TECHNICKA PRIRUCKA

Maxwell® CSC Rapid ccfDNA Kit

Navod k pouziti produktu
AS1580

Pozor: Zachazejte s kazetami opatrné, tésnici hrany mohou byt ostré.

Poznamka: Chcete-li pouzivat sadu Maxwell® CSC Rapid ccfDNA Kit, je potfeba
do nastroje Maxwell® CSC nebo Maxwell® CSC 48 Instrument nahrat metodu
Maxwell® CSC Rapid ccfDNA.
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Maxwell® CSC Rapid ccfDNA Kit

Veskera technicka literatura je dostupna na: www.promega.com/protocols/
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Sada Maxwell® CSC Rapid ccfDNA Kit je dostupnd pouze v nékterych zemich.

1.  Popis

Sada Maxwell® CSC Rapid ccfDNA Kit se pouziva s pfistroji Maxwell® Instruments uvedenymi v tabulce 1 a poskytuje
snadnou metodu pro Géinnou, automatizovanou izolaci a purifikaci volné cirkulujici DNA (ccfDNA) z vzork( lidské plazmy
o0 objemu 1-4 ml. Pfistroje Maxwell® CSC Instruments jsou navrZeny pro pouzivani s kazetami s pfedem nadavkovanym
reakénim ¢inidlem a s pfedem naprogramovanymi postupy izolace, coz maximalizuje jednoduchost a pohodli. Metoda
Maxwell® CSC Rapid ccfDNA dokaze zpracovat od jednoho az po maximalni pocet vzork{ podporovanych piistroji
Maxwell® CSC Instrument za méné nez 30 minut. Extrahovanou ccfDNA Ize pfimo pouzit v riiznych naslednych aplikacich,
jako je napriklad digitalni PCR a sekvenovani nové generace (NGS).

Tabulka 1. Podporované pristroje.

Pristroj Cat.# Technicka prirucka Maximalni pocet vzorki
Maxwell® CSC AS6000 TM457 16
Maxwell® CSC 48 AS8000 TM623 48

Princip metody

Sada Maxwell® CSC Rapid ccfDNA Kit purifikuje ccfDNA ze vzork( plazmy pomoci paramagnetickych éastic, které
poskytuji mobilni pevnou fazi pro optimalizaci zachyceni vzorku, promyvéni a purifikaci ccfDNA. Pfistroje

Maxwell® Instruments jsou pfistroje pro manipulaci s magnetickymi ¢asticemi, které v prvnich tfech jamkach pfedem
naplnéné kazety Gc¢inné vazou ccfDNA na paramagnetické Castice. Vzorky se pred eluci ccfDNA zpracovavaiji sérii
opakovanych promyvani. Tento pfistup magnetického zachytavani zabraruje béZnym problémiim, jako jsou napf. ucpané
hroty nebo ¢astecné presuny Cinidla, které zplsobuji suboptimalni provedeni purifikace u jinych bézné pouzivanych
automatickych systémi.

2 Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, Wl 53711-5399 USA - V USA zdarma 800-356-9526 - 608-274-4330 - Fax 608-277-2516
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2. Soucasti produktu, podminky skladovani a kli¢ k symbolim
PRODUKT VELIKOST CAT.#
Sada Maxwell® CSC Rapid ccfDNA Kit 48 preparatu AS1580

K diagnostickému pouziti in vitro. Pouze pro profesionalni pouziti. Obsahuje dostate¢né mnozstvi reakénich ¢inidel pro
48 automatizovanych izolaci ccfDNA ze vzork(l plazmy. Kazety jsou uréeny pouze k jednorazovému pouziti.

IVD He W
48

+15°C

Obsahuje:

48 Maxwell® CSC Rapid ccfDNA Cartridges (CSCS)
50 CSC/RSC Plungers
50 Elution Tubes (0,5 ml)

. 20 ml  Elution Buffer (RCFD)

. 1ml roztoku proteinazy K (PK2)

Podminky skladovani: Sadu Maxwell® CSC Rapid ccfDNA Kit uchovavejte pfi teplotach v rozmezi +15 °C az +30 °C.

c Informace tykajici se bezpecnosti: Podrobné informace tykajici se bezpe¢nosti naleznete v bezpecnostnich listech
(SDS). Dodrzujte smérnice pfislu$ného pracovisté pro manipulaci se véemi infekénimi ldtkami pouzivanymi v tomto
systému a jejich likvidaci.

Kazety Maxwell® CSC Rapid ccfDNA Cartridges (CSCS) jsou navrzeny k pouziti s potencialné infekcnimi latkami.
@ Pfi manipulaci s infekénimi latkami pouZivejte odpovidajici osobni ochranné prostiedky (nap. rukavice a ochranné
bryle). Pfi pouzivani s timto systémem dodrZujte instituciondlni smérnice pro manipulaci se vS§emi infekEnimi
latkami a jejich likvidaci.
A Pozor: Zachazejte s kazetami opatrné, tésnici hrany mohou byt ostré.
Dalsi informace: Soucdsti sady Maxwell® CSC Rapid ccfDNA Kit byly schvéleny a prosly testy kontroly kvality pro spoleéné
pouzivani. Nedoporucuje se smichdvat soucasti sady z rliznych $arzi sad. PouZivejte pouze soucdsti obsazené v piislusné
sadé. Dalsi informace tykajici se bezpeénosti naleznete v bezpe¢nostnim datovém listu, ktery je dostupny na adrese:
WWWw.promega.com
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Kli¢ k symbolim

Symbol

Vysvétleni

Symbol

Vysvétleni

IVD

Diagnosticky
zdravotnicky

EC|REP

Zplnomocnény

prostredek in vitro zastupce
+30°C
Skladujte pfi teploté N ,
o a3 o Vyrobce
+15°C +15°C az +30 °C.
A Pozor @ Drazdidlo
- . Obsah staéi
‘ Nebezpedi pro zdravi W na " testd
Conformité Varovani.
Européenne Biologické nebezpeti.
A Varovani.

