probowki:
a. JeSli uzywana jest kolumna czyszczaca, umiesci¢ probéwke w mikrowiréwee i wirowac ja z maksymalna
szybko$cia przez 2 minuty. Wyja¢ probowke z mikrowiréwki. Otworzy¢ probowke, a nastepnie wyjac
i zutylizowaé kolumne czyszczaca zawierajacg glowki z wymazami.
b. Jesli kolumna czyszczaca nie jest uzywana, uzy¢ pesety, aby wyjaé gléwki z wymazami z probéwki, ostroznie
Sciskajac pozostaloci lizatu z gtéwek z wymazami. Zutylizowaé gléwki z wymazami. Czyscié pesete
i zmieniaé rekawiczki pomiedzy usuwaniem poszczegélnych gléwek z wymazami, aby nie dopusci¢ do
zanieczyszczenia krzyzowego.

9.  Doda¢ 300 pl buforu lizujacego do dotka nr 1 kazdego kartridza przeznaczonego do uzycia (dolek nr 1 to
najwiekszy dolek w kasecie).

10. Przenie$é kazda probke lizatu z probowki do inkubacji do dotka nr 1 oddzielnego kartridza i odpowiednio
wymiesza¢ z buforem lizujacym w dotku nr 1 poprzez aspiracje i 5—10 dozowan po przeniesieniu w celu
uzyskania jednorodnej mieszaniny (dotek nr 1 to najwiekszy dolek w kartridzu). Wymieni¢ konicowki pipet po
przeniesieniu kazdej probki w celu unikniecia zanieczyszczenia krzyzowego probki.

Uwaga: Nieuzyskanie jednorodnej mieszaniny lizatu prébki, buforu lizujacego i roztworu wiazacego w dotku
nr 1 kartridza moze skutkowaé zmniejszonym uzyskiem i czysto$cia w konicowym eluacie.
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5.G. Przygotowanie kartridza Maxwell® CSC Genomic DNA Cartridge

1. Przed rozpoczeciem pracy z kartridzami, tloczkami CSC/RSC Plunger i probéwkami do elucji (0,5 ml) nalezy
zmieni¢ rekawiczki. Kartridze sa ustawiane na stojakach na kartridze na zewnatrz urzadzenia, a nastepnie
stojaki na kartridze zawierajace kartridze i probki przenoszone do urzadzenia w celu rozpoczecia oczyszczania.
Umie$ci¢ kazdy kartridz na stojaku na kartridze tak, aby dolek nr 1 (najwiekszy dotek w kartridzu) znajdowat sie
jak najdalej od probéwek do elucji (Rysunek 2). Nacisnaé kartridz, aby zatrzasnat sie w odpowiednim polozeniu.
Upewni¢ sie, ze oba konce kartridza znajdujg sie w calo$ci na stojaku na kartridze. Ostroznie zdjaé zamkniecie
tak, aby usunaé cale zamkniecie z gornej czesci kartridza. Upewni¢ sie, ze cala tasma uszczelniajaca i pozostalosci
kleju zostaly usuniete z kartridza.

Przestroga: Z kartridzami nalezy sie obchodzié ostroznie. Krawedzie zamkniecia kartridza moga by¢ ostre.

2. Dodaé 15 pl roztworu RNazy A do dotka nr 3 kartridza Maxwell® CSC Cartridge (CSCQ).

3. Umiesci¢ jeden ttoczek w dotku nr 8 kazdego kartridza.

4. Umiesci¢ pusta probéwke do elucji w polozeniu probéwki do elucji dla kazdego kartridza na stojakach
na kartridze.

Uwaga: Nalezy uzywac wylacznie probowek do elucji dostarczonych w zestawie Maxwell® CSC Genomic DNA
Kit. Inne prob6éwki do elucji mogg nie by¢ zgodne z urzadzeniami Maxwell® CSC Instrument, co moze wplynaé
na wynik oczyszczania DNA.

5. Nadnie kazdej probowki do elucji umiescié¢ 50—200 pl buforu do elucji.
Uwaga: Nalezy uzywac wyltacznie buforu do elucji dostarczonego w zestawie Maxwell® CSC Genomic DNA Kit.
Stosowanie innych buforéw do elucji moze wplynaé na wynik oczyszczania DNA.

6.  Przej$¢ do rozdzialu 6 — Przebieg pracy urzadzenia Maxwell® Instrument.
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5.G. Przygotowanie kartridza Maxwell® CSC Genomic DNA Cartridge (ciag dalszy)
Uwagi dotyczace przygotowania kartridzy Maxwell® CSC Genomic DNA Cartridge:

Wyecieki prébki 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 Uzytkownik dodaje do dotkow
2 1. Prébka poddana lizie
3 3. 15 pl roztworu RNazy A
5 8. Tloczek CSC/RSC Plunger

1339TA

Rysunek 1. Kartridz Maxwell® CSC Cartridge. Probka poddana lizie jest dodawana do dotka nr 1, 15 pl roztworu
RNazy A jest dodawane do dotka nr 3, a tloczek jest wprowadzany do dotka nr 8.

Rysunek 2. Ustawianie i konfiguracja stojakéw na kartridze. Bufor do elucji jest dodawany do probéwek do
elucji we wskazany sposéb. Przedstawiony stojak na kartridze pochodzi z urzadzenia Maxwell® CSC Instrument

(Cat.# AS6000).
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6. Przebieg pracy urzadzenia Maxwell® Instrument

Wiecej informacji znajduje sie w instrukeji technicznej okre$lonego urzadzenia Maxwell® CSC Instrument. Patrz
Tabela 1.

1.  Wlaczy¢ urzadzenie Maxwell® Instrument i tablet. Zalogowaé sie 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. Dotknaé opcji Start na ekranie gtéwnym.

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

Uwaga: Kod kreskowy metody zestawu Maxwell® CSC Genomic DNA Kit jest wymagany do przeprowadzenia
oczyszczania DNA przy uzyciu urzadzen Maxwell® CSC Instrument. Etykieta zestawu zawiera dwa kody
kreskowe. Kod kreskowy metody pokazano na Rysunku 3. Jezeli nie mozna zeskanowa¢ kodu kreskowego, nalezy
skontaktowa¢ sie z dzialem Promega Technical Services.

[ 1]

Rysunek 3. Etykieta zestawu z kodem kreskowym do zeskanowania. Kod kreskowy do zeskanowania, stuzacy
do uruchomienia cyklu oczyszczania, znajduje sie w czerwonej ramce, w prawym gérnym rogu etykiety zestawu.

4.  Na ekranie ,Konfiguracja kasety” sprawdzié, czy metoda Maxwell® CSC Genomic DNA jest wyswietlana na
gorze ekranu. Dotkna¢ pozycji kartridza, aby zaznaczyé lub odznaczy¢ wszelkie polozenia, ktére majg zostaé
uzyte w ramach przebiegu ekstrakeji. Wprowadzi¢ wymagane dane identyfikacyjne prébek i nacisna¢ przycisk
Rozpocznij, aby kontynuowaé.

Uwaga: Podczas uzytkowania urzadzenia Maxwell® CSC 48 Instrument nacisnaé przycisk Przod lub Tyl, aby
wybraé lub cofngé wybor pozycji kartridza w przypadku odpowiedniego stojaka na kartridze.
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Przebieg pracy urzadzenia Maxwell® Instrument (ciag dalszy)

5. Po otwarciu drzwi potwierdzi¢, czy wykonano wszystkie czynnosci z listy kontrolnej ekstrakeji. Sprawdzié, czy
probki zostaly dodane do dotka nr 1 kartridzy, czy kartridze zostaly zaladowane do urzadzenia, czy otwarte
probéwki do elucji zawierajace bufor do elucji s3 obecne oraz czy tloczki zostaly umieszczone w dotku nr 8.
Przenie$¢ stojak na kartridze zawierajaca przygotowane kartridze na platforme urzadzenia Maxwell® Instrument.

