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Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Kit

Dokumentacja techniczna jest dostepna na stronie internetowej pod adresem: www.promega.com/protocols/ Na tej stronie internetowej
mozna sprawdzi¢, czy uzywana wersja niniejszej instrukcji technicznej jest aktualna. W razie pytaii dotyczacych obstugi tego
systemu prosimy o kontakt z dziatem Promega Technical Services pod adresem: techserv@promega.com.
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Zestaw Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Kit jest dostepny wytgcznie w niektérych krajach.

1.  Opis

Zestaw Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Kit jest stosowany w potgczeniu z urzadzeniami Maxwell® Instruments
okreslonymi w Tabeli 1 w celu zapewnienia tatwej metody wydajnej, zautomatyzowanej ekstrakcji DNA, RNA lub catkowitego
kwasu nukleinowego (TNA) lub zaréwno DNA, jak i RNA sekwencyjnie z utrwalonych formaling i zatopionych w parafinie
(FFPE) probek tkanek. Urzadzenia Maxwell® CSC Instruments s3 przeznaczone do stosowania ze wstepnie napetnionymi
kartridzami z odczynnikami oraz z dodatkowymi odczynnikami dostarczonymi w zestawie. Zaprogramowane metody
ekstrakcji maksymalizuja prostote i wygode uzytkowania urzadzen Maxwell® CSC Instruments. Urzadzenia Maxwell® CSC
Instruments mogg przetwarza¢ od jednej do maksymalnej dozwolonej liczby prébek w wydajny sposéb, umozliwiajac
automatyczng ekstrakcje DNA, RNA i catkowitego kwasu nukleinowego (TNA) w ciggu okoto 30 minut oraz sekwencyjng
ekstrakcje DNA i RNA w czasie krétszym niz 1 godzina. Wyekstrahowane DNA, RNA lub catkowity kwas nukleinowy

mozna bezposrednio wykorzysta¢ w dalszych badaniach opartych na amplifikacji.

Tabela 1. Kompatybilnos¢ z urzadzeniami.

Urzadzenie Cat.# Instrukcja techniczna ~ Maksymalna liczba prébek
Maxwell® CSC AS6000 TM457 16
Maxwell® CSC 48 AS8000 TM623 48

Podstawy metody: Zestaw Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Kit umozliwia ekstrakcje kwasdw nukleinowych przy
uzyciu czasteczek paramagnetycznych, ktére stanowig ruchoma faze statg, optymalizujac wychwytywanie prébki, ptukanie
i ekstrakcje DNA, RNA lub catkowitego kwasu nukleinowego. Opcjonalnie mozliwe jest sekwencyjne wyekstrahowanie
DNA i RNA z tej samej prébki tkanki FFPE, bez konieczno$ci dzielenia lizatu. Urzadzenia Maxwell® CSC Instruments

sg urzadzeniami przeprowadzajacymi analizy w oparciu o czgsteczki magnetyczne. System ten umozliwia skuteczne
wiazanie kwasu nukleinowego z czasteczka paramagnetyczng w pierwszym dotku wstepnie napetnionego kartridza

i przenosi czasteczki paramagnetyczne przez dotki kartridza, mieszajac jg podczas przetwarzania. Zastosowanie
magnetycznego wychwytywania pozwala na unikniecie czesto wystepujacych probleméw, takich jak zatkane koricdwki

lub cze$ciowe przeniesienie odczynnika, co obniza jako$¢é proceséw ekstrakcji w innych powszechnie stosowanych
zautomatyzowanych systemach.
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Uwagi dotyczace probek: Ekstrakcja kwasu nukleinowego z prébek tkanek FFPE moze by¢ trudne ze wzgledu na

cechy tkanki, takie jak wtéknistos¢, sktad lipidowy, zawartos$¢ nukleaz i liczba komorek dostepnych w wycinku tkanki.
Ponadto zmienno$¢ w sposobie obchodzenia sie z tkanka przed i podczas utrwalania, w tym czas wystawienia na
dziatanie formaliny podczas procesu utrwalania tkanki, ma duzy wptyw na stopien usieciowania i fragmentacji kwaséw
nukleinowych w tkance FFPE. Atrybuty te moga mie¢ wptyw na jako$é i ilo$¢ amplifikowalnego kwasu nukleinowego, ktéry
mozna wyekstrahowac z wycinkdw tkanek FFPE. W trakcie rozwoju zestaw Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Kit byt
testowany przy uzyciu réznych typéw tkanek ludzkich FFPE w celu wyekstrahowania dostepnego amplifikowalnego DNA,
RNA lub catkowitego kwasu nukleinowego.

2.  Elementy produktu i warunki przechowywania

PRODUKT ILosé CAT.#
Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Kit 48 preparatéw AS1560

Do stosowania w diagnostyce in vitro. Wytacznie do uzytku przez specjalistéw. Zawiera ilo$¢ wystarczajgca
do przeprowadzenia 48 zautomatyzowanych izolacji z probek tkanek FFPE. Kartridze Maxwell® CSC Cartridges
sg przeznaczone do uzytku wytgcznie z jedng prébka.

IVD He W
48

+15°C

Zawartos$¢ zestawu:

35ml oleju mineralnego
20 ml  buforu lizujgcego
2x1ml proteinazy K
+ 2x100pl niebieskiego barwnika
2x1ml MnCl,0,09M
3fiolki DNaza | (liofilizowana)
48 Maxwell® CSC Cartridges (CSCR)
. 50 CSC/RSC Plungers
. 2 x50 Elution Tubes (0,5 ml)
25ml  Nuclease-Free Water

Warunki przechowywania: Przechowywac¢ zestaw Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Kit w temperaturze pokojowej
(od +15°C do +30°C). Przechowywa¢ ponownie uwodniong DNaze | w temperaturze od -30°C do -10°C. Nie przekraczaé
10 cykli zamrazania i rozmrazania.
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2.  Elementy produktu i warunki przechowywania (ciag dalszy)

Informacje dotyczace bezpieczeristwa: Kartridze zawierajg etanol i izopropanol. Substancje te nalezy traktowaé
jako tatwopalne, szkodliwe i draznigce.

Sktadniki zestawu Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Kit sg przeznaczone do stosowania w przypadku

substancji potencjalnie zakaznych. Podczas pracy z czynnikami zakaznymi nalezy nosi¢ odpowiednie $rodki
ochrony indywidualnej (np. rekawiczki i okulary ochronne). Nalezy przestrzega¢ obowigzujacych w instytucii
wytycznych dotyczacych postepowania z czynnikami zakaZnymi uzywanymi z tym systemem oraz utylizacji

takich czynnikéw.

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

Informacje dodatkowe: Elementy zestawu Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Kit zostaty dopuszczone do tacznego
stosowania na podstawie odpowiednich procedur kwalifikacyjnych i testéw kontroli jakosci. Nie wolno mieszaé
elementéw zestawu z elementami zestawdw réznych serii. Nalezy uzywac¢ wytacznie elementédw dostarczonych

w zestawie. Nie wolno uzywac kartridzy, jesli zamkniecie kartridza byto naruszone w momencie dostawy.
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Objasnienie symboli
Symbol Objasnienie Symbol Objasnienie
Wyréb medyczny do Autoryzowany
IVD diagnostyki in vitro Ec REP przedstawiciel
+30°C .
Przechowywaé
w temperaturze Wytwoérca
+15°C od +15°C do +30°C.
A Przestroga @ Srodek draznigcy
Zawiera ilos¢
- . wystarczajaca do
Zagrozenie dla zdrowia y 1aca .
n przeprowadzenia
,n" badan
o . Ostrzezenie.

Conformité Européenne L
Zagrozenie biologiczne.

Ostrzezenie.

Niebezpieczenstwo REF Numer katalogowy

zmiazdzenia.

LOT Numer partii Nie uzywac¢ ponownie
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3.  Przeznaczenie/zastosowanie produktu

Zestaw Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Kit jest przeznaczony do stosowania w potaczeniu z urzadzeniami
Maxwell® CSC i metodami Maxwell® CSC XtractAll jako medyczne urzgdzenie do diagnostyki in vitro (IVD) w celu
automatycznej izolacji wytacznie DNA, wytacznie RNA, sekwencyjnie DNA i RNA lub catkowitego kwasu nukleinowego
z utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie (FFPE) probek tkanek ludzkich. Wyekstrahowane DNA, RNA lub
catkowity kwas nukleinowy nadajg sie do stosowania w analizach wykonywanych na potrzeby diagnostyki in vitro
opartych na amplifikacji.

Zestaw Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Kit jest przeznaczony do stosowania w temperaturze od 15°C do 30°C.
Stosowanie zestawu poza tym zakresem temperatur moze prowadzi¢ do uzyskania nieoptymalnych wynikéw. Prébki
tkanek FFPE przygotowane z zastosowaniem 10-procentowej obojetnie buforowanej formaliny moga by¢ stosowane
razem z zestawem Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Kit.

Zestaw Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Kit jest przeznaczony wytacznie do uzytku przez specjalistéw. Wyniki
diagnostyczne uzyskane na podstawie DNA, RNA lub catkowitego kwasu nukleinowego wyekstrahowanego za pomoca
tego systemu nalezy interpretowac w potaczeniu z innymi danymi klinicznymi lub laboratoryjnymi.

4.  Ograniczenia stosowania produktu

Zestaw Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Kit jest przeznaczony do uzytku wytgcznie z prébkami tkanek FFPE.
Nie jest przeznaczony do uzytku z prébkami tkanek innymi niz FFPE, takimi jak Swieze lub zamrozone prébki tkanek.
Nie ustalono charakterystyk wydajnos$ciowych przy uzyciu prébek tkanek FFPE przygotowanych z uzyciem utrwalaczy
innych niz 10% obojetnie buforowanej formaliny.

Przydatnos$¢ kwasu nukleinowego wyekstrahowanego przy uzyciu zestawu Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Kit
do stosowania w sekwencjonowaniu nastepnej generacji (NGS) zostata wykazana podczas opracowywania produktu,
ale nie zostata zweryfikowana.

Uzytkownik odpowiada za ustalenie charakterystyki roboczej wymaganej w dalszych zastosowaniach diagnostycznych.
W przypadku dalszych zastosowar diagnostycznych wykorzystujgcych DNA, RNA lub taczny kwas nukleinowy
wyekstrahowany za pomocg systemu Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Kit nalezy zastosowa¢ odpowiednie
srodki kontrolne.
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5.  Przed rozpoczeciem

Materialy zapewniane przez uzytkownika
mikrowiréwka
wytrzasarka typu vortex

pipetory i koricwki pipet do wstepnego przetwarzania i transferu probek do wstepnie napetnionych kartridzy
z odczynnikami

. probéwki o pojemnosci 1,5-2,0 ml do inkubacji prébek (np. Microtubes, 1,5 ml, Cat.# V1231)
zespot blokéw grzejnych ustawionych na temperature 56°C i 90°C
prébki tkanki FFPE (Uwaga: probki nalezy przechowywaé w temperaturze pokojowej [15-30°C]).
izopropanol, 299,5% klasy biologii molekularnej (do sekwencyjnych przeptywéw pracy RNA, TNA i DNA/RNA)

. zyletki (Uwaga: podczas korzystania z zyletek w celu usuniecia prébki tkanki FFPE ze szkietka podstawowego
nalezy zachowaé ostroznos¢).