Nebezpeti skfipnuti.

REF

Katalogové Cislo

LOT

Cislo Sarze

Nepouzivejte
opakované
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3. Zamysleny ucel / zamyslené pouziti vyrobku

Sada Maxwell® CSC Rapid ccfDNA Kit je urcena k pouzivani v kombinaci s pfistroji Maxwell® CSC Instrument a metodou
Maxwell® CSC Rapid ccfDNA jako zdravotnicky prostiedek pro diagnostiku in vitro (IVD) pro provadéni automatického
izolovani volné cirkulujici DNA (ccfDNA) ze vzorki lidské plazmy. Purifikovana ccfDNA je vhodnd pro pouziti v testech pro
diagnostiku in vitro zaloZenych na amplifikaci, véetné digitalni PCR.

Sada Maxwell® CSC Rapid ccfDNA Kit je ur€ena k pouzivani pfi teploté 15 °C az 30 °C. PouZivani mimo toto teplotni
rozmezi mlze zplsobit suboptimalni vysledky.

Sada Maxwell® CSC Rapid ccfDNA Kit je urtena pouze pro profesionalni pouziti. Diagnostické vysledky ziskané s pouZitim
ccfDNA purifikované timto systémem musi byt interpretovany ve spojeni s dal§imi klinickymi nebo laboratornimi ddaji.

4. Omezeni pro pouzivani produktu

Uginnost sady Maxwell® CSC Rapid ccfDNA Kit byla hodnocena pomoci vzorkii lidské plazmy ziskanych z piné krve, ktera
byla odebrana do zkumavek Streck Cell-Free DNA BCT a zkumavek s antikoagulantem K,EDTA. Za validaci pouzivani sady
Maxwell® CSC Rapid ccfDNA Kit k purifikaci ccfDNA z plazmy odebrané do jinych zkumavek nese odpovédnost uZivatel.

Béhem vyvoje produktu byla prokézana vhodnost kyseliny nukleové purifikované sadou Maxwell® CSC Rapid ccfDNA Kit
k pouziti v sekvenovani nové generace (NGS), nebyla v§ak validovana.

Do veskerych naslednych diagnostickych aplikaci vyuZivajicich ccfDNA purifikovanou sadou Maxwell® CSC Rapid
ccfDNA Kit musi byt zaclenény odpovidajici kontroly. UZivatel je odpovédny za zajisténi funkénich charakteristik
potiebnych pro nasledné diagnostické aplikace.

5.  Priprava vzorkd plazmy

Materialy dodavané uzivatelem
PIna krev nebo plazma
Stolni centrifuga

Co se tyce plné krve odebirané do zkumavek s EDTA, je tieba tuto krev ihned po odbéru zpracovat nebo ji az do pfipravy
plazmy uchovavat pfi teploté +2 °C az +10 °C. Plnou krev ze zkumavek s EDTA = 10 minut centrifugujte pfi > 2000 x g,
¢imz dojde k peletovani ¢ervenych a bilych krvinek. Pokud pouzivate prostfedky Streck Cell-Free DNA BCT®, fidte se
pokyny vyrobce. Po prvni centrifugaci zkumavek Streck Cell-Free DNA BCT® nebo zkumavek s EDTA opatrné ze zkumavek
odpipetujte co nejvice plazmy, aniz byste pfitom narusili buffy coat, a pfeneste ji do nové zkumavky. Aby bylo zajisténo,
Ze nedojde k pfenosu Zadnych bilych krvinek, plazmu znovu = 10 minut centrifugujte pffi = 2000 x g a supernatant pfeneste
do Cisté zkumavky.

Plazmu mUzZete az 1 tyden skladovat pfi teploté +2 °C az +10 °C. Potiebujete-li plazmu skladovat déle, uchovavejte ji pfi
teploté -30 °C az -10 °C (nebo nizsi nez -65 °C). Plazmu nevystavujte cyklim zmrazeni a rozmrazeni. Co je tfeba vzit
v Uvahu v pfipadé pouziti zmrazené plazmy viz ¢ast 11.A.

Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, WI 53711-5399 USA - V USA zdarma 800-356-9526 - 608-274-4330 - Fax 608-277-2516 5
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6.  Priprava kazet Maxwell® CSC Rapid ccfDNA Cartridges

1. Pfed manipulaci s kazetami Maxwell® CSC, plunzry CSC/RSC Plungers a zkumavkami Elution Tubes (0,5 ml)
si vyménte rukavice. Kazety, které chcete pouzit, umistéte do zasobniku (zasobnik(i) Maxwell® CSC/RCS tak,
aby jamka €. 1 (prvni nejvétsi jamka na kazeté) byla nejdéle od eluénich zkumavek. Kazetu zatla¢te smérem dold,
aby zacvakla na pozici. Opatrné odloupnéte utésnéni tak, aby bylo kompletné odstranéno z horni strany kazety.
Dbejte na to, aby pred umisténim kazet do pfistroje byla z kazet odstranéna veskera tésnici paska i jakékoliv
zbytky lepidla.

A Pozor: Zachazejte s kazetami opatrné. Tésnici okraje mohou byt ostré.