Wkladanie stojaka na kartridze Maxwell®: Stojak na kartridze nalezy trzymaé za brzegi, aby unikna¢
wypadniecia kartridzy. Upewnic sig, ze stojak na kartridze zostal umieszczony w urzadzeniu Maxwell®
Instrument w taki sposob, ze probéwki do elucji znajduja sie mozliwie jak najblizej drzwi. Przestawié tyt stojaka
na kartridze w dot i ustawié ja na urzadzeniu tak, aby jej tyl byl oparty o tylna czes¢ platformy urzadzenia.
Docisnaé przednig cze$é stojaka na kartridze, aby osadzi¢ go na platformie urzadzenia. W przypadku trudnosci

z ustawieniem stojaka na kartridze na platformie sprawdzié, czy stojak na kartridze jest ulozony 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 okreslié, czy powinny
zostaé umieszczone z przodu, czy z tylu urzadzenia.

6.  Nacisnac¢ przycisk Start, aby rozpocza¢ przebieg ekstrakeji. Platforma zostanie wsunieta, a drzwi
zostana zamkniete.

Ostrzeienie: Niebezpieczenstwo zmiazdzenia.

Uwaga: W przypadku korzystania z urzadzenia Maxwell® Instrument z 48 pozycjami i wlaczenia systemu
wizualizacji skanowanie stojakéw na kartridze rozpocznie si¢ po wsunieciu platformy. Wszelkie bledy

w konfiguracji stojakéw na kartridze (np. ttoczki nieznajdujace sie w dotku nr 8, brak otwartych probéwek do
elucji) spowoduje, ze oprogramowanie powrdci do ekranu ,Konfiguracja kasety”, a problematyczne pozycje
zostana oznaczone wykrzyknikiem w czerwonym okregu. Dotknaé wykrzyknika, aby uzyskaé opis bledu

i rozwiazaé problemy zwigzane z bledami. Ponownie dotknaé przycisku Start, aby powtdrzyé skanowanie
stojakow na kartridze i rozpoczaé przebieg ekstrakeji.

7.  Urzadzenie Maxwell® Instrument natychmiast rozpocznie cykl oczyszczania. Na ekranie beda wyswietlone
wykonywane czynno$ci oraz przyblizony czas pozostaly do zakonczenia przebiegu.

Uwagi:

a.  Dotkniecie przycisku Przerwij spowoduje przerwanie przebiegu. Wszystkie probki z przerwanego
przebiegu zostang utracone.

b.  Jesli przebieg zostanie przerwany przed ukonczeniem, moze wy$wietli¢ sie monit z prosba o sprawdzenie,
czy tloczki sa nadal zaladowane na shupku tloczkéw. Jesli ttoczki znajduja sie na stupku ttoczkéw, nalezy
przeprowadzi¢ procedure Czyszezenie po wySwietleniu monitu. Jesli tloczki nie znajduja sie na stupku
tloczkéw, mozna pominaé procedure Czyszezenie po wySwietleniu monitu. Prébki zostang utracone.

8.  Po zakonczeniu przebiegu w interfejsie uzytkownika zostanie wyswietlony komunikat informujacy
o zakonczeniu metody.
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9.  Po zakonczeniu metody postepowac zgodnie z instrukcjami wyswietlanymi na ekranie, aby otworzyé drzwi.
Sprawdzié, czy toczki znajduja sie w dotku nr 8 kartridza po zakonczeniu cyklu. Jeéli ttoczki nie zostang usuniete
ze shupka tloczkéw, nalezy postepowac zgodnie z wytycznymi przedstawionymi w instrukeji obstugi okreslonego
urzadzenia Maxwell® Instrument (patrz Tabela 1), aby przeprowadzi¢ procedure Czyszczenie i podjaé probe
rozladunku tloczkéw.

10. Wyjaé stojaki na kartridze z urzadzenia natychmiast po zakofczeniu cyklu, aby zapobiec odparowaniu eluatow.
Wyjaé probowki do elucji zawierajace DNA i zatka¢ probéwki.
Uwaga: Po zakonczeniu procedury automatycznego oczyszczania stojaki na kartridze beda nagrzane. Podczas
zdejmowania stojaka na kartridze z platformy urzadzenia nalezy chwycié ja za krawedzie.

Przed uruchomieniem protokolu odkazania przy uzyciu promieniowania ultrafioletowego upewnic sie, ze probki
zostaly usuniete z urzadzenia w celu zapobiezenia uszkodzeniu oczyszczonego kwasu nukleinowego.

A@ 11.  Wyjaé kartridze i tloczki ze stojako na kartridze Maxwell®. Zutylizowa¢ je jako odpady niebezpieczne zgodnie
z procedurami obowiazujacymi w instytucji. Nie wolno ponownie uzywaé kartridzy Maxwell® CSC Cartridge,
ttoczkéw CSC/RSC Plunger ani prob6éwek do elucji.

7.  CzynnoSci po zakonczeniu oczyszczania

Ustali¢, czy uzysk i czystoéé probki oczyszczonego DNA spelniaja wymogi wej$ciowe dla odpowiedniego dalszego
oznaczenia na potrzeby diagnostyki przed ich wykorzystaniem w tym oznaczeniu.

8. Ocena wydajnosci analitycznej

Ocena wydajnoéci analitycznej zostala przeprowadzona z wykorzystaniem probek ludzkich, zestawu Maxwell® CSC
Genomic DNA Kit i urzadzen Maxwell® CSC Instrument.

8.A. Uzysk DNA

Uzysk DNA oceniono za pomocg DNA oczyszczonego przy uzyciu zestawu Maxwell® CSC Genomic DNA Kit na §wiezych
i zamrozonych prébkach krwi pelnej pobranych do probéwek z sola EDTA; zamrozonych prébkach krwi pelnej
pobranych do probéwek z cytrynianem i heparyna; $wiezych i zamrozonych prébkach kozuszka krwi uzyskanych

z rwi pelnej i pobranych do probéwek z sola EDTA; zamrozonych prébkach kozuszka krwi uzyskanych z krwi pelnej

i pobranych do probowek z cytrynianem i heparyna; jednym i dwdch wymazach policzkowych wstepnie przetworzonych
za pomoca kolumny czyszczacej; probkach tkanek serca, trzustki i mézgu; prébkach komérek hodowli tkankowej

i zamrozonych zaaspirowanych prébkach szpiku kostnego pobranych do probéwek z sola EDTA, cytrynianem i heparyna.

Wykresy i tabela w tym rozdziale odzwierciedlajg uzysk absorbancji kazdej repliki, ktéra zostala oczyszczona dla danego
typu probki. Po lewej stronie kazda kropka na wykresach odzwierciedla pojedynczy pomiar, a Srednia z odchyleniem
standardowym jest przedstawiona po prawej stronie. Kazdy zestaw danych zawiera lacznie 12 replik, cztery repliki
oczyszczone za pomocg urzadzenia Maxwell® CSC Instrument i osiem replik oczyszezonych przy uzyciu urzadzenia
Maxwell® CSC 48 Instrument.