W razie koniecznosci przygotowac fiolke liofilizowanej DNazy | z zastosowaniem 275 pl Nuclease-Free Water

i 15 pl niebieskiego barwnika. Odwrdcic fiolke w celu odzyskania DNazy | ze spodu zatyczki i obracac delikatnie
ruchem wirowym, aby ja wymieszaé; nie wytrzasa¢ w wytrzasarce typu vortex. Przechowywacé zrekonstruowana
DNaze | w temperaturze od -30°C do -10°C. Nie przekracza¢ 10 cykli zamrazania i rozmrazania.

5.A. Przygotowanie probek tkanki FFPE

Podczas procedury nalezy utrzymaé srodowisko wolne od RNaz. Zawsze stosowa¢ kofcéwki pipet wolne od RNaz
i odporne na aerozole. Nalezy czesto zmieniaé rekawiczki w celu zmniejszenia szansy na zanieczyszczenie RNazami.
Wiecej szczeg6tow w rozdziale 13 — Tworzenie $rodowiska wolnego od rybonukleaz.

W trakcie rozwoju optymalng wydajno$¢ zestawu uzyskano przy catkowitej grubosci wycinkdw tkanki FFPE wynoszacej
20 pm. W jednej probéwce mozna potaczyé kilka odcinkéw w celu ekstrakcji, przy czym maksymalna grubo$¢ taczonych
odcinkéw nie moze przekracza¢ 80 pm. Wycinki grubsze niz 20 pm bedg zaktdcac trawienie proteinaza K i skutkowaé
niskim uzyskiem (patrz sekcja 12). Uzytkownik powinien zoptymalizowa¢ liczbe i grubos$¢ przekroju na podstawie
wymagan dalszej analizy.

Podczas opracowywania probek tkanki FFPE z piersi, watroby i macicy oceniano jako wzorce i stwierdzono, ze zapewniaja
one akceptowalng wydajnos$¢. Wiecej rodzajow tkanek moze by¢ zgodnych z substancjami chemicznymi do ekstrakcii,
lecz powinny one zostaé poddane ocenie przez laboratorium w zakresie wydajnosci ekstrakcji i zgodnos$ci z zestawem
Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Kit.
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Wstepna obrobka wycinkow tkanki FFPE

1. Umiesci¢ wycinek(-ki) tkanki FFPE w probéwce mikrowiréwkowej o pojemnosci 1,5 ml. W przypadku pracy
z wycinkami tkanki FFPE umieszczonymi na szkietku podstawowym nalezy je usunaé przy uzyciu czystej zyletki.
Uwaga: Do réznych prébek tkanek FFPE nalezy uzywaé nowego, czystego ostrza, aby unikng¢ krzyzowego
zanieczyszczenia probek.

2. Do probéwek z prébka nalezy doda¢ 500 pl oleju mineralnego. Mieszac przez 10 sekund na mieszadle typu vortex.

3. Prébki podgrzewaé przez 5 minut do temperatury 90°C. Podczas przygotowywania mieszaniny wzorcowej umiescié
prébki w temperaturze pokojowej, jak opisano w kroku 4.

4. Natychmiast przed uzyciem, zgodnie z ponizszg tabelg nalezy przygotowaé mieszanine wzorcowg przy uzyciu
bufora lizujacego, proteinazy K oraz niebieskiego barwnika.

Odczynnik llosé/reakceja Reakcje (Liczba probek +2)  Lacznie

Bufor lizujacy 224yl n+2 224 pl x (n +2)
Proteinaza K 25yl n+2 25plx (n+2)
Niebieski barwnik 1pl n+2 Tulx(n+2)

5. Do kazdej z probéwek z prébka doda¢ 250 pl mieszaniny wzorcowej i mieszac przez 5 sekund na mieszadle
typu vortex.

Uwaga: nie przechowywac pozostatej, niewykorzystanej mieszanki gtéwnej.

6.  Odwirowac probéwki z prébka przy 10 000 x g przez 20 sekund w celu oddzielenia warstw. Jesli w warstwie
wodnej (nizsza, niebieska warstwa) obecna jest grudka, nalezy delikatnie wymieszaé koficéwka pipety faze wodna,
aby rozpusci¢ grudke. Pozostawié¢ w probéwce warstwe oleju mineralnego i warstwe wodna.

7. Probowki z prébka nalezy przenies¢ do bloku grzejnego podgrzanego do temperatury 56°C i inkubowa¢ przez
15 minut.

8.  Probdwki z probka nalezy przenies¢ do bloku grzejnego podgrzanego do temperatury 90°C i inkubowac przez
1 godzine.

9.  Przejs$¢ do Rozdziatu 6, aby zapoznaé sie z przygotowaniem kartridza.
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6.  Przygotowanie kartridza Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Cartridge

6.A. Przygotowanie kartridza Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Cartridge

1. Przed rozpoczeciem pracy z kartridzami Maxwell® CSC Cartridges, ttoczkami CSC/RSC Plungers i probéwkami
Elution Tubes nalezy zmieni¢ rekawiczki. Kartridze sg ustawiane na stojakach na kartridze na zewnatrz urzadzenia
Maxwell®, po czym stojaki na kartridze zawierajgce kartridze i probki s nastepnie przenoszone do urzadzenia
w celu rozpoczecia ekstrakeji. Umiesci¢ kazdy kartridz na stojaku na kartridze tak, aby dotek nr 1 (najwiekszy dotek
w kartridzu) znajdowat sie jak najdalej od probéwek Elution Tubes (Rysunek 1). Nacisna¢ kartridz, aby zatrzasnat
sie w odpowiednim potozeniu. Upewni¢ sig, ze oba korce kartridza znajdujg sie w catosci na stojaku na kartridze.
Ostroznie zdja¢ zamkniecie tak, aby usunaé cate zamkniecie z gérnej czesci kartridza. Upewni¢ sig, ze cata tasma
uszczelniajgca zostata usunieta z kartridza.

A Przestroga: z kartridzami nalezy sie obchodzi¢ ostroznie. Krawedzie zamkniecia kartridza moga by¢ ostre.
2. Umiesci¢ jeden ttoczek w studzience nr 8 kazdego kartridza.

3. Umiesci¢ pusta probéwke Elution Tube w potozeniu Elution Tube dla kazdego kartridza na stojaku(-ach)
na kartridze.

Uwaga: uzywac wytacznie probowek do elucji dostarczonych w zestawie Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA
Kit. Inne probéwki do elucji moga nie by¢ zgodne z urzadzeniami Maxwell® CSC Instruments, co moze wptyna¢
na wynik ekstrakcji.

4. Nadnie kazdej probéwki Elution Tube umiesci¢ 50 pl Nuclease-Free Water. Podczas ekstrakcji nalezy trzymaé
probowki elucyjne otwarte (Rysunek 1).
Uwaga: uzywac wytacznie Nuclease-Free Water dostarczonej w zestawie Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA
Kit. Stosowanie innych buforéw elucyjnych moze mieé¢ wptyw na wydajnos$¢ ekstrakcji lub dalsze uzytkowanie.

5. Aby uzyskac¢ instrukcje dotyczace kazdego procesu ekstrakcji, przejd$¢ do odpowiedniego rozdziatu
wymienionego ponizej.

Rodzaj ekstrakcji Rozdziat
DNA 6.B.
RNA 6.C.
Catkowity kwas nukleinowy (TNA) 6.D
Sekwencyjne DNA/RNA 6.E.

Uwagi do przygotowania stojaka na kartridze

c Wycieki prébki lub odczynnika na dowolng cze$é stojaka na kartridze usuwaé za pomoca roztworu detergentu
i wody. Nastepnie nalezy spryskac¢ powierzchnie sprayem bakteriobdjczym lub wytrze¢ Sciereczkg i przemyé
ja woda. Nie wolno stosowaé wybielacza do czyszczenia czesci urzadzenia.
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6.A. Przygotowanie kartridza DNA/RNA Maxwell® CSC XtractAll FFPE Cartridge (ciag dalszy)

Rysunek 1. Ustawianie i konfiguracja stojaka na kartridze. Nuclease-Free Water jest dodawana do probdwek Elution
Tubes w spos6b przedstawiony na rysunku. Przed rozpoczeciem metody ekstrakcji nalezy otworzy¢ probowki
Elution Tubes.

6.B. Protokot ekstrakcji DNA

1. Po zakonczeniu 1-godzinne] inkubacji (Rozdziat 5.A) przenies¢ niebieska faze wodna do dotka nr 1 kartridza
Maxwell® CSC Cartridge (CSCR). Aby unikng¢ zanieczyszczenia krzyzowego, do kazdej probki uzywac nowej
koricowki pipety.

Uwagi:

a. Jezeli po inkubacji pozostanie jakis niestrawiony materiat, nalezy odwirowac probowki z prébka przy 10 000 x g

przez 20 sekund w celu oddzielenia niestrawionego materiatu. Nie wolno przenosi¢ do kartridza materiatu
granulowanego lub niestrawionego.
b. Przenies¢ catg objetosé niebieskiej fazy wodnej do kartridza, unikajac przy tym niestrawionego materiatu,
i wyekstrahowa¢ go w ciggu 30 minut od zakoriczenia inkubacii.
c. Objetosé niebieskiej fazy wodnej w probdwce bedzie sie rézni¢ w zaleznosci od rodzaju i sktadu probki
tkanki FFPE.
2. Zeskanowa¢ kod kreskowy na pudetku zestawu i wybierz metode Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA.
Nacisna¢ przycisk Kontynuuj, aby kontynuowac.
3. Umiesci¢ tacke na probki w urzadzeniu Maxwell®, wprowadzi¢ informacje dotyczace kartridza i $ledzenia prébki
na ekranie ,Konfiguracja kartridza", potwierdzi¢, ze wykonano wszystkie czynnosci z listy kontrolnej ekstrakcji,
a nastepnie dotkna¢ przycisku Rozpocznij, aby rozpocza¢ ekstrakcje.
Uwaga: Szczegdtowe instrukcje dotyczace konfiguracji urzadzenia mozna znalez¢ w rozdziale 7.
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Uzytkownik dodaje do dotkow:
1.  Wstepnie przetworzone probki
8. CSC/RSC Plunger

11339TC

Rysunek 2. Kartridz Maxwell® CSC Cartridge. Wstepnie przetworzona prébka tkanki FFPE zostaje dodana do dotka nr 1,
a ttoczek do dotka nr 8.