2. Vzavislosti na celkovém objemu vzorku plazmy pfeneste plazmu na kazetu Maxwell® CSC Rapid ccfDNA pouze do
jamky €. 1 (prvni nejvétsi jamka), do jamek €. 1 a 3 (prvni a tieti nejvétsi jamka), nebo do jamek €. 1, 2 a 3 (tfi nejvétsi
jamky), jak je uvedeno v tabulce 2. Aby nedoslo ke kfizové kontaminaci, vyménujte mezi jednotlivymi vzorky plazmy

hroty pipet.
Tabulka 2. Pfenos vzorkii plazmy do riiznych jamek na kazeté Maxwell® CSC Cartridge v zavislosti na vstupnim
ohjemu vzorku.
Objem vzorku (ml) Pokyny k pfenosu vzorku
1,0 ml az 1,5 ml plazmy Plazmu dejte pouze do jamky €. 1. Viz obrazek 1, panel A.
>1,5ml az < 3,0 ml plazmy Stejné mnozstvi plazmy rozdélte do jamek €. 1 a 3.
Viz obrazek 1, panel B.
3,0 ml az 4,0 ml plazmy Stejné mnozstvi plazmy rozdélte do jamek ¢. 1,2 a 3.
Viz obrazek 1, panel C.
Poznamky:

Do jamky nedavejte vice nez 1,5 ml plazmy.
P¥i vstupnim objemu plazmy 1,0-1,5 ml se musi cely vzorek plazmy dat pouze do jamky €. 1. Pokud déte
plazmu do jamek €. 2 a 3, bude to mit negativni vliv na obnovu ccfDNA.

Pfi vstupnim objemu plazmy 1,5-3,0 ml se musi plazma dat pouze do jamek ¢. 1 a 3. Pokud déte plazmu do
jinych jamek (napf. do jamek ¢. 2 a 3 nebo €. 1 a 2), bude to mit negativni vliv na obnovu ccfDNA.

6 Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, Wl 53711-5399 USA - V USA zdarma 800-356-9526 - 608-274-4330 - Fax 608-277-2516
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A. B. C.
1,0-1,5 ml plazmy 1,5-3,0 ml plazmy 3,0-4,0 ml plazmy

O Vzorek plazmy

Roztok
) proteinazy K (PK2)

Y Plunger

Q Elution Tube

OB COCHE
OPHBCOCHE
O

Obrazek 1. Pienos vzorki plazmy do riznych jamek na kazeté Maxwell® CSC Rapid ccfDNA Cartridge zavisi na vstupnim
objemu vzorku. Pokud objem vzorku plazmy ¢&ini 1,0-1,5 ml, pfeneste cely vzorek do jamky ¢. 1 (Panel A). Pokud objem
vzorku plazmy ¢ini 1,5-3,0 ml, rozdélte plazmu rovnomérné do jamek ¢. 1 a 3 (Panel B). Pokud objem vzorku plazmy ¢ini
3,0-4,0 ml plazmy, rozdélte plazmu rovnomérné do jamek ¢. 1, 2 a 3 (Panel C). Do jamky ¢. 4 naneste 10 pl roztoku
proteinazy K (PK2). Do zkumavky Elution Tube (kterd je ve spodni ¢ésti panelu znazornéna krouzkem) pfidejte 50 pl pufru
Elution Buffer (RCFD). Do jamky ¢. 6 umistéte plunzr.

3. Dojamky ¢. 4 naneste 10 pl roztoku proteindzy K (PK2).
4. Do jamky ¢. 6 na vSech kazetach umistéte jeden plunzr.

5. Prazdnou zkumavku Elution Tube umistéte do pfislusné pozice na kazdé kazeté v zasobniku. Na dno kazdé
zkumavky Elution Tube pridejte 50 pl pufru Elution Buffer (RCFD).
6.  Prejdéte k Casti 7, Nastaveni a spusténi pristroje Maxwell® Instrument.
Poznamky:
a. Vzorek nebo ¢inidlo rozlité na jakékoliv ¢asti zésobniku je tfeba ocistit roztokem vody a Cisticiho prostredku,
pak baktericidnim sprejem nebo ubrouskem a nasledné vodou. Na Zadné ¢asti pfistroje Maxwell® Instrument
nepouzivejte bélidlo.
b. Pouzivejte pouze 0,5ml zkumavky Elution Tube dodané v sadé; jiné zkumavky mohou byt s pfistrojem
Maxwell® Instrument nekompatibilni.
c. Dodany pufr Elution Buffer (RCFD) je nezbytny k Gcinné obnové ccfDNA. Pufr Elution Buffer (RCFD) nenahrazujte
Zadnym alternativnim elu¢nim pufrem. Pouziti jinych eluénich pufri negativné ovlivni obnovu ccfDNA.
d. Vyssi koncentrace ccfDNA Ize dosahnout pouzitim méné nez 50 pl pufru Elution Buffer (RCFD), mGize v§ak dojit
ke snizeni celkové vytéZznosti.

Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, WI 53711-5399 USA - V USA zdarma 800-356-9526 - 608-274-4330 - Fax 608-277-2516 7
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6.  Priprava kazet Maxwell® CSC Rapid ccfDNA Cartridges (pokracovani)

Uzivatel pridava do jamek:

1 4 3 4 5 6 1. Vzorek plazmy (podrobnosti
viz tabulka 2 a obrazek 1)
nebo

1.,3. Vzorek plazmy
nebo
1.,2.,3. Vzorek plazmy
4, Roztok proteindzy K (PK2)
6. CSC/RSC Plunger

Obrazek 2. Kazeta Maxwell® CSC Cartridge. V zavislosti na objemu vzorku se vzorek plazmy pfida do jamky €. 1
(jedna-li se 0 1,0-1,5 ml vzorku), do jamek ¢. 1 a 3 (jedné-li se 0 1,5-3,0 ml vzorku), nebo do jamek ¢. 1,2 a 3 (jedna-li
se 0 3,0-4,0 ml vzorku). Do jamky €. 4 se nanese 10 pl roztoku proteinazy K (PK2) a do jamky €. 6 se pfida plunzr.