Tabele ponizej podpisoéw do rysunkow zawieraja opis informacji o probkach dla kazdego zestawu probek
przedstawionego na powigzanych wykresach.
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8.A. Uzysk DNA (ciag dalszy)
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Rysunek 4. Uzysk DNA z prébek krwi pelnej. W przypadku 300 ul $wiezych i zamrozonych prébek krwi pelnej,
ktére pobrano do probéwek z sola EDTA, i zamrozonych prébek krwi pelnej, ktére pobrano do probéwek z cytrynianem
i heparyng, $redni uzysk DNA miescil sie w zakresie 4,5—5,7 pg/WBC.

Zestaw Wartos¢ Objetosé
prébek Antykoagulant Przechowywanie wejSciowa (ul) elucji (ul)
1 S61 EDTA Zamrozone 300 50
2 S6l EDTA Zamrozone 300 200
3 S6l EDTA Swieze 300 50
4 S61 EDTA Swieze 300 200
5 Cytrynian Zamrozone 300 50
6 Cytrynian Zamrozone 300 200
7 Heparyna Zamrozone 300 50
8 Heparyna Zamrozone 300 200
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Rysunek 5. Uzysk DNA z prébek kozuszka krwi. W przypadku objetosci wejciowej probek 300 pl i objetosci
elucji 200 ul w zakresie $wiezych i zamrozonych prébek kozuszka krwi, uzyskanych z krwi pelnej i pobranych do
probowek z solg EDTA, oraz zamrozonych probek kozuszka krwi, uzyskanych z krwi pelnej i pobranych do probéwek
z cytrynianem i heparyna, $rednie stezenia DNA mieScily sie w zakresie wynoszacym 469,3—858,2 ng/ul.

Zestaw Wartosé Objetosé
prébek Antykoagulant Przechowywanie  wejSciowa (pl) elucji (pl)
1 S6l EDTA Zamrozone 300 200
2 S61 EDTA Swieze 300 200
3 Cytrynian Zamrozone 300 200
4 Heparyna Zamrozone 300 200
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8.A. Uzysk DNA (ciag dalszy)
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Rysunek 6. Uzysk DNA z probek wymazéw policzkowych. W przypadku jednego i dwoch wejsciowych wymazow
policzkowych, ktére wstepnie przetworzono za pomoca kolumny czyszczacej, Srednie stezenia DNA mieScily sie

w zakresie wynoszacym 273,2—463,5 ng/ul. Zestaw préobek 1 odnosi sie do jednego wymazu, a zestaw probek 2 odnosi
sie do dwoch wymazéw. W przypadku wszystkich probek zastosowano objetosé elucji wynoszaca 50 pl.
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Rysunek 7. Uzysk DNA z prébek tkanek. W przypadku tkanek serca, trzustki i mézgu o objetosci 50 mg przy elucji
0 objetosci 200 ul $rednie stezenia DNA mieScily sie w zakresie 91,2—926,0 ng/ul. Zestaw probek 1 odnosi sie do
tkanek serca, zestaw probek 2 odnosi sie do tkanek trzustki, a zestaw probek 3 odnosi sie do tkanek mézgu.
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8.A. Uzysk DNA (ciag dalszy)

Komérki

W przypadku 5 x 10° komérek hodowli tkankowej HEK293 przy elucji o objetosci 200 ul Srednie stezenie DNA
wynosito 550,2 ng/pl.

Wejsciowa liczba
Typ komérek komérek Objetosé elucji Stezenie (ng/pl)

Komoérki hodowli 5x 10° 200 ul 523,4
tkankowej HEK293 526,8
536,1

650,1

481,6

522,9

530,4

618,9

546,5

550,1

569,9

545,4

Srednia 550,2
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Rysunek 8. Uzysk DNA z probek szpiku kostnego. W przypadku 300 pl zaaspirowanych prébek szpiku kostnego,
pobranych do probdwek z sola EDTA, cytrynianem i heparyna, i objetosci elucji 200 pl §rednie stezenia DNA mieScily
sie w zakresie 146,3—207,8 ng/pl. Zestaw probek 1 odnosi sie do zaaspirowanych prébek pobranych do probowek

z sola EDTA, zestaw probek 2 odnosi sie do zaaspirowanych prébek pobranych do probéwek z cytrynianem, a zestaw
probek 3 odnosi sie do zaaspirowanych prébek pobranych do probéwek z heparyna.

8.B. Jakos¢ DNA (czystos$é)

WartoSci czystoSci DNA oceniono za pomocg DNA oczyszczonego przy uzyciu zestawu Maxwell® CSC Genomic DNA
Kit na $wiezych i zamrozonych prébkach krwi pelnej pobranych do probéwek z sola EDTA; zamrozonych prébkach
krwi pelnej pobranych do probéwek z cytrynianem i heparyna; $wiezych i zamrozonych prébkach kozuszka krwi
uzyskanych z krwi pelnej i pobranych do probéwek z sola EDTA; zamrozonych probkach kozuszka krwi uzyskanych z
krwi pelnej i pobranych do probéwek z cytrynianem i heparyna; jednym i dwéch wymazach policzkowych wstepnie
przetworzonych za pomoca kolumny czyszczacej; probkach tkanek serca, trzustki i mézgu; probkach komérek hodowli
tkankowej i zamrozonych zaaspirowanych prébkach szpiku kostnego pobranych do probéwek z sola EDTA,
cytrynianem i heparyna.

Wykresy i tabela w tym rozdziale przedstawiajg wspdlczynniki czystosci A, /A, and A, /A, absorbancji kazdej
repliki, ktéra zostala oczyszczona dla danego typu prébki. Po lewej stronie kazda kropka na wykresach odzwierciedla
pojedynczy pomiar, a Srednia z odchyleniem standardowym jest przedstawiona po prawej stronie. Kazdy zestaw danych
zawiera lgcznie 12 replik, cztery repliki oczyszezone za pomoca urzadzenia Maxwell® CSC Instrument i osiem replik
oczyszczonych przy uzyciu urzadzenia Maxwell® CSC 48 Instrument.

Tabele ponizej podpisow do rysunkow zawieraja opis informacji o probkach dla kazdego zestawu probek
przedstawionego na powigzanych wykresach.
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8.B. Jako$é DNA (czystosé; ciag dalszy)
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Rysunek 9. Jako$¢ DNA z probek krwi pelnej. W przypadku 300 pl $wiezych i zamrozonych probek krwi pelnej,
pobranych do probéwek z sola EDTA, i zamrozonych prébek krwi pelnej, pobranych do probéwek z cytrynianem
i heparyna, $rednie wspélezynniki A, /A, miescily sie w zakresie wynoszacym 1,8—-1,9 (Panel A), a Srednie

wspolezynniki A, /A, miescily sie w zakresie wynoszacym 1,9-2,2 (Panel B).
Wartos¢ Objetosé
Zestaw prébek  Antykoagulant Przechowywanie wejéciowa (ul) elucji (ul)
1 S6l EDTA Zamrozone 300 50
2 S61 EDTA Zamrozone 300 200
3 S0l EDTA Swieze 300 50
4 S6l EDTA Swieze 300 200
5 Cytrynian Zamrozone 300 50
6 Cytrynian Zamrozone 300 200
7 Heparyna Zamrozone 300 50
8 Heparyna Zamrozone 300 200
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Rysunek 10. Jakos$¢ DNA z probek kozuszka krwi. W przypadku objetosci wejSciowej prébek 300 pl i objetosci
elucji 200 ul w zakresie $wiezych i zamrozonych prébek kozuszka krwi, wytworzonych na bazie krwi pelnej i pobranych
do probowek z solg EDTA, i zamrozonych prébek kozuszka krwi, wytworzonych na bazie krwi pelnej i pobranych do
probéwek z cytrynianem i heparyna, §rednie wspélezynniki A, /A, wynosily okolo 1,9 (Panel A), a §rednie
wspolczynniki A, /A, . mieScily si¢ w zakresie wynoszacym 1,8-2,3 (Panel B).