6.C. Protokot ekstrakcji RNA

1. Po zakonczeniu 1-godzinnej inkubacji (Rozdziat 5.A) przenies$¢ niebieskg faze wodng do dotka nr 1 kartridza
Maxwell® CSC Cartridge (CSCR). Aby unikng¢ zanieczyszczenia krzyzowego, do kazdej probki uzywac nowej
koAcowki pipety.

Uwagi:

a. Jezeli po inkubacji pozostanie jakis niestrawiony materiat, nalezy odwirowac probowki z prébka przy 10 000 x g
przez 20 sekund w celu oddzielenia niestrawionego materiatu. Nie wolno przenosi¢ do kartridza materiatu
granulowanego lub niestrawionego.

b. Przenie$¢ catg objetosé niebieskiej fazy wodnej do kartridza, unikajac przy tym niestrawionego materiatu,
i wyekstrahowa¢ go w ciggu 30 minut od zakoriczenia inkubacii.

c. Objetosé niebieskiej fazy wodnej w probdwce bedzie sie rézni¢ w zaleznosci od rodzaju i sktadu probki
tkanki FFPE.

2. Bezposrednio przed uzyciem nalezy przygotowac koktajl MnCl, i DNazy |, jak pokazano ponizej:

Odczynnik llosé/reakcja Reakcje (Liczba probek [n] + 2) Lacznie
MnCl,, 0,09 M 17 pl n+2 17 plx (n +2)
DNaza | (z niebieskim 10 ul n+2 10 plx (n+2)
barwnikiem)'

"Przechowywac pozostatg zrekonstruowang DNaze | z niebieskim barwnikiem w temperaturze od -30°C do -10°C.

3. Doda¢ 27 pl koktajlu DNazy | do dotka nr 7 kazdego kartridza.
Uwaga: Nie przechowywac pozostatego, niewykorzystanego koktajlu Dnazy I.

4. Dodac 500 pl 100% izopropanolu do dotka nr 1.

Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, Wl 53711-5399 USA - Tel. bezptatny w Stanach Zjednoczonych 800-356-9526 - 608-274-4330 - Faks 6082772516 11
Www.promega.com TM755 - 5/25



O

Promega

6.C. Protokot ekstrakcji RNA (ciag dalszy)

5. Zeskanowac kod kreskowy na pudetku zestawu i wybierz metode Maxwell® CSC XtractAll FFPE RNA. Nacisng¢
przycisk Kontynuuj, aby kontynuowac.

6.  Umiesci¢ tacke na probki w urzadzeniu Maxwell®, wprowadzi¢ informacje dotyczace kartridza i $ledzenia prébki
na ekranie ,Konfiguracja kartridza”, potwierdzi¢, ze wykonano wszystkie czynnosci z listy kontrolnej ekstrakcji,
a nastepnie dotknaé przycisku Rozpocznij, aby rozpoczaé ekstrakcje.

Uwaga: Szczegdtowe instrukcje dotyczace konfiguracji urzadzenia mozna znalez¢ w rozdziale 7.

Uzytkownik dodaje do dotkow:

1. Wstepnie przetworzone probki i 500 pl 100% izopropanolu
7. 27 pl koktajlu DNazy |

8.  CSC/RSC Plunger

11339TC

Rysunek 3. Kartridz Maxwell® CSC Cartridge. Wstepnie przetworzona probka tkanki FFPE i izopropanol zostajg dodane
do dotka nr 1, koktajl DNazy | do dotka nr 7, a ttoczek do dotka nr 8.

6.D. Protokot ekstrakcji catkowitego kwasu nukleinowego

1. Po zakorczeniu 1-godzinnej inkubacji (Rozdziat 5.A) przenies¢ niebieska faze wodng do dotka nr 1 kartridza
Maxwell® CSC Cartridge (CSCR). Aby unikng¢ zanieczyszczenia krzyzowego, do kazdej probki uzywac nowej
koricowki pipety.

Uwagi:

a. Jezeli po inkubacji pozostanie jaki$ niestrawiony materiat, nalezy odwirowa¢ probdwki z prébka przy
10 000 x g przez 20 sekund w celu oddzielenia niestrawionego materiatu. Nie wolno przenosi¢ do kartridza
materiatu granulowanego lub niestrawionego.

b. Przeniesc¢ catg objeto$¢ niebieskiej fazy wodnej do kartridza, unikajac przy tym niestrawionego materiatu,
i wyekstrahowac¢ go w ciggu 30 minut od zakoriczenia inkubaciji.

c. Objetosé niebieskiej fazy wodnej w probdwce bedzie sie r6zni¢ w zaleznosci od rodzaju i sktadu prébki
tkanki FFPE.

2. Doda¢ 500 pl 100% izopropanolu do dotka nr 1.

3. Zeskanowac kod kreskowy na pudetku zestawu i wybierz metode Maxwell® CSC XtractAll FFPE Total Nucleic Acid.
Nacisna¢ przycisk Kontynuuj, aby kontynuowac.
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4. Umiescic tacke na prébki w urzadzeniu Maxwell®, wprowadzi¢ informacje dotyczace kartridza i §ledzenia probki
na ekranie ,Konfiguracja kartridza", potwierdzi¢, ze wykonano wszystkie czynnosci z listy kontrolnej ekstrakcji,
a nastepnie dotkna¢ przycisku Rozpocznij, aby rozpocza¢ ekstrakcje.

Uwaga: Szczegdtowe instrukcje dotyczace konfiguracji urzadzenia mozna znalezé w rozdziale 7.

Uzytkownik dodaje do dotkow:
1.  Wstepnie przetworzone probki i 500 pl 100% izopropanolu
8. CSC/RSC Plunger

11339TC

Rysunek 4. Kartridz Maxwell® CSC Cartridge. Wstepnie przetworzona probka tkanki FFPE i izopropanol zostajg dodane
do dotka nr 1, a ttoczek do dotka nr 8.

6.E. Protokot ekstrakcji sekwencyjnego DNA i RNA

Wybierajac metode sekwencyjnej ekstrakcji DNA/RNA, oprogramowanie Maxwell® przeprowadzi dwa oddzielne cykle
ekstrakcji jeden po drugim, a uzytkownik doda do kartridzy kilka odczynnikéw pomiedzy tymi cyklami. W przypadku
metody sekwencyjnej DNA/RNA Maxwell® CSC XtractAll FFPE Sequential pierwsza metoda polega na ekstrakcji DNA

z lizowanej probki tkanki FFPE do pierwszej probdwki elucyjnej, natomiast druga metoda polega na ekstrakcji RNA z tej
samej probki do drugiej probéwki elucyjnej przy uzyciu tego samego kartridza i ttoczka. Ponizej znajdujg sie instrukcje
dotyczace przygotowania kartridzy do kazdego z tych cykli ekstrakcji.

Przebieg 1: Ekstrakcja DNA

1. Po zakorczeniu 1-godzinnej inkubacji (Rozdziat 5.A) przenies¢ niebieska faze wodng do dotka nr 1 kartridza
Maxwell® CSC Cartridge (CSCR). Aby unikna¢ zanieczyszczenia krzyzowego, do kazdej probki uzywac nowej
koricowki pipety.

Uwagi:

a. Jezeli po inkubaciji pozostanie jakis niestrawiony materiat, nalezy odwirowac probéwki z prébka przy 10 000 x g
przez 20 sekund w celu oddzielenia niestrawionego materiatu. Nie wolno przenosi¢ do kartridza materiatu
granulowanego lub niestrawionego.

b. Przenie$c¢ catg objeto$¢ niebieskiej fazy wodnej do kartridza, unikajac przy tym niestrawionego materiatu,
i wyekstrahowac¢ go w ciggu 30 minut od zakoriczenia inkubaciji.

c. Objetosé niebieskiej fazy wodnej w probdwce bedzie sie r6zni¢ w zaleznosci od rodzaju i sktadu prébki
tkanki FFPE.
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6.E. Protokot ekstrakcji sekwencyjnego DNA i RNA (ciag dalszy)

2. Zeskanowac kod kreskowy na pudetku zestawu, a nastepnie wybra¢ metode Maxwell® CSC XtractAll FFPE
DNA/RNA Sequential i dotkna¢ przycisku Kontynuuj, aby kontynuowadé.

3. Umiesci¢ tacke na probki w urzadzeniu Maxwell®, wprowadzi¢ informacje dotyczace kartridza i $ledzenia prébki
na ekranie ,Konfiguracja kartridza”, potwierdzi¢, ze wykonano wszystkie czynnosci z listy kontrolnej ekstrakcji,
a nastepnie dotknaé przycisku Rozpocznij, aby rozpoczaé ekstrakcje.

Uwaga: Szczegdtowe instrukcje dotyczace konfiguracji urzadzenia mozna znalez¢ w rozdziale 7.

Uzytkownik dodaje do dotkow:
1. Wstepnie przetworzone probki
8.  CSC/RSC Plunger

11339TC

Rysunek 5. Kartridz Maxwell® CSC Cartridge. Wstepnie przetworzona prébka tkanki FFPE zostaje dodana do dotka nr 1,
a ttoczek do dotka nr 8.

Instrukcja postepowania miedzy przebiegami

Pomiedzy pierwszym cyklem ekstrakcji DNA FFPE i drugim cyklem ekstrakcji RNA FFPE w ramach sekwencyjnej metody
DNA/RNA nalezy wykona¢ nastepujace czynnosci:

4. Po zakonczeniu metody ekstrakcji sekwencyjnej FFPE DNA postepowac zgodnie z instrukcjami wy$wietlanymi na
ekranie, aby otworzy¢ drzwi. Sprawdzi¢, czy po zakoriczeniu przebiegu ttoczki znajduja sie w dotku nr 8 kartridzy.
Jesli ttoczki nie zostang usuniete ze stupka ttoczkéw, nalezy postepowac zgodnie z wytycznymi przedstawionymi
w instrukciji obstugi okreslonego urzadzenia Maxwell® Instrument (patrz Tabela 1), aby przeprowadzi¢ procedure
Czyszczenie w celu roztadowania ttoczkéw. Aby przygotowac sie do sekwencyjnej ekstrakcji RNA FFPE, wyswietli
sie nowy ekran konfiguracji kartridza.

5. Probowki Elution Tubes zawierajace DNA nalezy zamkna¢ zatyczka i wyja¢ natychmiast po zakonczeniu cyklu,
aby zapobiec odparowaniu eluatéw.
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Pod koniec procesu sekwencyjnej ekstrakcji DNA metodg FFPE zywica jest umieszczana w dotku nr 2 w celu

przygotowania do procesu sekwencyjnej ekstrakcji RNA metodg FFPE.