Obrazek 3. Nastaveni a konfigurace zasobniku (zasobnikii). Jak je naznaceno, pfida se do elu¢nich zkumavek pufr
Elution Buffer (RCFD). Plunzry jsou na kazeté na pozici ¢. 6. Vyobrazeny zasobnik je z pfistroje Maxwell® CSC Instrument
(Cat.# AS6000).

8 Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, Wl 53711-5399 USA - V USA zdarma 800-356-9526 - 608-274-4330 - Fax 608-277-2516
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7.  Nastaveni a spusténi pfistroje Maxwell® Instrument

Podrobné informace jsou uvedeny v navodu k obsluze konkrétniho pfistroje Maxwell® CSC Instrument. Viz tabulka 1.

1. Zapnéte pfistroj Maxwell® Instrument a Tablet PC. Pfihlaste se do Tablet PC a dvojim kliknutim na ikonu na ploSe
spustte softwarovy rezim Maxwell® CSC IVD. Pfistroj bude pokracovat automatickou kontrolou a pfesunutim vSech
pohyblivych ¢asti do vychozi polohy.

2. Na domovské obrazovce stisknéte tlacitko Start.

3. Naskenujte nebo zadejte ¢arovy kdd v hornim pravém rohu $titku Maxwell® CSC Rapid ccfDNA Kit a stisknutim OK
automaticky vyberte metodu ke spusténi (obrazek 4).
Poznamka: Carovy kéd metody Maxwell® CSC Rapid ccfDNA Kit je v piistrojich Maxwell® CSC Instruments
pozadovén pro purifikaci ccfDNA. Stitek sady obsahuje dva ¢4rové kody. Carovy kéd metody je oznaéen na
obrazku 4. Pokud nelze ¢arovy kdd naskenovat, kontaktujte Promega Technical Services.

[ ]

Obrazek 4. Stitek sady indikujici éarovy kéd k naskenovani. Carovy kod k naskenovéni pro spusténi purifikaéniho cyklu je
zobrazen v pravém hornim rohu $titku sady v modrém rdmecku.

4. Naobrazovce ,Nastaveni kazety" zkontrolujte, zda je v horni ¢asti obrazovky zobrazena metoda Maxwell® CSC
Rapid ccfDNA. Vybérem pozice kazety provedte vybér / zruste vybér jakychkoliv pozic pouZivanych v tomto
extrakénim cyklu. Zadejte veskeré pozadované trasovaci informace o vzorku a pokracujte stisknutim
tlacitka Pokracovat.

Poznamka: Pfi pouzivani pfistroje Maxwell® CSC 48 Instrument m{zZete vybirat pozice kazet v jednotlivych
zasobnicich nebo zrusit jejich vybér stisknutim tlacitka Pfedni nebo Zadni.

5. Po otevreni dvifek potvrdte, Ze byly provedeny vSechny polozky z kontrolniho seznamu inspekce. Ovéite, Ze vzorky
plazmy byly pfidény do pfislusnych jamek na kazetéch, roztok proteinazy K (PK2) byl pridan do jamky €. 4, v jamce
€. 6 jsou plunzry, kazety byly zavedeny do pfistroje a jsou pfitomny odvickované elu¢ni zkumavky s pufrem Elution
Buffer (RCFD). Zasobnik(y) obsahujici pfipravené kazety preneste na platformu pfistroje Maxwell® Instrument.

Vkladani zasobniku/zasobnikti Maxwell®: Drzte zasobnik na strandch, aby se pfedeslo uvolnéni kazet z néj.
Ujistéte se, Ze je zasobnik vloZeny do piistroje Maxwell® Instrument s eluénimi zkumavkami nejblize dvirkim.
Naklorte zadni stranu zasobniku dolil a umistéte jej do pfistroje tak, aby zadni strana zasobniku sméfovala

k zadni strané platformy pfistroje. Zatlacte ¢elni stranu zasobniku dold, aby pevné dosedl na platformu pfistroje.
Pokud mate potize s dosednutim zasobniku na platformu, zkontrolujte jeho spravnou orientaci. Ujistéte se,

Ze zasobnik je rovné na platformé pfistroje a tésné doléha.

Poznamka: Zkontrolujte identifikator na zasobniku Maxwell® s 24 pozicemi a uréete, zda by mél byt umistén do
predni nebo zadni ¢asti pfistroje.
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7.  Nastaveni a spusténi pristroje Maxwell® Instrument (pokracovani)

6.  Stisknutim tlacitka Start zahajte extrakéni cyklus. Platforma se vysune a dvifka se zaviou.

Varovénl': Nebezpeci skfipnuti.

Poznamka: Pokud byl pfi pouzivani pristroje Maxwell® Instrument s 48 pozicemi aktivovan Vision System, budou
zasobniky naskenovany pfi vysunuti platformy. Veskeré chyby v konfiguraci zasobniku (napf. plunzry nejsou

v jamce €. 6, eluéni zkumavky nejsou pfitomné a oteviené) zplsobi navrat softwaru na obrazovku ,Nastaveni kazety"
a problémové pozice budou oznaceny vykficnikem v cerveném krouzku. Klepnutim na vykficnik zobrazite popis
chyby a mlzete vyfesit vSechny chybové stavy. Vybérem tlacitka Start zopakujete skenovani zasobniku a zahdjite
extrakeni cyklus.

7. Piistroj Maxwell® Instrument ihned zahdji purifikacni cyklus. Obrazovka bude zobrazovat provadéné kroky a pfiblizny
zbyvajici as v cyklu.