Wartosé Objetosé
Zestaw prébek Antykoagulant Przechowywanie = wej$ciowa (ul) elucji (pl)
1 Sol EDTA Zamrozone 300 200
2 S6l EDTA Swieze 300 200
3 Cytrynian Zamrozone 300 200
4 Heparyna Zamrozone 300 200
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8.B. Jako$é DNA (czystosé; ciag dalszy)
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Rysunek 11. Jako$¢é DNA z probek wymazoéw policzkowych. W przypadku jednego i dwdch wejéciowych
wymazéw policzkowych, wstepnie przetworzonych za pomocg kolumny czyszczacej, i objetoscei elucji 50 pl, $rednie
wsp6lczynniki A, /A, mieScily si¢ w zakresie 1,8—1,9. Na wykresie zestaw probek 1 odnosi si¢ do jednego wymazu,
a zestaw probek 2 odnosi si¢ do dwéoch wymazéw.
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Rysunek 12. Jako$¢ DNA z prébek tkanek. W przypadku 50 mg prébek tkanek serca, trzustki i mézgu oraz

objetosci elucji 200 pl érednie wspotezynniki A, /A,

miescily sie w zakresie wynoszacym 1,7-1,9 (Panel A),

a $rednie wspotezynniki A, /A, miescily si¢ w zakresie wynoszacym 1,5-2,3 (Panel B). Na wykresie zestaw
probek 1 odnosi sie do tkanek serca, zestaw probek 2 odnosi sie do tkanek trzustki, a zestaw prébek 3 odnosi sie

do tkanek mézgu.
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8.B. Jako$é DNA (czystosé; ciag dalszy)

Komérki

W przypadku 5 x 10° komérek hodowli tkankowej HEK293 i objetosci elucji 200 ul Sredni wspétezynnik A, /A,
wynosit 1,9, a Sredni wspélezynnik A, /A,, wynosit 2,3.

Wejsciowa
Typ komérek liczba komérek Objetos¢ elucji A, /A A, /A,
Komoérki hodowli 5x10° 200 pl 1,9 2,3
tkankowej HEK293 1,9 23
1,9 2,3
1,9 2,2
1,9 2,3
1,9 2,3
1,9 2,3
1,9 2,2
1,9 2,3
1,9 2,3
1,9 2,3
1,9 2,3
Srednia 1,9 2,3
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Rysunek 13. Jako$¢ DNA z proébek szpiku kostnego. W przypadku 300 pl zaaspirowanych prébek szpiku
kostnego, pobranych do probéwek z sola EDTA, cytrynianem i heparyna, i objetosci elucji 200 pl §rednie wspotezynniki
A, /A, miescily sie w zakresie 1,8—1,9 (Panel A), a §rednie wspélczynniki A, /A,, miescily sig w zakresie 2,2-2,3
(Panel B). Na wykresie zestaw probek 1 odnosi sie do zaaspirowanych prébek pobranych do probéwek z sola EDTA,
zestaw probek 2 odnosi sie¢ do zaaspirowanych prébek pobranych do probéwek z cytrynianem, a zestaw probek 3
odnosi sie do zaaspirowanych prébek pobranych do probéwek z heparyna.
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8.C. Odtwarzalno$é

Aby oceni¢ doktadno$¢ w zakresie oczyszczania DNA w ramach kazdego przebiegu ekstrakeji, DNA zostalo oczyszczone
z o$miu replik o objetosci 300 pl z pojedynczej probki ludzkiej krwi pelnej w ramach trzech przebiegéw w urzadzeniu 1
i czterech replik o objeto$ci 300 pl z pojedynczej probki ludzkiej krwi pelnej w ramach trzech przebiegéw w urzadzeniu
2. Uzysk DNA zostat okrelony ilo§ciowo poprzez absorbancje i wspélezynnik zmiennoéci (warto$é CV w procentach),
a nastepnie obliczony dla kazdego z trzech przebiegéw w danym urzadzeniu. Uzysk DNA z wykorzystaniem zestawu
Maxwell® CSC Genomic DNA Kit byl odtwarzalny w ramach kazdego przebiegu przy wartoSci procentowej CV

w obrebie przebiegu wynoszacej 6—9% dla urzadzenia 1 i warto$ci procentowej CV w obrebie przebiegu wynoszacej
5-12% dla urzadzenia 2.

Aby okredli¢ dokladno$¢ w zakresie oczyszczania DNA pomiedzy przebiegami ekstrakeji, DNA zostalo oczyszczone

z o$miu replik o objetosci 300 pl z pojedynczej probki ludzkiej krwi pelnej w ramach trzech przebiegéw w urzadzeniu 1
i czterech replik o objeto$ci 300 pl z pojedynczej probki ludzkiej krwi pelnej w ramach trzech przebiegéw

w urzadzeniu 2. Uzysk DNA zostat okreslony ilo§ciowo poprzez absorbancje i wspélezynnik zmiennoéci (wartosé CV

w procentach),a nastepnie obliczony dla kazdej z wszystkich probek z trzech przebiegéw w danym urzadzeniu. Uzysk
DNA z wykorzystaniem zestawu Maxwell® CSC Genomic DNA Kit byl odtwarzalny w zakresie przebiegéw przy wartosci
procentowej CV miedzy przebiegami wynoszacej 7% dla urzadzenia 1 i wartosci procentowej CV miedzy przebiegami
wynoszacej 8% dla urzadzenia 2.

Warto$é procentowa CV ' Warto$¢ procentowa CV

Urzadzenie Liczba przebiegéw w obrebie przebiegu miedzy przebiegami
1 1(m=28) 9% 7%

2(n=38) 7%

3(n=38) 6%
2 1(n=4) 12% 8%

2(m=4) 7%

3(n=4) 5%
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8.D. Zdolnos¢ do amplifikacji

Zgodno$¢ z dalszg amplifikacja oceniono za pomoca DNA oczyszczonego przy uzyciu zestawu Maxwell® CSC Genomic
DNA Kit na §wiezych i zamrozonych prébkach krwi pelnej pobranych do probéwek z sola EDTA, zamrozonych
probkach krwi pelnej pobranych do probéwek z cytrynianem i heparyna, §wiezych i zamrozonych prébkach kozuszka
krwi uzyskanych z krwi pelnej i pobranych do probéwek z sola EDTA, zamrozonych prébkach kozuszka krwi
uzyskanych z krwi pelnej i pobranych do probéwek z cytrynianem i heparyna, 1 i 2 wymazach policzkowych z i bez
wstepnego przetwarzania za pomoca kolumny czyszczacej, probkach tkanek serca, trzustki i mézgu, probkach komérek
hodowli tkankowej, ptynu owodniowego, moczu i komérek jednojadrzastych krwi obwodowej oraz zaaspirowanych
probkach szpiku kostnego pobranych do probéwek z sola EDTA, cytrynianem i heparyna.

Procedury oczyszczania DNA przeprowadzono dla kazdego typu prébki o najwyzszej i najnizszej objetosci wejsciowej
i objetosci elucji. Komorki hodowli tkankowej i komorki jednojadrzaste krwi obwodowej réwniez zostaly uwzglednione
w szeregu rozcienczen komorek.