Uwagi:

a. Nie wyjmowac ani nie wyrzucaé kartridzy ani ttokdw ze stojaka na kartridze. Zostang one ponownie
wykorzystane do sekwencyjnej ekstrakcji RNA FFPE.

b. Przystapi¢ do sekwencyjnej ekstrakcji FFPE RNA w ciggu 2 godzin od zakoriczenia sekwencyjnej ekstrakcji
FFPE DNA.

Wyswietli sie ekran konfiguracji kartridza, wskazujacy pozycje probek i informacje o $ledzeniu wprowadzone
przed pierwszym cyklem ekstrakcji DNA. W razie potrzeby informacje te mozna edytowac, tak aby odzwierciedlaty
wszelkie zmiany w przetwarzanych kartridzach, poprzez dotkniecie przycisku Wiacz edycje. Wiecej informacji
zawiera rozdziat 8.

Dotkna¢ przycisku Kontynuuj, aby wyswietli¢ ekran ,Lista kontrolna ekstrakcji”.

Przebieg 2: Ekstrakcja RNA

9.

10.

11.

12.

13.

Umiesci¢ pustg probéwke Elution Tube w potozeniu Elution Tube dla kazdego kartridza na stojaku(-ach)

na kartridze.

Uwaga: Uzywac wytgcznie probdwek Elution Tubes dostarczonych w zestawie Maxwell® CSC XtractAll FFPE
DNA/RNA Kit. Inne probéwki do elucji moga nie by¢ zgodne z urzadzeniem Maxwell® CSC Instrument, co moze
wplynaé na wynik ekstrakcji RNA.

Na dnie kazdej probéwki Elution Tube umiesci¢ 50 pl Nuclease-Free Water. Probdwki Elution Tubes musza by¢
otwarte podczas ekstrakcji RNA (Rysunek 7).

Uwaga: uzywac wytacznie Nuclease-Free Water dostarczonej w zestawie Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA
Kit. Stosowanie innych buforéw elucyjnych moze mie¢ wptyw na wydajnosé ekstrakcji RNA lub dalsze uzytkowanie.

Bezposrednio przed uzyciem nalezy przygotowac koktajl MnCl, i DNazy |, jak pokazano ponizej:

Odczynnik llosé/reakcja Reakcje (Liczba prébek + 2) Lacznie
MnCl,, 0,09 M 17 4l n+2 17 plx (n +2)
DNaza I' (z niebieskim barwnikiem) 10 ul n+2 10 plx (n+2)

"Przechowywac pozostatg zrekonstruowang DNaze | z niebieskim barwnikiem w temperaturze od -30°C do -10°C.

Dodac 27 pl koktajlu DNazy | do dotka nr 7 kazdego kartridza.
Uwaga: Nie przechowywac¢ zadnego pozostatego, niewykorzystanego koktajlu Dnazy I.

Dodaé 500 pl 100% izopropanolu do dotka nr 1.
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6.E. Protokot ekstrakcji sekwencyjnego DNA i RNA (ciag dalszy)

14.  Umiesci¢ tace w aparacie Maxwell®, sprawdzi¢, czy wykonano wszystkie czynnosci z listy kontrolnej ekstrakcji
i nacisna¢ przycisk Rozpocznij, aby rozpocza¢ drugi cykl sekwencyjnej ekstrakcji RNA FFPE.
Uwaga: Szczegdtowe instrukcje dotyczace konfiguracji urzadzenia mozna znalez¢ w rozdziale 7.

Uzytkownik dodaje do dotkéw:
1. 500 pl 100% izopropanolu (doda¢ do istniejacej probki w dotku nr 1)

7. 27 pl koktajlu DNazy |

8. CSC/RSC Plunger (ten sam ttoczek, ktory byt uzywany podczas
sekwencyjnej ekstrakcji DNA FFPE i ktéry powinien znajdowac sie juz
w dotku nr 8)

11339TC

Rysunek 6. Kartridz Maxwell® CSC Cartridge. Do istniejacej probki dodano izopropanol w dotku nr 1, koktajl DNazy
do dotka nr 7, a ten sam tloczek, ktéry byt uzywany w procesie sekwencyjnej ekstrakcji DNA FFPE, powinien znalezé
sie w dotku nr 8.

Rysunek 7. Ustawianie i konfiguracja stojaka na kartridze. Nuclease-Free Water jest dodawana do probdwek
Elution Tubes w sposdb przedstawiony na rysunku. Przed rozpoczeciem metody ekstrakcji nalezy otworzy¢ probowki
Elution Tubes.
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7.  Konfiguracja i uruchamianie urzadzenia Maxwell® Instrument

Metody Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA, RNA, TNA i DNA/RNA Sequential Methods dla urzadzenia Maxwell® CSC
Instrument mozna pobrac ze strony:
www.promega.com/resources/software-firmware/maxwell-maxprep/maxwell-cscsoftware-firmware-methods/

Metody Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA, RNA, TNA i DNA/RNA Sequential Methods dla urzadzenia Maxwell® CSC 48
Instrument mozna pobra¢ ze strony:
www.promega.com/resources/software-firmware/maxwell-maxprep/maxwell-csc-48-methods/

Uwaga: Zestaw Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Kit jest kompatybilny wytacznie z oprogramowaniem
Maxwell® CSC w wersji 4.0.0 lub nowszej albo oprogramowaniem Maxwell® CSC 48 w wersji 4.1.1 lub nowszej.

W przypadku podejrzenia, Ze aparat zostat zanieczyszczony RNaza, wyczyscié go przed uzyciem. Nalezy przestrzegaé
wytycznych w rozdziale dotyczacym czyszczenia i konserwacii w instrukcji obstugi urzadzenia Maxwell®CSC Instrument
IVD Mode nr TM457 lub instrukcji obstugi urzadzenia Maxwell® CSC 48 Instrument IVD Mode nr TM623.

1. Wigczy¢ urzadzenie Maxwell® Instrument i Tablet PC. Zalogowac sie na komputerze typu Tablet PC i uruchomi¢
oprogramowanie Maxwell® CSC IVD-mode, dotykajac dwukrotnie ikony na pulpicie. Urzadzenie przeprowadzi
autotest i ustawi w potozeniu wyjsciowym wszystkie ruchome czesci.

2. Wybra¢ opcje Rozpocznij na ekranie ,Ekran gtéwny"”.
3. Zeskanowa¢ lub wprowadzi¢ kod kreskowy znajdujacy sie w prawym gérnym rogu etykiety zestawu Maxwell® CSC
XtractAll FFPE DNA/RNA Kit (Rysunek 8).

Uwaga: Kod kreskowy metody zestawu Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Kit jest wymagany do przeprowadzenia
ekstrakcji DNA przy uzyciu urzadzeri Maxwell® CSC Instruments. Etykieta zestawu zawiera dwa kody kreskowe.

Kod kreskowy metody przedstawiono na Rysunku 8. Jezeli nie mozna zeskanowac¢ kodu kreskowego, nalezy
skontaktowac sie z dziatem Promega Technical Services (techserv@promega.com).

AS15601446242027-07

Maxwell® CSC XtractAll @
FFPE DNA/RNA Kit Danger

Gefahr
Peligro

Rysunek 8. Etykieta zestawu z kodem kreskowym do zeskanowania. Kod kreskowy do zeskanowania, stuzacy do
uruchomienia metody ekstrakcji, znajduje sie w niebieskiej ramce, w prawym gérnym rogu etykiety zestawu.
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7.  Konfiguracja i uruchamianie urzadzenia Maxwell® Instrument (ciag dalszy)

4. Na ekranie wyboru metody wybra¢ metode odpowiadajgca przetwarzanemu przeptywowi pracy: Maxwell® CSC
XtractAll FFPE DNA, Maxwell® CSC XtractAll FFPE RNA, Maxwell® CSC XtractAll FFPE Total Nucleic Acid lub
Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Sequential.

4 METHODS

Rysunek 9. Ekran wyboru metody. Wybra¢ metode odpowiadajacg zgdanemu przeptywowi pracy.
5. Sprawdzié, czy wybrano prawidtowa metode ekstrakcji i dotknaé przycisku Kontynuuj.

6.  Na ekranie Konfiguracja kartridza dotkng¢ pozycji kartridza, aby zaznaczy¢ lub odznaczy¢ wszelkie potozenia,
ktére majg zostac uzyte w ramach przebiegu ekstrakcji. Wprowadzi¢ wymagane dane identyfikacyjne prébek
i nacisna¢ przycisk Kontynuuj, aby kontynuowac.
Uwaga: Podczas uzytkowania urzgdzenia Maxwell® CSC 48 Instrument nacisng¢ przycisk Przéd lub Tyt, aby wybraé¢
lub cofnaé wybor pozycji kartridza na kazdym stojaku na kartridze.
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7. Pootwarciu drzwi urzadzenia potwierdzi¢, czy wykonano wszystkie czynnosci z listy kontrolnej ekstrakcji.
Sprawdzi¢, czy wstepnie przetworzone probki zostaty dodane do dotka nr 1 kartridza, czy izopropanol zostat dodany
do dotka nr 1 kartridza (tylko w przypadku sekwencyjnych przeptywow pracy RNA, TNA i FFPE RNA), czy koktajl
DNazy | zostat dodany do dotka nr 7 kartridza (tylko w przypadku sekwencyjnych przeptywdw pracy RNA i FFPE
RNA), czy kartridze sg zatadowane do urzadzenia, czy obecne sg otwarte probowki elucyjne z Nuclease-Free Water,
a ttoczki znajdujg sie w dotku nr 8. Przenies¢ stojak na kartridze zawierajacy przygotowane kartridze do platformy
urzadzenia Maxwell®.

Wktadanie stojaka na kartridze Maxwell®: Stojak na kartridze nalezy trzymac za brzegi, aby unikna¢ wypadniecia
kartridzy. Upewni¢ sie, ze stojaku na kartridze zostat umieszczony w urzadzeniu Maxwell® w taki sposéb,

ze probéwki do elucji znajduja sie mozliwie jak najblizej drzwi. Przestawié tyt stojaka na kartridze w dét i ustawié¢
go na urzadzeniu tak, aby jego tyt byt oparty o tylng czesé platformy urzadzenia. Docisna¢ przednig czes$¢ stojaka
na kartridze, aby osadzi¢ go na platformie urzadzenia. W przypadku trudnosci z ustawieniem stojaka na kartridze
na platformie sprawdzi¢, czy stojak na kartridze jest utozony w prawidtowej orientacji. Upewnic¢ sig, ze stojak na
kartridze jest odpowiednio wyréwnany i osadzony na platformie urzadzenia.

Uwaga: Sprawdzi¢ identyfikator na stojakach na kartridze Maxwell® CSC 48 z 24 pozycjami, aby okreslic,
czy powinny zostaé umieszczone z przodu, czy z tytu urzadzenia.