Poznamky:

a. Stisknutim tlacitka Prerusit ukoncite cyklus. VSechny vzorky z ukon¢eného cyklu budou ztraceny.

b. Pokud dojde k ukonceni cyklu pfed dokoncenim, mzete byt vyzvani ke zkontrolovani, zda jsou plunzry stéle
zaloZeny na plunzrové listé pfistroje Maxwell® Instrument. Pokud jsou plunZry pfitomny na plunzrové liste,
provedte pfi pozadavku kon Cisténi. Pokud nejsou plunzry piitomny na plunzrové li§té, miZete pfi pozadavku
rozhodnout o preskoéeni tkonu Cisténi. Vzorky budou ztraceny.

8.  Po dokonceni cyklu se zobrazi uzivatelské rozhrani s hldSenim, Ze metoda byla ukoncena.

Konec cyklu

9.  Otevrete dvitka podle pokyni na konci metody. Ovérte, Ze jsou plunzry na konci cyklu umistény na kazeté v jamce
¢. 6. Pokud plunzry nejsou odstranény z plunzrové listy, postupujte podle pokyn( v technické pfirucce pro pfislusny
pristroj Maxwell® Instrument (viz tabulka 1) a provedenim procesu Ci§téni se pokuste plunzry vylozZit.

10.  lhned po cyklu vyjméte zdsobniky z pfistroje, aby se pfedeslo odpafovani eluatd. Vyjméte elucni zkumavky
obsahujici ccfDNA a uzaviete zkumavky.
Pred spusténim protokolu sanitace UV zafenim se ujistéte, Ze jsou vS§echny vzorky purifikované kyseliny nukleové
z pfistroje odstranény, aby se predeslo poskozeni purifikované nukleové kyseliny.

11.  Ze zésobniku/zésobnikl( Maxwell® vyjméte kazety a plunzry. Zlikvidujte jako nebezpeény odpad podle predpist
[ﬁs pfisluSného pracovisté. Kazety Maxwell® CSC Cartridges, plunzry CSC/RSC Plungers a zkumavky Elution Tubes
nepouzivejte opakované.

8.  Po purifikaci

Pred pouzitim vzork purifikované ccfDNA v nasledném diagnostickém testu urete, zda vzorky spliiuji vstupni pozadavky
pro pfislusny test. Pokud se purifikované vzorky ccfDNA nezpracovévaji okamzité, |ze je az 7 dni uchovavat pfi teploté

4 °C. Pro dlouhodobéjsi skladovani zmrazte vzorky pfi teploté -20 °C, -70 °C nebo nizsi. Konkrétni doporucéeni pro
skladovani vzorkid ccfDNA a manipulaci s nimi naleznete v navodu k naslednym aplikacim.
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9.  Hodnoceni analytické icinnosti

Analytickd Gcinnost sady Maxwell® CSC Rapid ccfDNA Kit byla hodnocena na pfistroji Maxwell® CSC Instrument

a Maxwell® CSC 48 Instrument s pouzitim vzork( lidské plazmy. K potvrzeni spolehlivosti a vhodnosti ccfDNA izolované
pomoci sady Maxwell® CSC Rapid ccfDNA Kit pro nasledné aplikace byly hodnoceny kli¢ové metriky, jako napfiklad
mnozstvi, kvalita, amplifikovatelnost, reprodukovatelnost a kfizova kontaminace ccfDNA.

9.A. MnozZstvi a kvalita ccfDNA

Vzorky plazmy byly izolovany z krve Sesti osob a ta byla odebrana bud’ do zkumavek K,EDTA, nebo do zkumavek Streck
Cell-Free DNA BCT®. ccfDNA byla extrahovana z 1-4ml vzorkl plazmy pomoci sady Maxwell® CSC Rapid ccfDNA Kit.
Mnozstvi a kvalita ccfDNA byly hodnoceny analyzou TapeStation (Agilent Technologies, Inc.), kdy se analyzoval jeden
biologicky replikat na podminku a pozornost se zaméfovala na procento volné DNA (cfDNA) a nejvétsi velikost DNA,
které odrazeji kvalitu fragmentu. Procento cfDNA odkazuje na pomér fragment DNA v rozmezi 50-700 bp ve srovnani
s celkovym obsahem DNA v purifikovaném vzorku stanovenym analyzou TapeStation. Tato hodnota uvadi miru
enrichmentu vzorku ccfDNA, ktery je obvykle mensi, protoZe pochazi z fragmentované DNA uvolnéné po smrti burky.

Analyza TapeStation naznaCila, Ze procentualni rozmezi cfDNA ¢inilo 76-93 % a maximalni velikost ve vSech
purifikovanych vzorcich ccfDNA byla 177 bp az 203 bp. Nebyly zaznamenany Zadné vyznamné rozdily v mnoZstvi a kvalité
ccfDNA extrahované z plazmy, at uz byla odebrana do jakékoli zkumavky s antikoagulanty a at jiz byly vstupni objemy
vzork( plazmy jakékoli.

Tabulka 3. Vysledky analyzy TapeStation purifikované ccfDNA s uvedenym procentualnim podilem volné DNA
a maximalni velikosti s ohledem na riizné vstupni objemy vzorki plazmy a rizné antikoagulanty.