Uzyskane DNA ze wszystkich prébek zostalo okreslono iloSciowo poprzez absorbancje, rozcieniczone do stezenia
mieszczacego sie na standardowej krzywej qPCR, a nastepnie zamplifikowane za pomocg oznaczenia qPCR

z zastosowaniem warto$ci docelowej 300 bp. Zgtaszana jest warto$¢ C, dla kazdej probki oczyszezonego DNA i §rednia
wartos¢ C, dla trzech replik wzorca ludzkiego genomowego DNA o objetosci 0,0032 ng/ul dostarczonego

z oznaczeniem qPCR.

Wykresy w tym rozdziale przedstawiajg wartoSci C, kazdej repliki, ktora zostata oczyszczona dla danego typu prébki. Po
lewej stronie kazda kropka na wykresach odzwierciedla pojedynczy pomiar, a $rednia z odchyleniem standardowym jest
przedstawiona po prawej stronie. Kazdy zestaw danych zawiera lacznie 12 replik, cztery repliki oczyszczone za pomoca
urzadzenia Maxwell® CSC Instrument i osiem replik oczyszczonych przy uzyciu urzadzenia Maxwell® CSC

48 Instrument.

Tabele ponizej podpiséw do rysunkéw zawieraja opis informacji o probkach dla kazdego zestawu prébek
przedstawionego na powiazanych wykresach.
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8.D. Zdolnos¢ do amplifikacji (ciag dalszy)
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Rysunek 14. Amplifikacja DNA z probek krwi pelnej. W przypadku $wiezych i zamrozonych prébek krwi pelnej,
pobranych do probéwek z sola EDTA, warto$ci C, mieScily si¢ w zakresie 19,54—20,80 cyklu i wszystkie byly nizsze niz
$rednia warto$¢ C_ dla wzorca DNA o objetoscei 0,0032 ng/ul (33,11 cyklu). W przypadku zamrozonych probek krwi
pelnej, pobranych do probowek z cytrynianem i heparyna, wartosci C_ miescily sie w zakresie 19,49-21,30 cyklu
iwszystkie byly nizsze niz $rednia warto$¢ C, dla wzorca DNA o objetosci 0,0032 ng/pl (32,88 cyklu).

Wartos¢ Objetosé
Zestaw prébek Antykoagulant  Przechowywanie wejéciowa (ul) elucji (ul)
1 S6l EDTA Zamrozone 50 50
2 S6l EDTA Zamrozone 300 200
3 S0l EDTA Swieze 50 50
4 S6l EDTA Swieze 300 200
5 Cytrynian Zamrozone 50 50
6 Cytrynian Zamrozone 300 200
7 Heparyna Zamrozone 50 50
8 Heparyna Zamrozone 300 200
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Rysunek 15. Amplifikacja DNA z probek kozuszka krwi. W przypadku §wiezych i zamrozonych prébek kozuszka
krwi, pobranych do probowek z sola EDTA, wartosci C_ mieScily si¢ w zakresie 19,62—21,34 cyklu i wszystkie byly
nizsze niz Srednia warto$¢ C_ dla wzorca DNA o objetosei 0,0032 ng/pl (33,09 eyklu). W przypadku zamrozonych
probek kozuszka krwi, pobranych do probowek z cytrynianem i heparyng, wartosei C, miescily sig w zakresie
19,55-22,23 cyklu i wszystkie byly nizsze niz $rednia wartos¢ C, dla wzorca DNA o objgtosci 0,0032 ng/ul

(32,86 cyklu).

Wartos¢ Objetosé
Zestaw prébek Antykoagulant Przechowywanie wejsciowa (ul) elucji (ul)
1 S6l EDTA Zamrozone 50 50
2 S61 EDTA Zamrozone 300 200
3 S0l EDTA Swieze 50 50
4 S6l EDTA Swieze 300 200
5 Cytrynian Zamrozone 50 50
6 Cytrynian Zamrozone 300 200
7 Heparyna Zamrozone 50 50
8 Heparyna Zamrozone 300 200
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8.D. Zdolnos¢ do amplifikacji (ciag dalszy)
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Rysunek 16. Amplifikacja DNA z prébek wymazéw policzkowych. W przypadku jednego i dwdch wymazéw
policzkowych, wstepnie przetworzonych za pomocg kolumny czyszczgcej, wartosei C, miescily sig w zakresie
20,22-21,78 cyklu i wszystkie byly nizsze niz $rednia wartos¢ C, dla wzorca DNA o objgtosci 0,0032 ng/pl

(32,45 cyklu). W przypadku jednego i dwoch wejsciowych wymazéw policzkowych, wstepnie przetworzonych bez
kolumny czyszezacej, wartosci C miescily sie w zakresie 19,28—24,65 cyklu i wszystkie byly nizsze niz $rednia
warto§¢ C_ dla wzorca DNA o objetosei 0,0032 ng/pl (32,54 cyklu).

Zestaw probek Liczba wymazéw  Wstepne przetwarzanie Objetosé elucji (ul)
1 1 wymaz Z kolumng czyszczaca 50

2 1 wymaz Z kolumng czyszczaca 200

3 2 wymazy Z kolumng czyszczaca 50

4 2 wymazy Z kolumng czyszczaca 200

5 1 wymaz Bez kolumny czyszczacej 50

6 1 wymaz Bez kolumny czyszczacej 200

7 2 wymazy Bez kolumny czyszczacej 50

8 2 wymazy Bez kolumny czyszczacej 200
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Zestaw prébek

Rysunek 17. Amplifikacja DNA z prébek tkanek. W przypadku probek tkanek serca i trzustki wartosci C, mieScily
si¢ w zakresie 20,12—-24,38 cyklu i wszystkie byly nizsze niz $rednia wartos¢ C, dla wzorca DNA o objetosci

0,0032 ng/pl (32,98 cyklu). W przypadku probek tkanek mézgu wartosci C, mieScily sie w zakresie 21,55—-23,15 cyklu
i wszystkie byly nizsze niz Srednia warto$é C, dla wzorca DNA o objetoéci 0,0032 ng/ul (33,68 cyklu).

Zestaw probek Typ tkanek Ilosé wejsciowa (mg) Objetos¢ elucji (ul)
1 Serce 5 50
2 Serce 50 200
3 Trzustka 5 50
4 Trzustka 50 200
5 Mozg 5 50
6 Mozg 50 200
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8.D. Zdolnos¢ do amplifikacji (ciag dalszy)
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Rysunek 18. Amplifikacja DNA z komorek hodowli tkankowej. W przypadku szeregu rozcieficzen komérek
hodowli tkankowej HEK293 wartosci C_ miescily sie w zakresie 20,48—31,38 cyklu i wszystkie byly nizsze niz $rednia
wartos¢ C, dla wzorca DNA o objetosci 0,0032 ng/ul (33,04 cyklu).

Zestaw prébek Typ komérek Liczba komorek Objetosé elucji (ul)

1 Komoérki hodowli 5 x 10% 50
tkankowej HEK293

2 Komoérki hodowli 5x103 50
tkankowej HEK293

3 Komorki hodowli 5x 10* 50
tkankowej HEK293

4 Komoérki hodowli 5x10° 200
tkankowej HEK293

5 Komorki hodowli 5 x 10° 200
tkankowej HEK293
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Rysunek 19. Amplifikacja DNA z préobek komoérek jednojadrzastych krwi obwodowej (PBMC).

W przypadku szeregu rozcieficzeh komoérek jednojadrzastych krwi obwodowej (PBMC) wartoSci C, miescily sie

w zakresie 19,40—28,33 cyklu i wszystkie byly nizsze niz Srednia wartos¢ C, dla wzorca DNA o objetoéci 0,0032 ng/ul
(32,80 cyklu).