8.  Potwierdzi¢, ze wszystkie czynnosci wskazane przed rozpoczeciem przetwarzania zostaty wykonane, i dotkng¢
przycisku Rozpocznij, aby zamkna¢ drzwi urzadzenia i rozpoczaé przetwarzanie.

Uwaga: W przypadku korzystania z urzadzenia Maxwell® CSC 48 Instrument i wigczenia systemu Vision System
skanowanie stojakéw na kartridze rozpocznie sie po zamknigciu drzwi. Wszelkie btedy w konfiguracji stojakéw

na kartridze (np. ttoczki nieznajdujace sie w dotku nr 8, brak otwartych probéwek do elucji) spowoduije,

ze oprogramowanie powrdci do ekranu Konfiguracja kartridza, a problematyczne pozycje zostang oznaczone
wykrzyknikiem w czerwonym okregu. Dotknaé wykrzyknika, aby uzyskac opis btedu i rozwigzaé problemy zwigzane
z btedami. Ponownie dotkna¢ przycisku Rozpocznij, aby powtdrzy¢ skanowanie stojakéw na kartridze i rozpoczaé
przebieg ekstrakcji.

Ostrzezenie: Niebezpieczeristwo zmiazdzenia.

9.  Urzadzenie Maxwell® Instrument natychmiast rozpocznie cykl ekstrakcji. Na ekranie bedg wyswietlane wykonywane
kroki oraz przyblizony czas do zakoriczenia cyklu.

Uwagi:
a. Dotkniecie przycisku Przerwij spowoduje przerwanie przebiegu. Wszystkie prébki z przerwanego przebiegu
zostang utracone.

b. Jesli cykl zostanie przerwany przed jego ukoriczeniem, moze zosta¢ wyswietlony monit o sprawdzenie,
czy ttoczki sg nadal zatadowane na listwe ttoczkéw. Jesli ttoczki znajduja sie na stupku ttoczkéw, nalezy
przeprowadzi¢ procedure Czyszczenie, gdy bedzie to wymagane, postepujac zgodnie z instrukcjami podanymi
w instrukcji obstugi urzadzenia Maxwell® Instrument (patrz Tabela 1). Jesli ttoczki nie znajdujg sie na stupku
ttoczkéw, mozna poming¢ procedure Czyszczenie po wyswietleniu monitu. Prébki zostang utracone.

10.  Po zakonczeniu cyklu ekstrakcji (przeptywy pracy DNA, RNA, TNA) lub obu sekwencyjnych cykli ekstrakcji DNA/RNA
interfejs uzytkownika wyswietli komunikat informujacy o zakofczeniu metody.
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7.  Konfiguracja i uruchamianie urzadzenia Maxwell® Instrument (ciag dalszy)

Koniec przebiegu

11.  Po zakorczeniu metody postepowac zgodnie z instrukcjami wyswietlanymi na ekranie, aby otworzy¢ drzwi.
Sprawdzi¢, czy po zakoriczeniu przebiegu ttoczki znajduja sie w dotku nr 8 kartridza. Jesli ttoczki nie zostang
usuniete ze stupka ttoczkdéw, nalezy postepowac zgodnie z wytycznymi przedstawionymi w instrukcji obstugi
urzadzenia Maxwell® Instrument (patrz Tabela 1), aby przeprowadzi¢ procedure Czyszczenie i podjgé prébe
roztadunku ttoczkéw.

12.  Natychmiast po zakonczeniu przebiegu nalezy zatkac i wyja¢ probowki Elution Tubes zawierajace kwas nukleinowy,
aby zapobiec odparowaniu eluatéw. 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 upewnic sig, ze probki zostaty
usuniete z urzadzenia w celu zapobiezenia uszkodzeniu wyekstrahowanego kwasu nukleinowego. Prébki DNA
mozna przechowywa¢ maksymalnie przez jeden tydzien w temperaturze 4°C oraz maksymalnie przez jeden miesiac
w temperaturze -20°C. Prébki RNA i TNA mozna przechowywac¢ przez noc w temperaturze od -30°C do -10°C lub
w temperaturze nizszej niz -60°C w przypadku dtuzszego przechowywania.

.f 13.  Kartridze i ttoczki nalezy usuna¢ ze stojakéw na kartridze Maxwell® i wyrzuci¢ jako odpady niebezpieczne zgodnie

)

z procedurami obowigzujacymi w instytucji. Kartridze i ttoczki sg przeznaczone do stosowania z pojedynczg probka
tkanki FFPE w ramach jednego cyklu pracy, natomiast probdwki elucyjne sg przeznaczone do jednorazowego
uzytku. Nie wolno ponownie uzywac kartridzy Maxwell® CSC Cartridges, ttoczkéw CSC/RSC Plungers ani probdwek
Elution Tubes do wiecej niz jednej prébki.
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8.  Efektywno$¢ przeptywu pracy

Przebieg pracy DNA/RNA sequential zestawu Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Kit taczy w jednym protokole
metode ekstrakcji wytgcznie DNA i metode ekstrakcji wytacznie RNA. Dlatego tez podczas stosowania przeptywu pracy
DNA/RNA Sequential najpierw przeprowadza sie ekstrakcje DNA, a nastepnie ekstrakcje RNA z tej samej prdbki tkanki
FFPE. Przeptyw pracy DNA/RNA sequential zostat zaprojektowany w wyjatkowy sposdb, aby wyodrebni¢ DNA i RNA

do oddzielnych probéwek elucyjnych, jednoczesnie oszczedzajac informacje o $ledzeniu prébki. Jednoczesnie $ledzenie
probki jest na tyle elastyczne, ze mozna wprowadza¢ modyfikacje miedzy dwoma cyklami.

Dostepne przeptywy pracy w metodzie

sekwencyjnej DNA/RNA
Krok Sekwencyjne DNA/RNA Tylko DNA  Tylko RNA
Dodac¢ probki, kartridze i informacje o $ledzeniu prébek Dodaé Dodaé
Pierwsza ekstrakcja (DNA) metodg sekwencyjna X X
Usuwanie eluatu DNA z urzadzenia X X
Poprawi¢ prébki, kartridze i informacje o $ledzeniu prébek X Usungé Dodaé
Druga ekstrakcja (RNA) metodg sekwencyjna X X
Usuwanie eluatu RNA z urzadzenia X X

9.  Instrukcje postepowania po ekstrakcji

Ustali¢, czy uzysk i czysto$¢ prébki wyekstrahowanego kwasu nukleinowego spetniajg wymogi wejsciowe dla dalszego
oznaczenia przed ich wykorzystaniem w tym oznaczeniu. Wydajno$¢ zestawu oceniano na podstawie amplifikacji

i iloSciowego oznaczania wyekstrahowanych kwaséw nukleinowych przy uzyciu barwnika fluorescencyjnego. Inne
metody iloSciowego okreslania, w tym absorbancja, moga nie korelowa¢ z amplifikacjg kwaséw nukleinowych lub
ilosciowym okreslaniem opartym na fluorescencji. Odczyty absorbancji kwaséw nukleinowych wyekstrahowanych

z prébek tkanek FFPE mogg zawyzaé uzysk; zaleca sie stosowanie bardziej szczegétowych metod okreslania uzysku
dla kwaséw nukleinowych.

10. Ocena wydajnosci analitycznej

Wydajnos$¢ analityczng zestawu Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Kit oceniono przy uzyciu prébek tkanek ludzkich
FFPE przetworzonych na instrumentach Maxwell® CSC i Maxwell® CSC 48 Instruments. Wydajno$¢ ekstrakcji DNA
oceniono przy uzyciu przeptywu pracy Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Sequential, poniewaz przeptyw pracy
Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA jest identyczny z poczatkowg czescig ekstrakcji DNA w sekwencyjnym przeptywie
pracy w procesie ekstrakcji Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Sequential.
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10.A. llosé, jakos¢ i zdolnosé do amplifikacji DNA

Tabela 2. Amplifikacja DNA wyekstrahowanego przy uzyciu przeptywéw pracy Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA
Sequential i TNA. DNA i catkowity kwas nukleinowy wyekstrahowano oddzielnie z szesciu pojedynczych replik probek
pojedynczych, typowych rozmiaréw przekrojow tkanek FFPE piersi, watroby i macicy, stosujgc odpowiednio przeptywy
pracy Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Sequential i TNA. Wyekstrahowane DNA i catkowity kwas nukleinowy
wykorzystano w tescie qPCR do amplifikacji rybonukleazy P H1 (102 pb) w celu oceny ilosci DNA, a takze genu odwrotnej
transkryptazy telomerazy (TERT) (164 pb) jako dtuzszego celu DNA w celu oceny jakosci DNA. Przedstawiono $rednie
stezenie DNA dla kazdego zestawu powtérzen. Sredni uzysk DNA ze wszystkich probek tkankowych FFPE wynosita co
najmniej 100 kopii/pl rybonukleazy P H1 i co najmniej 25 kopii/pl TERT.

Srednie stezenie DNA (kopie/pl)

Przeptyw pracy Maxwell® CSC XtractAll Typ tkanki FFPE RNaza P H1 TERT

DNA/RNA Sequential Piers 5333 7162
Watroba 10 363 19 609
Macica 2762 936

TNA Pier$ 1234 3815
Watroba 3718 11894
Macica 1173 894

Tabela 3. Skalowalnos¢ wydajnosci DNA przy uzyciu przeptywow pracy Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Sequential
i TNA. DNA i catkowity kwas nukleinowy wyekstrahowano oddzielnie z sze$ciu pojedynczych replik probek jednego i dwdch
typowych rozmiaréw przekrojow tkanek FFPE piersi, watroby i macicy, stosujac odpowiednio przeptywy pracy Maxwell® CSC
XtractAll FFPE DNA/RNA Sequential i TNA. Wyekstrahowane DNA i catkowity kwas nukleinowy wykorzystano w tescie gPCR
do amplifikacji rybonukleazy P H1 (102 pb) w celu oceny ilosci DNA, a takze TERT (164 pb) jako dtuzszego celu genu w celu
oceny jakosci DNA. Przedstawiono Sredni stosunek stezenia DNA pomiedzy jednym a dwoma przekrojami tkanki FFPE

dla kazdego zestawu replikatow. Sredni stosunek stezenia DNA wyekstrahowanego z dwéch wycinkéw do jednego wycinka
prébek tkanki FFPE wynosit co najmniej 1,4 zardwno dla rybonukleazy P H1, jak i TERT.