Vstupni objem vzorku

ID vzorku (antikoagulans) plazmy (ml) Procento volné DNA  Maximalni velikost (bp)
1 (K,EDTA) 1,0 81 186
1,5 79 181
3,0 80 183
4,0 79 183
2 (K,EDTA) 1,0 81 177
1,5 88 178
3,0 84 179
4,0 91 175
3 (K,EDTA) 1,0 90 184
1,5 90 187
3,0 89 183
4,0 88 185
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Vstupni objem vzorku

ID vzorku (antikoagulans) plazmy (ml) Procento volné DNA  Maximalni velikost (bp)

4 (Streck) 1,0 93 195
1,5 76 200
3,0 89 193
4,0 84 192

5 (Streck) 1,0 92 195
1,5 92 197
3,0 90 195
4,0 89 194

6 (Streck) 1,0 89 183
1,5 79 182
30 86 203
4,0 86 203

9.B. Amplifikovatelnost a inhibice (interferujici latky)

Amplifikovatelnost a nedostatecna inhibice purifikované ccfDNA byly hodnoceny pomoci qPCR k amplifikaci cilové DNA

o velikosti 75 bp a analyze (daji gPCR o pfipadné inhibici. ccfDNA byla ve ¢tyfech opakovanich extrahovéana ze v§ech 4ml
vzorkii lidské plazmy z krve odebrané Sesti osobam do zkumavek s K,EDTA nebo do zkumavek Streck Cell-Free DNA BCT®.
VSechny extrahované vzorky ccfDNA byly analyzovéany pomoci gPCR. Aby bylo moZzné stanovit miru inhibice,

byly primémé hodnoty interni pozitivni kontroly (IPC) |AC | vypocitany s ohledem na standard qPCR, jehoz koncentrace
byla nejblize koncentraci vzorku ccfDNA amplifikovaného qPCR.

ProtoZe primérné hodnoty IPC |ACq| v§ech vzork purifikované ccfDNA se rovnaji < 0,5, nenaznacuji vysledky gPCR
(tabulka 4) zadnou nebo jen minimalni inhibici amplifikace.

Tabulka 4. Posouzeni inhibice na zakladé amplifikace ccfDNA extrahované ze 4ml vzorki lidské plazmy.

ID vzorku (antikoagulans) Primérnd IPC |AC |
1 (K,EDTA) 0,2
2 (K,EDTA) 0,2
3 (K,EDTA) 0,4
4 (Streck) 0,5
5 (Streck) 0,3
6 (Streck) 0,3
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9.C. Kvantifikace ccfDNA pomoci fluorescencnich barviv a qPCR13

Konzistentnost kvantifikace ccfDNA byla hodnocena tak, Ze koncentrace ccfDNA byly porovnany metodou vyuzivajici
fluorescencni barviva specifickd pro vlidknovou DNA a metodou gPCR, ktera amplifikuje cilovou DNA o velikosti 75 bp.
K analyzam byly pouzity vzorky ccfDNA extrahované ve étyfech opakovanich ze vSech 4ml vzork( lidské plazmy z krve
odebrané Sesti osobam do zkumavek s K,EDTA nebo do zkumavek Streck Cell-Free DNA BCT®. Byl vypogitan pomér
kvantifikace ccfDNA pomoci fluorescencnich barviv ke kvantifikaci ccfDNA na zakladé qPCR.

Vysledky prokézaly mezi témito dvéma metodami kvantifikace silnou miru korelace, pficemz poméry koncentrace ccfDNA
se v jednotlivych vzorcich pohybovaly v rozmezi od 0,7 do 1,4.

Tabulka 5. Porovnani koncentraci ccfDNA pomoci kvantifikacni metody vyuZivajici fluorescenéni barviva a kvantifikaéni
metody vyuzivajici qPCR.

ID vzorku (antikoagulans) Pomér koncentrace fluoroscence viic¢i qPCR
1 (K,EDTA) 0,7
2 (K,EDTA) 1,3
3 (K,EDTA) 09
4 (Streck) 1,3
5 (Streck) 0,9
6 (Streck) 1,4

9.D. Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost extrakce ccfDNA pfi pouziti sady Maxwell® CSC Rapid ccfDNA Kit byla hodnocena na zakladé analyzy
procentudlniho variaéniho koeficientu vytéznosti (CV) ccfDNA mezi cykly a v rdmci cyklu. Ze 4 ml plazmy odebrané

do zkumavek s antikoagulantem K,EDTA byla ccfDNA extrahovéna ve tfech po sobé jdoucich cyklech na pfistrojich
Maxwell® CSC Instrument a Maxwell® CSC 48 Instrument. Kazdy cyklus extrakce vyUstil ve 24 elutl. Vytézek ccfDNA

byl kvantifikovan metodou qPCR, ktera amplifikuje cilovou DNA o velikosti 75 bp.

Vysledky prokazaly, Ze procentualni CV v rdmci cyklu Cinila u pfistroje Maxwell® CSC Instrument 11 % a u pfistroje
Maxwell® CSC 48 Instrument 14 %. Hodnota procentudlniho CV mezi cykly ¢inila u obou pfistroji 5 %.

Tabulka 6. Variabilita vytéZnosti ccfDNA v ramci cyklu a mezi cykly.

Vstupni objem vzorku  Procentualni variacni Procentualni variacni
Pristroj Antikoagulans plazmy (ml) koeficient v ramci cyklu  koeficient mezi cykly
Maxwell® CSC K,EDTA 4 1% 5%
Maxwell® CSC 48 K,EDTA 4 14 % 5%
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9.E. KfiZova kontaminace

Moznost kfizové kontaminace béhem extrakce ccfDNA sadou Maxwell® CSC Rapid ccfDNA Kit byla hodnocena na zékladé
zpracovani vzorkd lidské a bovinni plazmy, které byly umistény na stfidavé pozice v zasobniku pfistroji Maxwell® CSC
Instrument a Maxwell® CSC 48 Instrument. Aby se stanovila kfizova kontaminace, byly eluaty ccfDNA z bovinni plazmy
analyzovany kvili pfitomnosti jakékoliv kontaminuijici lidské DNA metodou qPCR, ktera amplifikuje lidskou cilovou DNA

o velikosti 75 bp.

Kdyz byly vzorky lidské plazmy zpracovavany na pfistroji Maxwell® Instrument vedle vzork{ bovinni plazmy, na
Zadnych eluatech ccfDNA nebylo zaznamenano kvantifikovatelné mnozstvi lidské DNA, coz potvrzuje, Ze nedochézi
k detekovatelné kfizové kontaminaci.