Zestaw probek Typ komérek Liczba komoérek Objetos¢ elucji (ul)
1 Komorki jednojadrzaste 5 x 10* 50
krwi obwodowej (PBMC)
2 Komorki jednojadrzaste 5x10° 100
krwi obwodowej (PBMC)
3 Komorki jednojadrzaste 5 x 108 200

krwi obwodowej (PBMC)
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8.D. Zdolnos¢ do amplifikacji (ciag dalszy)
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Rysunek 20. Amplifikacja DNA z prébek moczu i plynu owodniowego. W przypadku komoérek pozyskanych
z prébek moczu i ptynu owodniowego wartosci C, miescily sie w zakresie 20,00-21,40 cyklu i wszystkie byly nizsze niz
$rednia warto$¢ C_ dla wzorca DNA o objetosei 0,0032 ng/pl (32,71 cyklu).

Zestaw probek Typ komérek Objetos¢ wejsciowa (ul) Objetosé elucji (ul)
1 Mocz 15 50
2 Mocz 50 50
3 Plyn owodniowy 1 50
4 Plyn owodniowy 5 50
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Rysunek 21. Amplifikacja DNA z préobek szpiku kostnego. W przypadku zamrozonych zaaspirowanych prébek
szpiku kostnego, pobranych do probowek z sola EDTA i cytrynianem, wartosci C, miecily sie w zakresie 19,07-20,84
cyklu i wszystkie byly nizsze niz §rednia warto$é C, dla wzorca DNA o objetoéci 0,0032 ng/ul (32,42 cyklu).

W przypadku zaaspirowanych probek szpiku kostnego, pobranych do probéwek z heparyna, wartosci C, mieScily sie
w zakresie 19,40—20,36 cyklu i wszystkie byly nizsze niz Srednia wartoé¢ C, dla wzorca DNA o objetoéci 0,0032 ng/ul
(32,82 cyklu).

Zestaw probek Antykoagulant Wartos¢ wejsciowa (ul) Objetos¢ elucji (ul)
1 S6l EDTA 50 50
2 S6l EDTA 300 200
3 Cytrynian 50 50
4 Cytrynian 300 200
5 Heparyna 50 50
6 Heparyna 300 200
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8.E. Inhibicja (substancje zaklécajace)

Inhibicje amplifikacji oceniono za pomoca DNA oczyszczonego przy uzyciu zestawu Maxwell® CSC Genomic DNA Kit
na $wiezych i zamrozonych prébkach krwi pelnej pobranych do probéwek z sola EDTA, zamrozonych prébkach krwi
pelnej pobranych do probéwek z cytrynianem i heparyna, $wiezych i zamrozonych probkach kozuszka krwi uzyskanych
z krwi pelnej i pobranych do probéwek z sola EDTA, zamrozonych prébkach kozuszka krwi uzyskanych z krwi pelnej

i pobranych do probéwek z cytrynianem i heparyna, jednym i dwéch wymazach policzkowych z i bez wstepnego
przetwarzania za pomoca kolumny czyszczacej, probkach tkanek serca, trzustki i mézgu, prébkach komoérek hodowli
tkankowych, plynu owodniowego, moczu i komoérek jednojadrzastych krwi obwodowej oraz zaaspirowanych probkach
szpiku kostnego pobranych do probéwek z sola EDTA, cytrynianem i heparyna.

Procedury oczyszczania DNA przeprowadzono dla kazdego typu prébki. Na potrzeby niniejszej analizy oceniono
objeto$ci wejsciowe probek i objetosci elucji, w przypadku ktérych wymagany bylby najmniejszy zakres rozcieficzenia
dla prébek stosowanych w ramach oznaczenia qPCR.

DNA zostalo okreslone ilo§ciowo i rozcienczone do stezenia mieszczacego sie na standardowej krzywej qPCR,

a nastepnie alikwota kazdego DNA zostala dodatkowo rozcieniczona o$émiokrotnie. Poczatkowe rozcienczenia DNA
i oSmiokrotne rozcienczenia zamplifikowano za pomocg oznaczenia qPCR. Raportowana jest r6znica w zakresie
wartodci C, (JAC,|) dla sekwencji docelowej 300 bp. Cykle |AC | 3 + 1 $wiadczg o braku inhibicji amplifikacji DNA
ze wzgledu na endogenne i egzogenne substancje, ktére moga wystepowac w probkach.

Wykresy w tym rozdziale przedstawiajg wartoci |AC | kazdej repliki, ktéra zostata oczyszezona dla danego typu probki.
Po lewej stronie kazda kropka na wykresach odzwierciedla pojedynczy pomiar, a $rednia z odchyleniem standardowym
jest przedstawiona po prawej stronie. Kazdy zestaw danych zawiera lacznie 12 replik, cztery repliki oczyszczone za
pomoca urzadzenia Maxwell® CSC Instrument i osiem replik oczyszczonych przy uzyciu urzadzenia

Maxwell® CSC 48 Instrument.

Tabele ponizej podpiséw do rysunkéw zawieraja opis informacji o probkach dla kazdego zestawu prébek
przedstawionego na powiazanych wykresach.
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Rysunek 22. Test na inhibicje w zakresie amplifikacji DNA z probek krwi pelnej. W przypadku $wiezych

i zamrozonych prébek krwi pelnej, pobranych do probowek z sola EDTA, wartosci |AC, | wynosily najmniej 2,75 eyklu
i najwiecej 3,23 cyklu. W przypadku zamrozonych prébek krwi pelnej, pobranych do probéwek z cytrynianem

1 heparyna, wartosci |AC | wynosily najmniej 2,60 cyklu i najwigcej 3,29 cyklu.

Wartosé Objetosé
Zestaw prébek Antykoagulant Przechowywanie wejéciowa (pl) elucji (pl)
1 S6l EDTA Zamrozone 50 50
2 S6l EDTA Swieze 50 50
3 Cytrynian Zamrozone 50 50
4 Heparyna Zamrozone 50 50
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8.E. Inhibicja (substancje zaklécajace; ciag dalszy)
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Rysunek 23. Test na inhibicje w zakresie amplifikacji DNA z probek kozuszka krwi. W przypadku $wiezych
i zamrozonych préobek kozuszka krwi, wytworzonych z krwi pelnej i pobranych do probéwek z sola EDTA, warto$ci
|AC, | wynosily najmniej 2,82 eyklu i najwiecej 3,65 eyklu. W przypadku zamrozonych prébek kozuszka krwi,
wytworzonych z krwi pelnej i pobranych do probéwek z eytrynianem i heparyna, wartosci |AC, | wynosily najmniej
2,82 cyklu i najwiecej 3,42 cyklu.

Wartosé Objetosé
Zestaw prébek Antykoagulant Przechowywanie wejéciowa (pl) elucji (pl)
1 S6l EDTA Zamrozone 50 50
2 S6l EDTA Swieze 50 50
3 Cytrynian Zamrozone 50 50
4 Heparyna Zamrozone 50 50
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Rysunek 24. Test na inhibicje w zakresie amplifikacji DNA z wymazéw policzkowych. W przypadku jednego
lub dwéch wymazéw policzkowych, wstepnie przetworzonych za pomoca kolumny czyszczacej, wartosci |AC | wynosily
najmniej 2,81 cyklu i najwiecej 3,44 cyklu. W przypadku jednego lub dwéch wymazéw policzkowych, wstepnie
przetworzonych bez kolumny czyszczacej, wartosei |AC,_ | wynosity najmniej 2,82 cyklu i najwigeej 3,42 cyklu.