Sredni stosunek stezenia DNA
z dwoch i jednego wycinka tkanki FFPE

Przeptyw pracy Maxwell® CSC XtractAll Typ tkanki FFPE RNaza P H1 TERT

DNA/RNA Sequential Piers$ 2,1 2,2
Watroba 1,7 1,7
Macica 2,1 23

TNA Pier$ 1,9 2,0
Watroba 2,1 2,2
Macica 1,9 1,9
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10.B. llo$é, jakosé i zdolnosé do amplifikacji RNA

Tabela 4. Amplifikacja RNA wyekstrahowanego przy uzyciu przeptywow pracy Maxwell® CSC XtractAll FFPE RNA,
DNA/RNA Sequential i TNA. RNA i catkowity kwas nukleinowy wyekstrahowano z szesciu indywidualnych replik
pojedynczych, typowych pod wzgledem wielkosci wycinkéw tkanek FFPE piersi, watroby i macicy. Do ekstrakcji RNA
wykorzystano przeptywy pracy Maxwell® CSC XtractAll FFPE RNA lub DNA/RNA Sequential; do ekstrakcji catkowitego
kwasu nukleinowego wykorzystano przeptyw pracy Maxwell® CSC XtractAll FFPE TNA. Wyekstrahowane RNA i catkowity
kwas nukleinowy wykorzystano w tescie RT-qPCR do amplifikacji RNA fosforybozylotransferazy hipoksantynowej 1
(HPRT1) (100 pb) w celu oceny ilosci RNA, a takze RNA B-aktyny (ACTB) (171 pb) jako dtuzszego celu RNA w celu oceny
jakosci RNA. Przedstawiono $rednie stezenie RNA dla kazdego zestawu powtérzen. Sredni uzysk RNA ze wszystkich
prébek tkanek FFPE wyniosta co najmniej 0,032 ng/pl dla docelowych RNA HPRT1 i ACTB.

Srednie stezenie RNA (ng/pl)

Przeptyw pracy Maxwell® CSC XtractAll Typ tkanki FFPE HPRT1 ACTB
RNA Piers 0,27 0,17
Watroba 0,71 0,30
Macica 0,91 0,30
DNA/RNA Sequential Piers$ 0,52 0,21
Watroba 0,76 0,21
Macica 0,64 013
TNA Pier$ 0,91 0,21
Watroba 1,11 0,09
Macica 1,45 0,28
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10.B.

Tabel

llos¢, jakosé i zdolnosé do amplifikacji RNA (ciag dalszy)

a 5. Skalowalnos$¢ wydajnosci RNA przy uzyciu przeptywow pracy Maxwell® CSC XtractAll FFPE RNA, DNA/RNA

Sequential i TNA. RNA i catkowity kwas nukleinowy wyekstrahowano z szesciu indywidualnych replik jednego lub

dwoéc

h, typowych pod wzgledem wielkosci wycinkéw tkanek FFPE piersi, watroby i macicy. RNA wyekstrahowano przy

uzyciu przeptywdw pracy Maxwell® CSC XtractAll FFPE RNA lub DNA/RNA Sequential; do catkowity kwas nukleinowy

zosta

t wyekstrahowany przy uzyciu przeptywu pracy Maxwell® CSC XtractAll FFPE TNA. Wyekstrahowane RNA

i catkowity kwas nukleinowy wykorzystano w tescie RT-qPCR do amplifikacji RNA HPRT1 (100 pb) w celu oceny ilosci

RNA,
steze

a takze RNA ACTB (171 pb) jako dtuzszego celu RNA w celu oceny jakosci RNA. Przedstawiono sredni stosunek
nia RNA pomiedzy jednym a dwoma przekrojami dla kazdego zestawu replikatéw. Sredni stosunek stezenia RNA

wyekstrahowanego z dwéch wycinkédw wobec jednego wycinka prébek tkanki FFPE wynosit co najmniej 1,4 zaréwno
dla HPRT1, jak i ACTB.

Sredni stosunek stezenia RNA
z dwdch i jednego wycinka tkanki FFPE

Przeptyw pracy Maxwell® CSC XtractAll FFPE Typ tkanki FFPE HPRT1 ACTB
RNA Pier$ 1,6 1,4
Watroba 1,7 1,5
Macica 18 1,6
DNA/RNA Sequential Piers$ 1,8 1,6
Watroba 1,7 1,5
Macica 2,1 2,0
TNA Pier$ 1,4 1,6
Watroba 2,6 2,2
Macica 1,9 1,7
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10.C. Kwantyfikacja oparta na barwnikach fluorescencyjnych

Tabela 6. Kwantyfikacja DNA i RNA na bazie barwnikow fluorescencyjnych przy uzyciu przeptywéw pracy Maxwell® CSC
XtractAll FFPE DNA/RNA Sequential and RNA. DNA i RNA wyekstrahowano z szesciu indywidualnych replik pojedynczych,
typowych pod wzgledem wielkosci wycinkéw tkanek FFPE piersi, watroby i macicy. Ekstrakcje DNA przeprowadzono przy
uzyciu metody Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Sequential; ekstrakcje RNA przeprowadzono przy uzyciu przeptywow
pracy Maxwell® CSC XtractAll FFPE RNA lub DNA/RNA Sequential. llo$¢ wyekstrahowanego DNA oceniano za pomoca
barwnika fluorescencyjnego specyficznego dla dwuniciowego DNA, natomiast ilo$¢ wyekstrahowanego RNA oceniano

za pomoca barwnika fluorescencyjnego specyficznego dla RNA. Srednie uzyski DNA i RNA dla kazdego zestawu replikatéw
obliczono przy uzyciu odzyskanych objetosci elucji i przedstawiono ponizej. Sredni uzysk DNA i RNA wyekstrahowanych

ze wszystkich probek tkanek FFPE, okreslona ilosciowo metoda opartg na barwniku fluorescencyjnym, wyniosta co najmniej
100 ng.

Analit Przeptyw pracy Maxwell® CSC XtractAll FFPE Typ tkanki FFPE Wydajnos¢ (ng)
DNA DNA/RNA Sequential Piers 279
Watroba 367
Macica 154
RNA RNA Piers 445
Watroba 2199
Macica 1153
DNA/RNA Sequential Piers 616
Watroba 1330
Macica 736
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10.D. Odtwarzalnos¢é

Tabela 7. Odtwarzalnos¢ ekstrakceji kwasow nukleinowych przy uzyciu przeptywéw pracy Maxwell® CSC XtractAll

FFPE RNA, DNA/RNA Sequential i TNA. Aby oceni¢ odtwarzalno$¢ ekstrakcji kwaséw nukleinowych, jeden uzytkownik
wykonat trzy indywidualne przebiegi ekstrakcji dla kazdego z przeptywdéw pracy Maxwell® CSC XtractAll FFPE RNA,
DNA/RNA Sequential i TNA przy uzyciu potaczonych, wstepnie przetworzonych probek tkanek FFPE. Eluaty wykorzystano
w tescie gqPCR w celu okreslenia ilosci DNA skierowanego do rybonukleazy P H1 (102 pb) lub w tescie RT-gPCR w celu
okreslenia ilosci RNA skierowanego do RNA HPRT1 (100 pb). Procentowy wspdtczynnik zmiennosci miedzyseryjnej

i wewnatrzseryjnej obliczono dla ekstrakcji DNA i RNA dla réznych przeptywdw pracy Maxwell® CSC XtractAll FFPE przy
uzyciu odzyskanych objetosci elucji i przedstawiono ponizej. Wszystkie uzyskane wspotczynniki zmiennosci wyniosty
mniej niz 15%.

Procentowy Procentowy
Przeptyw pracy wspotczynnik wspotczynnik
Maxwell® CSC zmiennosci zmiennosci
Analit XtractAll FFPE Numer przebiegu wewnatrz serii miedzy seriami
DNA DNA/RNA Sequential 1 13% 10%
2 8%
3 7%
TNA 1 12% 1%
2 9%
3 8%
RNA RNA 1 14% 12%
2 9%
3 13%
DNA/RNA Sequential 1 5% 6%
2 6%
3 8%
TNA 1 14% 11%
2 5%
3 12%
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10.E. Inhibicja amplifikacji ze wzgledu na substancje zaklécajace

Tabela 8. Ocena inhibicji amplifikacji DNA wyekstrahowanego przy uzyciu przeptywow pracy Maxwell® CSC XtractAll
FFPE DNA/RNA Sequential i TNA. DNA lub catkowity kwas nukleinowy wyekstrahowano z czterech indywidualnych
replik jednego lub dwdch, typowych pod wzgledem wielkosci wycinkéw tkanek FFPE piersi, watroby i macicy.

Do ekstrakcji DNA wykorzystano przeptyw pracy Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Sequential; do ekstrakcji
catkowitego kwasu nukleinowego wykorzystano przeptyw pracy Maxwell® CSC XtractAll FFPE TNA. Do oceny wptywu
substancji zaktécajacych w badaniu qPCR ukierunkowanym na rybonukleaze P H1 (102 pb) wykorzystano dwa mikrolitry
nierozciericzonego i czterokrotnie rozciericzonego roztworu kazdego z tych samych eluatéw DNA lub catkowitego
kwasu nukleinowego. Dokonano porownania wartosci C, z nierozcieficzonych i czterokrotnie rozciericzonych eluatow

w celu oceny inhibicji w ramach poszczegdlnych eluatéw z wykorzystaniem wartosci AC_ wynoszacej 2 +1 cykl,

co wskazuje na brak inhibicji. Wartosci AC, dla wszystkich eluatow dla poszczegéinych probek wahay sig od 1,9 do 2,5,
wskazujac na niewykrywalne zahamowanie amplifikacji DNA przy uzyciu DNA lub catkowitego kwasu nukleinowego
wyekstrahowanego przy uzyciu zestawu Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Kit.