9.F. Kompatibilita se sekvenovanim nové generace

Kompatibilita eluatl ccfDNA s pracovnimi postupy sekvenovani nové generace (NGS) byla hodnocena piipravou knihovny
ccfDNA a nasledné analyzou TapeStation. ccfDNA byla extrahovana ze vzork( plazmy z krve odebrané do zkumavek

s antikoagulantem K,EDTA nebo do zkumavek Streck Cell-Free DNA BCT® sadou Maxwell® CSC Rapid ccfDNA Kit na
piistroji Maxwell® CSC nebo Maxwell® CSC 48 Instrument. Uspésn4 piiprava knihovny byla stanovena na zakladé
pozorovani charakteristického posunu parl bazi adaptérl v analyze TapeStation.

Vsechny hodnocené knihovny ccfDNA prokazaly ocekavany posun parti bazi a potvrdily tak Gspésnou pfipravu
NGS knihovny.

9.G. Kompatibilita s digitalni PCR

Kompatibilita eluat ccfDNA s pracovnimi postupy digitalni PCR (dPCR) byla hodnocena pomoci kapkové digitalni PCR.
Studie zahrnovala vzorky ccfDNA extrahované z lidské plazmy z krve odebrané do zkumavek s antikoagulantem K EDTA
nebo do zkumavek Streck Cell-Free DNA BCT® a vstupni objemy vzork( plazmy ¢inily 3 ml a 4 ml. Eluaty ccfDNA byly
hodnoceny metodou Copy Number Variation (gen PIK3CA) a byly zaznamenavany pocty kapek.

Vysledky prokazaly Gspésnou amplifikaci vSech testovanych vzorkd ccfDNA, pocty kapek prekrocily 15 000 na reakci.

10. Hodnoceni klinické Géinnosti

Klinickd Ucinnost sady Maxwell® CSC Rapid ccfDNA Kit byla hodnocena v externi klinické laboratofi s pouzitim vzorki
lidské plazmy zpracovanych na pfistroji Maxwell® CSC 48 Instrument.

V prvni studii dva testovaci pracovnici nezavisle na sobé purifikovali ccfDNA z 1,5ml vzorki lidské plazmy (n = 10) sadou
Maxwell® CSC Rapid ccfDNA Kit a standardni referencni purifikacni metodou pouzivanou v laboratofi. U vyslednych eluatd
ccfDNA byl testem vyuzivajicim amplifikaci analyzovan Rh faktor. ccfDNA extrahovana ze vzork( lidské plazmy sadou
Maxwell® CSC Rapid ccfDNA Kit vykazovala ocekavané vysledky, které byly v souladu s vysledky ziskanymi laboratorni
referenéni metodou.

Ve druhé studii dva testovaci pracovnici nezavisle na sobé purifikovali ccfDNA z 1,5ml vzork( lidské plazmy (n = 10)
sadou Maxwell® CSC Rapid ccfDNA Kit. U purifikovanych eluati ccfDNA byl testem vyuzivajicim amplifikaci analyzovan
Rh faktor a oba pracovnici dosahli shodnych vysledkd.
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11.  Co je tieba vzit v tivahu pfi praci s ccfDNA

11.A. Priprava plazmy

Jednim potencialnim problémem purifikace ccfDNA je pfitomnost kontaminujici genomové DNA z lyzovanych bilych
krvinek. Centrifugace plazmy se obvykle provadi dvakrat. Pfi prvni se odstrafuji éervené a bilé krvinky a pfi druhé se
odstranuji vSechny zbyvajici bilé krvinky. Pokud byl vzorek krve inkubovan del$i dobu pfi pokojové teploté, nebo byl pred
zpracovanim zmrazen a znovu rozmrazen, mohly nékteré bilé krvinky lyzovat a do plazmy uvolnit genomovou DNA.

Pokud byl vzorek plazmy zmrazen, miZe po rozmrazeni vzniknout kryoprecipitat. | kdyZz kryoprecipitat nema na purifikaci
ccfDNA provadénou sadou Maxwell® CSC Rapid ccfDNA Kit zadny vliv, mGize mit vliv na pipetovani plazmy. Abyste
kryoprecipitat peletovali, je tfeba vzorek plazmy pfed zpracovanim = 5 minut centrifugovat pfi = 1000 x g.

11.B. Doporuceni pro kvantifikaci ccfDNA

Nizka koncentrace a fragmentace ccfDNA predstavuji jedinecné vyzvy. Z plazmy zdravych lidi je obvykla vytéznost 5-30ng
ccfDNA na mililitr plazmy. Vétsina fragmentt ccfDNA je pfiblizné o velikosti 160-200 bp a dalsi pfiblizné 340 bp a 510 bp.

UV kvantifikace

Presné stanoveni koncentrace ccfDNA na zékladé absorbance pfi 260 nm je diky nizké koncentraci ccfDNA obtizné. Pro
lepsi purifikaci ccfDNA se nékteré produkty pouzivaji jako nosi¢e RNA. Nosi¢ RNA se vyskytuje ve vét§im mnozstvi nez

ccfDNA a purifikuje se. To miize vést k faleSné hodnoté A, a vyznamné vys$si zfejmé koncentraci ccfDNA. Pro pfesnou

kvantifikaci pouZijte fluorescenéni barviva nebo PCR.

Kvantifikace pomoci fluorescencnich barviv

Protoze jsou barviva specificka pro vldknovou DNA vysoce citliv4, hodi se ke kvantifikaci ccfDNA 1épe, i kdyz existuji dvé
obavy. Ta prvni zahrnuje nosi¢ RNA. Zatimco barviva specificka pro vldknovou DNA jsou mnohem vice specificka pro DNA
nez pro RNA, mohou vysoké trovné nosict RNA v jinych sadach ccfDNA zapiicinit zvy$eni hodnot relativnich
fluorescencnich jednotek (RFU), a proto se koncentrace ccfDNA zdaji vy$si, nez ve skutecnosti jsou.