Zestaw prébek Liczba wymazéw Wstepne przetwarzanie Objetosé elucji (ul)
1 1 wymaz Z kolumng czyszczaca 50
2 2 wymazy Z kolumng czyszczaca 50
3 1 wymaz Bez kolumny czyszczacej 50
4 2 wymazy Bez kolumny czyszczacej 50
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8.E. Inhibicja (substancje zaklocajace; ciag dalszy)
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Zestaw prébek

Rysunek 25. Test na inhibicje w zakresie amplifikacji DNA z probek tkanek. W przypadku 5 mg prébek
tkanek serca i trzustki wartosci |AC, | wynosity najmniej 2,93 cyklu i najwigeej 3,68 cyklu. W przypadku 5 mg probek
tkanek mézgu wartosci |AC | wynosily najmniej 2,79 cyklu i najwiecej 3,25 eyklu. W przypadku wszystkich probek
zastosowano objeto$¢ elucji wynoszaca 50 pl. Na wykresie zestaw probek 1 odnosi sie do tkanek serca, zestaw probek 2
odnosi sie do tkanek trzustki, a zestaw probek 3 odnosi sie do tkanek mozgu.
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Zestaw probek

Rysunek 26. Test na inhibicje w zakresie amplifikacji DNA z probek komérek. W przypadku 5 x 10* komdrek
hodowli tkankowej HEK293 i objetosci elucji 50 ul wartosci |AC | wynosily najmniej 3,26 cyklu i najwigcej 3,68 cyklu.
W przypadku 5 x 10° komdrek jednojadrzastych krwi obwodowej i objetosei elucji 100 pl wartosci |AC | wynosity
najmniej 2,95 cyklu i najwiecej 3,55 cyklu. W przypadku komdrek pozyskanych z probek moczu o objetosci 50 m

1 plynu owodniowego o objetosci 5 ml oraz elucji o objetosci 50 pl wartosei |AC, | wynosily najmniej 2,82 cyklu

i najwiecej 3,44 cyklu.

Zestaw prébek Typ komérek Ilos$¢ wejsSciowa Objetosé elucji (ul)
1 Komoérki hodowli 5 x 10* komorek 50
tkankowej HEK293
2 Komorki jednojadrzaste 5 x 10° komoérek 100
krwi obwodowej (PBMC)
Mocz 50 ml 50
Plyn owodniowy 5ml 50
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8.E. Inhibicja (substancje zaklocajace; ciag dalszy)
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Zestaw prébek

Rysunek 27. Test na inhibicje w zakresie amplifikacji DNA z probek szpiku kostnego. W przypadku 50 pl
zaaspirowanych prébek szpiku kostnego, pobranych do probowek z sola EDTA i eytrynianem, wartosci | AC | wynosily
najmniej 2,72 cyklu i najwiecej 3,22 cyklu. W przypadku 50 pl zaaspirowanych probek szpiku kostnego, pobranych do
probéwek z heparyng, wartoSci |AC, | wynosily najmniej 2,64 eyklu i najwiecej 3,22 eyklu. W przypadku wszystkich
prébek zastosowano objetosé elucji wynoszacg 50 pl. Na wykresie zestaw prébek 1 odnosi sie do zaaspirowanych
prébek pobranych do probéwek z solag EDTA, zestaw probek 2 odnosi sie do zaaspirowanych prébek pobranych do
probowek z cytrynianem, a zestaw probek 3 odnosi sie do zaaspirowanych probek pobranych do probéwek z heparyna.

8.F. Zanieczyszczenie krzyzowe

Meskie (300 pl) i zefiskie (50 ul) prébki kozuszka krwi zostaly przetworzone w naprzemiennych pozycjach blatowych
urzadzenow Maxwell®, a uzyskane oczyszczone zenskie DNA zostato zamplifikowane za pomoca wartosci docelowej
DNA z chromosomem Y w ramach oznaczenia qPCR. Wystepowanie tej wartoéci docelowej chromosomu Y w zefiskich
probkach zostato wykorzystane do zidentyfikowania potencjalnego zanieczyszczenia krzyzowego z sasiednich prébek.
Gdy zenskie probki kozuszka krwi byly przetwarzane w pozycjach blatowych sasiadujacych z meskimi probkami
kozuszka krwi, zadna probka zeniskiego DNA nie wykazata wartosci C w zakresie warto$ci docelowej DNA

z chromosomem Y.
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9.  Ocena wydajno$ci klinicznej

Ocena wydajnosci klinicznej zostata przeprowadzona z wykorzystaniem prébek ludzkich, zestawu Maxwell® CSC
Genomic DNA Kit i urzadzen Maxwell® CSC 48 Instrument.

Krew pelna

Dwodjka badaczy z zewnetrznego laboratorium oczy$cita DNA z 200 pl probek ludzkiej krwi pelnej przy objetoéci elucji
100 pl, ktére pochodzily od 12 réznych dawcdw, za pomocg systemu oczyszczania Maxwell® CSC Purification System
oraz laboratoryjnego referencyjnego przebiegu ekstrakeji. Uzyskane eluaty przeanalizowano z wykorzystaniem
amplifikacji genu metabolizmu podstawowego HCP5 z kontroli dodatniej w ramach oznaczenia HLA-B27. Wszystkie 12
probek DNA oczyszezonych za pomoca zestawu Maxwell® CSC Genomic DNA Kit wykazalo zgodno$¢ u dwéjki badaczy
oraz zgodno$¢ z laboratoryjnym referencyjnym przebiegiem ekstrakeji.

Wymaz policzkowy

Korzystajac z systemu oczyszczania Maxwell® CSC Purification System oraz laboratoryjnego referencyjnego przebiegu
ekstrakeji, jeden badacz z zewnetrznego laboratorium oczy$cit DNA z jednej prébki ludzkiego wymazu policzkowego,
wstepnie przetworzonego za pomoca kolumny czyszezacej przy elucji o objetosci 100 pl, ktéra pochodzita od 12 réznych
dawcow. Uzyskane eluaty przeanalizowano z wykorzystaniem amplifikacji genu metabolizmu podstawowego HCP5

z kontroli dodatniej w ramach oznaczenia HLA-B27. Wszystkie 12 prébek DNA oczyszczonych za pomocg zestawu
Maxwell® CSC Genomic DNA Kit wykazalo zgodno$¢ z laboratoryjnym referencyjnym przebiegiem ekstrakeji.

Tkanki

Jeden badacz z zewnetrznego laboratorium oczyscit DNA z prébek ludzkich tkanek o objetosci 10—25 mg przy elucji
o0 objetoéci 200 pl, ktére pochodzily od 12 réznych dawcedw, za pomoca systemu oczyszezania Maxwell® CSC
Purification System oraz laboratoryjnego referencyjnego przebiegu ekstrakeji. Uzyskane eluaty przeanalizowano

z wykorzystaniem amplifikacji genu metabolizmu podstawowego HCP5 z kontroli dodatniej w ramach oznaczenia
HLA-B27. Wszystkie 12 prébek DNA oczyszczonych za pomoca zestawu Maxwell® CSC Genomic DNA Kit wykazalo
zgodno$¢ z laboratoryjnym referencyjnym przebiegiem ekstrakeji.
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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

Stezenie DNA nizsze niz oczekiwane W prébkach poddanych wielokrotnym cyklom zamrazania i rozmrazania
moze dojéé do degradacji DNA. Dla kazdego okre§lonego typu probki
podano wytyczne dotyczace pobierania i przechowywania prébek.

Probka zawierala niewielka ilos¢ genomowego DNA. Uzysk genomowego
DNA zalezy od objetosci przetwarzanej probki i zawartosci DNA w
tej probee.