Typ tkanki FFPE  Numer probki  Liczba sekcji  Przeptyw pracy TNA  Przeplyw pracy DNA/RNA Sequential

Piers$ 1 1 2,1 2,0
2 2,0 2,1
3 2,1 2,1
4 2,1 2,2
1 2 2,1 2,3
2 2,2 2,2
3 2,2 2,4
4 2,1 23
Watroba 1 1 2,0 2,1
2 2,0 2,0
3 2,0 2,2
4 2,2 2,3
1 2 1,9 2,1
2 2,1 2,0
3 2,1 23
4 2,2 2,2
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10.E. Inhibicja amplifikacji ze wzgledu na substancje zakiécajace(ciag dalszy)

Typ tkanki FFPE  Numer probki  Liczba sekcji  Przeptyw pracy TNA  Przeplyw pracy DNA/RNA Sequential

Macica 1 1 2,3 2,5
2 23 2,2
3 2,2 23
4 2,2 2,4
1 2 2,1 2,2
2 2,0 2,1
3 2,0 2,0
4 2,1 2,2

Tabela 9. Ocena inhibicji amplifikacji RNA wyekstrahowanego przy uzyciu przeptywow pracy Maxwell® CSC XtractAll
FFPE RNA, DNA/RNA Sequential i TNA. RNA lub catkowity kwas nukleinowy wyekstrahowano z czterech indywidualnych
replik jednego lub dwéch, typowych pod wzgledem wielkosci wycinkéw tkanek FFPE piersi, watroby i macicy. Do ekstrakcji
RNA wykorzystano przeptywy pracy Maxwell® CSC XtractAll FFPE RNA lub DNA/RNA Sequential; do ekstrakcji catkowitego
kwasu nukleinowego wykorzystano przeptyw pracy Maxwell® CSC XtractAll FFPE TNA. Do oceny wptywu substancji
zaktdécajacych w badaniu RT-qPCR ukierunkowanym na rybonukleaze HPRT1 RNA (100 pb) wykorzystano dwa mikrolitry
nierozcieficzonego i czterokrotnie rozciericzonego roztworu kazdego z tych samych eluatéw RNA lub catkowitego kwasu
nukleinowego. Dokonano poréwnania wartosci C, z nierozciericzonych eluatéw i czterokrotnie rozciericzonych eluatow

w celu oceny inhibicji w ramach poszczegélnych eluatéw z wykorzystaniem ACEI wynoszacej 2 +1 cykl, co wskazuje na
brak inhibicji. Wartosci AC, dla wszystkich eluatéw dla poszczegdlnych probek wahaly sie od 1,2 do 2,7, wskazujac na
niewykrywalne zahamowanie amplifikacji RNA przy uzyciu RNA lub catkowitego kwasu nukleinowego wyekstrahowanego
za pomoca zestawu Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Kit.

Przeptyw Przeptyw Przeptyw pracy

Typ tkanki FFPE Numer prébki Liczba sekcji pracy RNA pracy TNA DNA/RNA Sequential
Piers 1 1 2,7 1,7 2,4

2 1,6 1,5 1,4

8 2,0 1,4 1,5

4 1,5 1,7 1,7

1 2 1,4 1,5 1,6

2 1,7 1,4 1,5

3 1,8 2,3 2,1

4 2,4 1,7 1,6
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Przeptyw Przeptyw Przeptyw pracy

Typ tkanki FFPE Numer prébki Liczba sekc;ji pracy RNA pracy TNA DNA/RNA Sequential
Watroba 1 1 1,7 1,3 1,5

2 1,6 2,2 1,6

3 1,9 1,5 1,6

4 1,9 1,5 21

1 2 1,8 1,8 1,4

2 1,3 1,5 1,9

3 1,7 1,8 2,0

4 19 2,1 1,2
Macica 1 1 1,8 1,7 2,1

2 1,7 2,3 1,4

3 2,0 2,0 1,9

4 1,8 21 1,6

1 2 2,0 2,2 1,8

2 1,7 1,4 1,2

3 1,9 1,5 1,6

4 1,7 1,8 2,1

10.F. Zanieczyszczenie krzyzowe

Ocena zanieczyszczenia krzyzowego zostata przeprowadzona przy uzyciu zestawu Maxwell® CSC XtractAll FFPE
DNA/RNA Kit z urzadzeniami Maxwell® CSC Instruments poprzez naprzemienne umieszczanie kartridzy Maxwell® CSC
zawierajacych probki tkanek ludzkich FFPE i prébek tkanek mysich FFPE na stojaku na kartridze Maxwell® CSC/RSC

w ramach jednego cyklu ekstrakcji. Zbadano przeptywy pracy Maxwell® CSC XtractAll FFPE RNA, DNA/RNA Sequential

i TNA. Do identyfikacji potencjalnego zanieczyszczenia krzyzowego pochodzgcego z sasiednich kartridzy Maxwell® CSC
cartridges wykorzystano obecno$¢ ludzkiego DNA lub RNA w prébkach myszy, ocenionych odpowiednio za pomocg gPCR
lub RT-gPCR. Wszystkie probki tkanki mysiej FFPE, ktére poddano obrébce w pozycjach laboratoryjnych sgsiadujacych

z probkami tkanki ludzkiej FFPE, miaty wartosci C, wyzsze od warto$ci C, uzyskanych dla najnizszych stezen DNA

lub RNA na odpowiedniej krzywej standardowej.
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11. Ocena wydajnosci klinicznej

Ocena wydajnosci klinicznej zestawu Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Kit zostata przeprowadzona przez
zewnetrzne laboratorium kliniczne z wykorzystaniem urzgdzenia Maxwell® CSC 48 Instrument. DNA, RNA i catkowity
kwas nukleinowy (TNA) ekstrahowano z ludzkich prébek tkanek FFPE przy uzyciu réznych metod ekstrakcji Maxwell® CSC
XtractAll FFPE, a kwasy nukleinowe amplifikowano w tescie istotnym klinicznie.

11.A. Przeplyw pracy ekstrakcji DNA

DNA zostato wyekstrahowane z ludzkich prébek tkanek FFPE od dwunastu indywidualnych dawcéw przez jednego
badacza przy uzyciu zaréwno metody Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA, jak i standardowej metody oczyszczania DNA
w zewnetrznym laboratorium klinicznym dla odniesienia. Uzyskane eluaty DNA analizowano za pomocg testu qPCR przy
uzyciu cobas® EGFR Mutation Test. Wyniki testu opartego na amplifikacji byty zgodne miedzy wszystkimi dwunastoma
prébkami DNA wyekstrahowanymi za pomocg zestawu Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Kit a laboratoryjna
referencyjna metoda ekstrakcji DNA.

11.B. Przeplyw pracy ekstrakcji RNA

RNA zostato wyekstrahowane z ludzkich prébek tkanek FFPE od dwunastu indywidualnych dawcéw przez jednego
badacza przy uzyciu zaréwno metody Maxwell® CSC XtractAll FFPE RNA, jak i standardowej metody oczyszczania RNA
w zewnetrznym laboratorium klinicznym dla odniesienia. Otrzymane eluaty RNA analizowano metodg RT-qPCR z uzyciem
starteréw fosforybozylotransferazy hipoksantynowej 1 (HPRT1). Wyniki testu amplifikacji byty zgodne miedzy wszystkimi
dwunastoma prébkami RNA wyekstrahowanymi za pomocg zestawu Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Kit

a laboratoryjna referencyjna metoda ekstrakcji DNA.

11.C. Przeplyw pracy ekstrakcji catkowitego kwasu nukleinowego

Catkowity kwas nukleinowy (TNA) zostat wyekstrahowany z ludzkich probek tkanek FFPE od dwunastu indywidualnych
dawcow przez jednego badacza przy uzyciu metody Maxwell® CSC XtractAll FFPE TNA. Do oddzielnej ekstrakcji DNA

i RNA, przy uzyciu referencyjnych metod ekstrakcji DNA i RNA stosowanych przez zewnetrzne laboratorium kliniczne,
wykorzystano sekcje pochodzace z tych samych dwunastu prébek tkanek FFPE.

Uzyskane eluaty TNA z zestawu Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Kit i eluaty DNA z laboratoryjnej referencyjnej
metody ekstrakcji DNA analizowano za pomocg testu gPCR przy uzyciu cobas® EGFR Mutation Test. Dodatkowo eluaty
TNA z zestawu Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Kit i eluaty RNA z laboratoryjnej referencyjnej metody ekstrakcji
RNA analizowano za pomocg testu RT-qPCR ze starterami HPRT1. Wyniki amplifikacji w testach EGFR Mutation i HPRT1
wykazaty zgodno$¢ miedzy wszystkimi probkami TNA wyekstrahowanymi przy uzyciu zestawu Maxwell® CSC XtractAll
FFPE DNA/RNA Kit a DNA lub RNA wyekstrahowanymi przy uzyciu odpowiednich laboratoryjnych metod referencyjnych.

30 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
TM755 - 5/25 www.promega.com



0

Promega

11.D. Przeplyw pracy ekstrakcji sekwencyjnego DNA/RNA

DNA i RNA zostaty wyekstrahowane do oddzielnych eluatéw z ludzkich prébek tkanek FFPE od dwunastu indywidualnych
dawcow przez dwdch badaczy przy uzyciu metody Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Sequential. Do oddzielnej
ekstrakcji DNA i RNA, przy uzyciu referencyjnych metod oczyszczania DNA i RNA stosowanych przez zewnetrzne
laboratorium kliniczne, wykorzystano sekcje pochodzgce z tych samych dwunastu prébek tkanek FFPE.

Uzyskane eluaty DNA z systemu Maxwell® CSC i z laboratoryjnej referencyjnej metody ekstrakcji DNA analizowano

za pomoca testu gPCR przy uzyciu cobas® EGFR Mutation Test. Wyniki amplifikacji wykazaty zgodno$¢ wszystkich prébek
DNA wyekstrahowanych za pomocg zestawu Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Kit przy uzyciu przeptywu pracy
DNA/RNA Sequential i laboratoryjnej referencyjnej metody ekstrakcji DNA, a takze miedzy dwoma badaczami.

Podobnie wyniki eluatéw RNA z zestawu Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Kit i z laboratoryjnej referencyjnej
metody ekstrakcji RNA analizowano za pomocg testu RT-qPCR ze starterami HPRT1. Wyniki amplifikacji wykazaty
zgodno$¢é wszystkich probek RNA wyekstrahowanych za pomoca zestawu Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Kit
przy uzyciu przeptywu pracy DNA/RNA Sequential i laboratoryjnej referencyjnej metody ekstrakcji DNA, a takze migdzy
dwoma badaczami.
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12. Rozwigzywanie probleméw

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

Objawy Przyczyny i komentarze

Nizsze niz oczekiwane stezenie kwasu Wydajno$¢ zestawu zostata oceniona poprzez wyizolowanie
nukleinowego w eluacie (typowy wycinek tkanki kwaséw nukleinowych z maksymalnie czterech wycinkéw tkanki
FFPE powinien pozwoli¢ na uzyskanie FFPE o maksymalnej grubosci 20 um. Uzywac tylko wycinkéw

amplifikowalnego kwasu nukleinowego w oparciu  zgodnych ze specyfikacja rozmiaru.

0 wielkos¢ tkanki, sktad komdrkowy, stan utrwalenia zestaw jest zaprojektowany do uzytku z probkami tkanek FFPE.

formaling i postgpowanie proceduralne) Nie jest zaprojektowany do uzytku z probkami tkanek innymi
niz FFPE, takimi jak $wieze lub zamrozone prébki tkanek.
Czasy inkubacji i temperatury byly badane w celu zapewnienia
optymalnego uzysku kwasu nukleinowego.

Zestaw nie jest przeznaczony do uzytku z prébkami tkanek FFPE
przygotowanymi przy uzyciu utrwalaczy innych niz 10% obojetnie
buforowana formalina. Nalezy skontaktowac sie z laboratorium patologii
lub dostawca w celu potwierdzenia, czy nie uzyto innego utrwalacza.