Druhym faktorem je, Ze standardy pouzivanymi s fluorescencnimi barvivy jsou obvykle genomova DNA s vysokou
molekulovou hmotnosti nebo lambda DNA. ccfDNA je velmi fragmentovand a ma relativné nizkou molekulovou hmotnost.
Nevaze proto fluorescenéni barviva tak G¢inné jako DNA s vysokou molekulovou hmotnosti a to ma za nasledek zdénlivé
niz$i koncentrace. Je-li to mozné, pouZivejte pro presnéjsi kvantifikace standardy obsahujici DNA s nizkou

molekulovou hmotnosti.

Kvantifikace na zakladé amplifikace

Nejpresnéjsi kvantifikaci ccfDNA poskytuje gPCR nebo digitélni PCR. Vedle citlivosti mize kvantifikace na zakladé
amplifikace indikovat vhodnost vzorki pro nasledné aplikace na zékladé amplifikace.
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12.  Reseni problémii

Pokud jste zde nenasli odpovédi na nékteré otézky, obratte se na pfislusnou mistni pobocku nebo distributora spolecnosti
Promega. Kontaktni informace jsou dostupné na webovych strankach: www.promega.com.
E-mail: techserv@promega.com

Projevy Priciny a komentare

Pfistroj neni schopen zvedat plunzry Ujistéte se, 7e se pouziva chemické sada specifickd pro
Maxwell® CSC; plunzry pro sady Maxwell® CSC jsou specifické
pro podporované pfistroje Maxwell® Instruments (viz tabulka 1).

Nizka vytéznost ccfDNA V sadé Maxwell® CSC Rapid ccfDNA Kit je mozné pouzit vzorek
plazmy o maximalnim objemu 4 ml. Extrakci zopakujte a pouzijte
maximalné 4 ml plazmy.
Pokud se pouzije méné nez 1 ml plazmy, mliZe to negativné
ovlivnit obnovu ccfDNA.
Ovérte, ze do jamky €. 4 bylo pfidano spravné mnozstvi roztoku
proteinazy K (PK2). Po naneseni 10 pl roztoku proteinazy K (PK2)
do jamky €. 4 extrakci zopakujte.
Vytéznost mlze byt nizsi, pokud se eluce provadi v méné nez
50 pl pufru Elution Buffer (RCFD). Extrakci zopakujte a pouZijte
50 pl pufru Elution Buffer (RCFD).
Dodany pufr Elution Buffer (RCFD) je nezbytny k Géinné obnové
ccfDNA. Pufr Elution Buffer (RCFD) nenahrazujte Zadnym
alternativnim elu¢nim pufrem. Extrakci zopakujte s pufrem
Elution Buffer (RCFD).
Ovérte, Ze plazma byla pfenesena na kazetu Maxwell® CSC Rapid
ccfDNA Cartridge do spravnych jamek (viz ¢ast 6, tabulka 2
aobrazek 1).
+  Pfivstupnim objemu plazmy 1,0-1,5 ml pfeneste veSkerou

plazmu do jamky €. 1.

+  Pfivstupnim objemu plazmy 1,5-3,0 ml se musi plazma
rovhomerné rozdélit do jamek €. 1 a 3.
+  Pfivstupnim objemu plazmy 3,0-4,0 ml rozdélte mnoZzstvi
plazmy rovhomérné do jamek €. 1,2 a 3.
Kontaminace genomovou DNA Preparat plazmy obsahuje Ijzované bilé krvinky. Doporugeni pro
pfipravu vzorkl plazmy z piné krve viz ¢ast 5a 11.A.

Jakakoli zavaznd udalost, ke které doslo v souvislosti se zafizenim a ktera vedla nebo by mohla vést k smrtelnému nebo
vaznému zranéni uzivatele nebo pacienta, by méla byt neprodlené nahlasena vyrohci. UZivatelé se sidlem v Evropské unii
by méli rovnéz hldsit veskeré zdvazné incidenty pfislusnému organu ¢lenského statu, ve kterém uzivatel a/nebo

pacient prebyva.
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13. Souvisejici produkty
Produkt Velikost Cat.#
Maxwell® CSC Instrument* vzdy 1 AS6000
Maxwell® RSC/CSC Deck Tray vzdy 1 SP6019
Maxwell® CSC 48 Instrument* vzdy 1 AS8000
Maxwell® RSC/CSC 48 Front Deck Tray vzdy 1 AS8401
Maxwell® RSC/CSC 48 Back Deck Tray vzdy 1 AS8402
RSC/CSC Plungers 50 v baleni AS1331
Elution Tubes (0,5 ml) 50 v baleni AS6201
Elution Magnet, 16 pozic vzdy 1 AS4017
Elution Magnet, 24 pozic vzdy 1 AS4018

*K diagnostickému poutZiti in vitro. Tento produkt je dostupny pouze v uréitych zemich.

Sady cinidel Maxwell® CSC Reagent Kits

Na internetovych strankach www.promega.com naleznete seznam dostupnych extrakénich sad Maxwell® CSC.
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Maxwell je ochranna znamka spole¢nosti Promega Corporation.
Cell-Free DNA BCT je registrovana ochranna znamka spole¢nosti Streck LLC.

Na produkty se mohou vztahovat nevyfizené nebo vydané patenty nebo mohou podléhat uréitym omezenim. Dalsi informace najdete na nasich
webovych strankach.

Vsechny ceny a specifikace se mohou zménit bez predchoziho upozornéni.

v jejim online katalogu.
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