Nie dodano roztworu proteinazy K, dodano niepelng objeto$¢ roztworu
proteinazy K lub proteinaza K nie zostata dobrze zmieszana z probka krwi.
Liza i uzysk zaleza od kompletnej ekstrakeji przy uzyciu proteinazy K.

Nie zmieszano prébki wejSciowej przed przetworzeniem. Przed rozpo-
czeciem przetwarzania nalezy upewnic sie, ze probki zostaly zmieszane.

Objetoéé elucji zastosowana do ekstrakeji byla zbyt duza dla
przetwarzanej probki. Aby zwiekszy¢ elutowane stezenie DNA, nalezy
zmniejszy¢ poczatkowa objetoéé bufora do elucji.

Przetworzono probke o zbyt duzej objetosci lub probke zawierajaca
nadmierng ilo§¢ genomowego DNA. Prébka o zbyt duzej objetosci lub
prébka zawierajaca nadmierng ilo§¢ genomowego DNA moze
spowodowaé brak zgodno$ci z substancjami chemicznymi do ekstrakeji,
co moze skutkowac stezeniem eluatu niedopasowanym do iloéci
przetwarzanej probki.

Lizat nie zostal zmieszany z roztworem wigzacym w dolku nr 1 poprzez
aspiracje i 5—10 dozowan po przeniesieniu w celu uzyskania jednorodnej
mieszaniny. Nieuzyskanie jednorodnej mieszaniny lizatu prébki

i roztworu wiazacego w dotku nr 1 kartridza moze skutkowaé
zmniejszonym uzyskiem i czysto$cia w koicowym eluacie.

Probki nie zostaly odpowiednio zmieszane lub nie zostaly zmieszane we
wlasciwych krokach podczas przetwarzania. Nieprawidlowe zmieszanie
odczynnikéw i probek w probéwee do inkubacji moze wywrze¢ wplyw
na wydajno$¢.

Bufor lizujacy i wzmacniacz lityczny (LE2) byly stosowane
naprzemiennie, zostaly uzyte w niewlaciwym kroku lub mialy
nieprawidlowg objetosé. Nalezy ponownie przetworzyé probki,
prawidlowo stosujac bufor lizujacy i wzmacniacz lityczny (LE2)
i postepujac zgodnie z instrukcjami.
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Objawy Przyczyny i komentarze

Czysto$¢ nizsza niz oczekiwana Nie dodano roztworu proteinazy K, dodano niepelng objetoéé roztworu
proteinazy K lub proteinaza K nie zostata dobrze zmieszana z probka krwi.
Liza i uzysk zaleza od kompletnej ekstrakeji przy uzyciu proteinazy K.

Lizat nie zostal zmieszany z roztworem wigzacym w dolku nr 1 poprzez
aspiracje i 5—10 dozowan po przeniesieniu w celu uzyskania jednorodnej
mieszaniny. Nieuzyskanie jednorodnej mieszaniny lizatu prébki

i roztworu wiazacego w dotku nr 1 kartridza moze skutkowaé
zmniejszonym uzyskiem i czysto$cia w koiicowym eluacie.

W prébkach poddanych wielokrotnym cyklom zamrazania i rozmrazania
moze doj$é do degradacji DNA. Nalezy uzywac probek, ktore zostaly
pobrane i byly przechowywane zgodnie z wytycznymi podanymi pod
kazdym typem prébki.

W przypadku prébek krwi pelnej, kozuszka krwi i szpiku kostnego
przenoszenie skrzeplego lub ttustego materialu do probéwki do inkubacji
moze skutkowaé niewystarczajaca liza probki. Na potrzeby oczyszczania
nalezy przenosi¢ wylacznie pltynne prébki.

Bufor lizujacy i wzmacniacz lityczny (LE2) byly stosowane naprzemien-
nie, zostaly uzyte w niewlasciwym kroku lub mialy nieprawidtowa obje-
tosé. Nalezy ponownie przetworzyé probki, prawidlowo stosujac bufor
lizujacy i wzmacniacz lityczny (LE2) i postepujac zgodnie z instrukcjami.

Niektore typy tkanek moga cechowaé sie czystoscia nizsza niz
oczekiwana. Je§li wymagane s wyzsze warto$ci czysto$ci, nalezy
zmniejszyé ilos¢ wejSciowa przetwarzanych tkanek.

Probki nie zostaly odpowiednio zmieszane lub nie zostaly zmieszane we
wlasciwych krokach podczas przetwarzania. Nieprawidlowe zmieszanie
odczynnikéw i probek w probéwee do inkubacji moze wywrze¢ wplyw
na wydajnos$¢.

Przeniesienie ciala stalego do dotka nr 1 kartridza moze skutkowa¢
wspdloczyszczeniem ciala stalego i substancji skazajacych. Usunac cialo
stale przed przeniesieniem prébki poddanej lizie do kartridza.

Zanieczyszczenie RNA Nie dodano roztworu RNazy A do dolka nr 3 kartridza lub dodano
niepelna objeto$¢ roztworu RNazy A. Ponownie przetworzy¢ roztwor
RNazy A lub dodaé roztwér RNazy A do wyekstraktowanej probki gDNA.
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10. Rozwiazywanie problemow (ciag dalszy)

Objawy Przyczyny i komentarze

Przenoszenie zywicy Proébki nie zostaly odpowiednio zmieszane lub nie zostaly zmieszane we
wlasciwych krokach podczas przetwarzania. Nieprawidlowe zmieszanie
odczynnikéw i prébek w probéwee do inkubacji lub w dotku nr 1 moze
wywrze¢ wplyw na przenoszenie zywicy w kartridzu i probéwee do elucji.

Przetworzono probke o zbyt duzej objetosci lub probke zawierajaca
nadmierng ilo$¢ genomowego DNA. Nadmierna objeto$¢ probki moze
spowodowaé nadmierne przenoszenie zywicy w kartridzu i probowce
do elucji.

Przenoszenie zywicy w pewnym zakresie jest zjawiskiem normalnym

i nie ma wplywu na wydajno$¢ dalszych etapéw badania. Jesli to
konieczne, uzy¢ magnesu elucyjnego ([Cat.# AS4017, Cat.# AS4018 lub
oba]; dostepne oddzielnie), aby przenies¢ eluat do nowej probowki.
Patrz rozdziat 11, Powigzane produkty.
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11. Powigzane produkty

Urzadzenia i akcesoria

Produkt Iosé Cat.#
Analizator Maxwell® CSC 48 Instrument* 1 szt. AS8000
Analizator Maxwell® CSC Instrument*® 1 szt. AS6000
Stojak na kartridze Maxwell® RSC/CSC Deck Tray 1 szt. SP6019
Przedni stojak na kartridze Maxwell® RSC/CSC 48 1 szt. AS8401
Tylny stojak na kartridze Maxwell® RSC/CSC 48 1 szt. AS8402
Tloczki RSC/CSC 50 szt./zestaw AS1331
Probéwki do elucji (0,5 ml) 50 szt./zestaw AS6201
Magnes elucyjny, 16 pozycji 1 szt. AS4017
Magnes elucyjny, 24 pozycje 1 szt. AS4018
Kolumny czyszczace po 50 szt. kazdego typu 73871
Roztwér RNazy A 1ml A7973

5ml A7974
Roztwér proteinazy K (PK) 4 ml MC5005
Woda wolna od nukleaz 25 ml MC1191

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

Zestawy odczynnikéw Maxwell® CSC

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

@Amerykariska publikacja patentowa nr 7,329,488 oraz potudniowokoreariska publikacja patentowa nr 100483684.
© 2022 Promega Corporation. Wszelkie prawa zastrzezone.
Maxwell jest zastrzezonym znakiem towarowym firmy Promega Corporation.

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

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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