Zestaw Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Kit nie byt
testowany z wybarwionymi szkietkami lub wycinkami tkanek
FFPE. Proces ekstrakcji nalezy powtérzy¢ z uzyciem bezbarwnego
szkietka podstawowego lub wycinka.

Wydajnos¢é zestawu oceniano na podstawie amplifikacji i ilo$ciowego
oznaczania wyekstrahowanych kwaséw nukleinowych przy uzyciu
barwnika fluorescencyjnego. Inne metody iloSciowego okreslania,

w tym absorbancja, moga nie korelowac ze stezeniami opartymi na
amplifikacji i fluorescencii.

Mogto dojs¢ do wprowadzenia RNaz lub DNaz podczas przetwarzania
lub ilo$ciowego oznaczania probek. Aby dowiedzie¢ sie, jak stworzyé
srodowisko wolne od rybonukleaz, nalezy zapozna¢ sie z rozdziale 13.

Koktajl DNazy | zostat dodany do kartridza zgodnie z niewtasciwym
przebiegiem pracy. Koktajl DNazy | nalezy dodawa¢ wytacznie do dotka
nr 7 kartridza w przypadku przeptywoéw pracy RNA i RNA Sequential.

Izopropanol nie zostat dodany do kartridza zgodnie z wtasciwym
przebiegiem pracy (RNA, TNA lub RNA Sequential) lub zostat
dodany do niewtasciwego dotka kartridza.

W aparacie zastosowano nieprawidtowa metode ekstrakcji Maxwell®.
Potwierdzi¢, ze zastosowana metoda ekstrakcji Maxwell® jest zgodna
z przygotowaniem kartridza dla danego przeptywu pracy.

Do probdwek do elucji nie dodano Nuclease-Free Water lub dodano
nieprawidtowg objetosé. Zestaw przetestowano przy objetosci
elucji 50 pl.
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Przyczyny i komentarze

Jakos$¢ ponizej oczekiwar (eluat zawiera znacznie
pofragmentowane kwasy nukleinowe lub inhibitory
dla dalszego oznaczania analitycznego)

Wycinek(-ki) tkanki FFPE uzyty(-e) do ekstrakcji moze(-gg) zawiera¢
pofragmentowane kwasy nukleinowe ze wzgledu na warunki utrwalania
formaling lub sposdb obchodzenia sie z nig. Jezeli kwasy nukleinowe
zostang pofragmentowane przed zastosowaniem metody ekstrakcii,
pofragmentowany kwas nukleinowy zostanie oczyszczony za pomocg
tego zestawu. Nalezy powtdrzy¢ ekstrakcje przy uzyciu sasiedniego
wycinka w celu oceny, czy problem dotyczy wycinka tkanki FFPE,

czy procesu ekstrakcji.

Niektore testy amplifikacji s szczegdlInie wrazliwe na inhibitory.
Dalsze kontrole testow powinny zidentyfikowaé obecnos¢ inhibitoréw
amplifikacyjnych w eluacie. Uzytkownik jest odpowiedzialny

za sprawdzenie kompatybilno$ci produktu z oznaczeniami

na dalszych etapach bedacych przedmiotem zainteresowania.

Obecnos$¢ w eluacie réznych typoéw kwasdw nukleinowych

(DNA i RNA) moze powodowac konkurencje w dalszych testach.
W przypadku konkurencji nalezy zoptymalizowac test pod katem
interesujacego analitu.

DNA obecne w eluatach RNA, co moze zakiécaé
dalsze badania

Koktajl DNazy I nie zostat dodany do kartridza zgodnie z wtasciwym
przebiegiem pracy (RNA lub sekwencyjnym RNA) lub zostat dodany
do niewtasciwego dotka kartridza. Koktajl DNazy | nalezy dodawac
wytacznie do dotka nr 7 kartridza.

Podczas wykonywania przeptywu pracy DNA/RNA Sequential nie
wyjeto probdwki Elution Tube ze stojaka na kartridze i zastgpiono
ja nowa probéwka elucyjng i buforem elucyjnym.

RNA obecne w eluatach DNA, co moze zaktdcaé
dalsze badania

Eluaty DNA mozna podda¢ dziataniu rybonukleazy w celu usuniecia
RNA obecnego w prébkach DNA, jesli wymagane jest DNA wolne
od RNA.

Metoda DNA jest przypadkowo lub celowo przerywana
w trakcie sekwencyjnego przeptywu pracy DNA/RNA.

Prébki RNA mozna odzyskaé, poddajac kartridz dziataniu metody
Maxwell® CSC XtractAll FFPE RNA.

Przenoszenie zywicy do eluatéw

Niestrawiong tkanke FFPE przeniesiono do kartridza. Jezeli po
uptywie 1-godzinnej inkubacji pozostanie jaka$ niestrawiona tkanka
FFPE (sekcja 5.A), nalezy odwirowac probowki z probka przy

10 000 x g przez 20 sekund w celu oddzielenia niestrawionego
materiatu. Nie wolno przenosi¢ do kartridza materiatu
granulowanego lub niestrawionego.

Przenoszenie zywicy w pewnym zakresie jest zjawiskiem normalnym
i nie ma wptywu na wydajnos$¢ dalszych etapow badania. Jesli to
konieczne, uzy¢ Elution Magnet ([Cat.# AS4017, Cat.# AS4018 lub
obal; dostepne oddzielnie), aby przenies¢ eluat do nowej probowki.
Patrz Rozdziat 14, Powigzane produkty.
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12. Rozwiazywanie probleméw (ciag dalszy)

Objawy Przyczyny i komentarze
Brazowe smugi zywicy na $ciankach Resztki parafiny lub materiatu probki przylegaja do Scianki probéwki
probdwek elucyjnych. w trakcie przetwarzania. Tego typu rozmazywanie jest zjawiskiem

normalnym, rézni sie w zaleznosci od sktadu prébki (np. liczby
zwojéw, zawartosci parafiny) i nie wptywa na jako$¢ eluatu ani
na wydajno$¢ dalszego procesu.

Odzyskana objetos¢ eluatu jest zbyt mata lub Objetosci elucji wynoszace 30-100 pl przetestowano przy uzyciu
zbyt duza do wykorzystania w dalszych analizach zestawu Maxwell® CSC XtractAll FFPE DNA/RNA Kit i wyniki
byty dobre.

Wszelkie powazne incydenty, ktére miaty miejsce w zwigzku z urzadzeniem, ktére doprowadzity lub moga prowadzi¢
do smierci lub powaznych obrazen uzytkownika lub pacjenta, nalezy niezwtocznie zgtasza¢ producentowi. Uzytkownicy
majacy siedzibe w Unii Europejskiej powinni réwniez zgtasza¢ wszelkie powazne incydenty wtasciwemu organowi
paristwa cztonkowskiego, w ktérym uzytkownik i/lub pacjent ma siedzibe.

13. Tworzenie sSrodowiska wolnego od rybonukleaz

Rybonukleazy sa bardzo trudne do zdezaktywowania. Nalezy uwazac, aby nie wprowadzi¢ aktywnosci RNazy do prébek
RNA podczas lub po izolacji. Jest to szczegdlnie wazne w przypadku gdy materiat wyjsciowy jest dostepny tylko
w ograniczonych ilosciach. Ponizsze uwagi mogg poméc w zapobieganiu przypadkowej kontaminacji prébek RNaza.

1. Dwa najczestsze zrddta kontaminacji RNazg to dionie uzytkownika oraz bakterie lub plesnie, ktére moga
wystepowac na czasteczkach kurzu unoszacych sie w powietrzu. Aby zapobiec zanieczyszczenia pochodzacego
z tych Zrédet, nalezy stosowac technike aseptyczng podczas obchodzenia sie z odczynnikami dostarczonymi
wraz z niniejszym systemem. Nalezy zawsze nosi¢ rekawiczki. Nalezy zmieniac rekawiczki za kazdym razem,
gdy wystepuje podejrzenie, ze mogto dojs$¢ do kontaktu z rybonukleazami.

2. W miare mozliwosci do przenoszenia RNA nalezy stosowac sterylne, jednorazowe wyroby z tworzyw sztucznych.
Materiaty te s zwykle wolne od RNaz i nie wymagajg zabiegédw majacych na celu ich dezaktywacje.

3. Niesterylne artykuty szklane i plastikowe nalezy poddaé obrébce przed uzyciem, aby upewnié sie, ze sa
wolne od RNazy. Wyzarza¢ szkto w temperaturze 200°C przez noc, a wyroby plastikowe doktadnie optukac,
uzywajac 0,1 N NaOH, 1 mM EDTA, a nastepnie wodg wolng od RNazy. Mozna réwniez uzy¢ dostepnych
na rynku produktéw do usuwania RNaz, przestrzegajac instrukcji producenta.

4. Roztwory niedostarczone wraz z systemem odkazac przez dodanie piroweglanu dietylu (DEPC) do osiggniecia
stezenia 0,1% w wyciagu laboratoryjnym. Inkubowa¢ przez noc, mieszajac w temperaturze pokojowej w wyciggu
laboratoryjnym. Umiesci¢ w autoklawie na 30 minut, aby usung¢ wszelkie $lady DEPC.

Przestroga: DEPC jest sSrodkiem podejrzewanym o wtasciwosci rakotworcze i nalezy go stosowac wytgcznie
w wyciagu laboratoryjnym odprowadzajacym opary chemiczne. DEPC szybko reaguje z aminami i nie mozna
go stosowac do obrdbki buforéw Tris.

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

34 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
TM755 - 5/25 www.promega.com



()

Promega
14. Powiazane produkty
Urzadzenie i akcesoria
Produkt llosé Cat.#
Maxwell® CSC Instrument* 1 szt. AS6000
Maxwell® CSC 48 Instrument* 1 szt. AS8000
Maxwell® RSC/CSC Deck Tray 1 szt. SP6019
Maxwell® RSC/CSC 48 Front Deck Tray 1 szt. AS8401
Maxwell® RSC/CSC 48 Back Deck Tray 1 szt. AS8402
Microtube, 1,5 ml 1000 szt./opakowanie V1231
Elution Magnet, 16 pozycji 1 szt. AS4017
Elution Magnet, 24 pozycje 1 szt. AS4018

* Do stosowania w diagnostyce in vitro. Niniejszy produkt jest dostepny wytgcznie w niektdrych krajach.

Maxwell® CSC Reagent Kits

Liste dostepnych zestawéw odczynnikéw Maxwell® CSC mozna znalez¢ na stronie www.promega.com.

© 2025 Promega Corporation. Wszelkie prawa zastrzezone.
Maxwell jest zastrzezonym znakiem towarowym firmy Promega Corporation.
cobas jest zastrzezonym znakiem towarowym firmy Roche Diagnostics Operations, Inc.

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

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

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