Prestandaegenskaper

RNeasy® DSP FFPE Kit, Version 1 73604

Versionshantering

Detta dokument &r prestandaegenskaper fér RNeasy DSP FFPE Kit-kit, version 1, R1.

ce A Kontrollera  om  det finns né&gra nya  elektroniska

mérkningsrevisioner pd www.giagen.com/HB-2416 innan testet

utférs. Nuvarande revisionsstatus anges av  utgivningsdatumet

(format: ménad/ér).

Allman introduktion

RNeasy DSP FFPE Kit ar avsett for rening av total-RNA fran formalinfixerad, paraffininbéddad
vavnad (formalin-fixed, paraffin embedded; FFPE).

Produkten &r avsedd att anvandas av yrkesanvandare, t.ex. laboratorietekniker och lgkare som ar
utbildade i molekylarbiologiska tekniker. Den anvander ett optimerat silika-spinnkolonnbaserat

protokoll och inkluderar enzymatiskt avldgsnande av kvarblivet DNA.

RNeasy DSP FFPE Kit isolerar RNA-molekyler som &r langre én 70 nukleotider, vilket gér det majligt

att anvénda satsen for att samla in anvéndbara RNAfragment for tillémpningar som RT-PCR.
Utbyte av renat RNA

Grundfunktionen hos RNeasy DSP FFPE Kit utvérderas med FFPE-prover fran 5 olika

humanvévnader (brést, kolon, lunga, melanom cancer och normal hud; 20 prover var).

FFPE-prover visar en hdg nivé av vavnadsheterogenitet. Dessutom ar vavnadens ytomréde mycket
varierande hos FFPE-prover, vilket leder till olika kvantiteter utvunnet RNA. Dérfér bér anvéndaren
optimera antalet snitt, snitttjocklek och snittytomrade fér deras prov och alla rutiner som anvénds i

deras laboratorium.

00000
— Sample to Insight QIAGEN —




Om kitet anvands tillsammans med en nedstrdmstillampning fran QIAGEN® bér du konsultera

motsvarande bruksanvisning for instruktioner.

Oitillracklig uttorkning av vévnad under beredning av FFPE-vdvnad, for mycket paraffin i provet i
provroret, anvdndning av mindre ren etanol (ej molekylarbiologisk klass) &n rekommenderat eller
kvarbliven etanol i provet kan leda fill suboptimal extraktion och l&t RNA-kvantitet eller férséamrad

prestanda nedstréms.
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Bild 1. RNA-utbyte frén olika humanvévnader (32 pl elueringsvolym).

Nedstrémsanalys

Eluerat RNA &r bruksfardigt for olika nedstrémsanalyser. Fér att utvardera prestandan har 10 ng
RNA isolerats med RNeasy FSP FFPE Kit frén 5 olika humanvévnader (brést, kolon, lunga och
melanom cancer samt normal hud; 20 prover best&ende av ett eller tv& snitt) och validerats med
RT-PCR med humangenen B-actin som mal. Amplifieringen lyckades, vilket visar att RNA som

isoleras med RNeasy DSP FFPE Kit kan anvéndas for nedstrémsanalys.

Anvéndaren bér optimera antalet snitt, snitttjocklek och snittytomrade fér deras prov och alla
rutiner som anvénds i deras laboratorium eller se den specifika prestandan fér den relevanta

nedstrémsanalysen.
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Bild 2. Lyckad RT-PCR-amplifiering av 10 pl FFPE-snitt som hérletts for fem olika testade humanvévnader.

Eluatstabilitet

Eluatstabiliteten beror p& innehéllet och typen av co-renade orenheter (relaterade till vavnadstyp),
elueringsvolym och férvaring. Vi rekommenderar att anvéndare utvérderar eluatstabiliteten som

behovs for deras specifika krav.

Eluatstabilitet testades fér FFPE-hérledda human-RNA-prover som férvarades i —15 till -30°C och —
60 till =90°C. Ingen férsémring observerades p& upp till 12 veckor och eluat som férvarades i
rumstemperatur (18-25°C) var stabila i upp till 12 timmar. Alla tillstdnd utvdrderas med PT-PCR

med humangenen B-actin som mal.

Om kitet anvands tillsammans med en nedstromstilldmpning frén QIAGEN bér du konsultera

motsvarande bruksanvisning for instruktioner.
Repeterbarhet

Repeterbarheten utvdrderas med FFPE-prov av nukleerade humanblodceller. Proverna testades
med en infernt validerad analys fér ett 295 bp-fragment av humangenen B-actin pé en ABI®7900
PCR-ykel i realtid.

For statistisk analys anvandes 108 datapunkter fran tre extraktionsbatcher (samma kitparti,
operatér och dag). Den statistiska analysen inkluderade berdkning av standardavvikelse och
variationskoefficient fér Crvdrden som hdrleds fréin B-actin RT-PCR. Standardavvikelsen var 1,1

Cr och variationskoefficienten var 4,1 (tabell 1).
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Tabell 1. Repeterbarhetsresultat

Repeterbarhet
Genomsnittlig Cr SD CV (%)
Batch 1 26,64 1,01 3,81
Batch 2 27,51 1,16 4,2
Batch 3 27,23 0,95 8,5
Batch 1 +2 + 3 27,13 1,11 4,07

Reproducerbarhet

Reproducerbarheten utférdes genom att utvérdera RNA-insamling fr&n FFPE-prover av nukleerade
humanblodceller med olika operatérer, pa olika dagar och med olika operatérer och dagar.
Proverna testades med en internt validerad analys for eft 295 bp-fragment av humangenen B-actin
p& en ABI 7900 PCR<cykel i realtid. For statistisk analys anvandes 108 datapunkter fran tre
extraktionsbatcher. Den statistiska analysen inkluderade berdkning av standardavvikelse och

variationskoefficient fér Crvarden som harleds frén B-actin RT-PCR (tabell 2).

Tabell 2. Reproducerbarhetsresultat

Reproducerbarhet
Genomsnittlig Cr SD CV (%)
Olika operatérer 26,92 1,06 3,95
Olika dagar 26,56 1,20 4,53
Olika operatérer och dagar 26,63 1,01 3,78

Linjaritet

RNeasy DSP FFPE Kit kan anvéndas for aft isolera RNA frén olika FFPE-vévnadstyper. Systemet
har validerats for anvandning av 1-4 snitt frén FFPE-nukleerade humanblodceller och visar en
linjér okning av RNA-utbyte. Ett linjart omrade bor faststéllas enligt kundens krav och valideras for
den specifika anvandningen. Olika linjgra intervall férvantas fér olika vévnadstyper, beroende pa

vavnadsbelastningen i systemet och vavnadens egenskaper och nedstrémsanalyser.
Interfererande substanser

Potentiellt interfererande substanser kan héarstamma frén olika kéllor, till exempel naturliga
metaboliter som ar specifika fér vavnad- eller organtypen, metaboliter som producerats under

patologiska tillsténd, Gmnen som inférts under patientbehandling eller @mnen som har fértarts av
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patienten. P& grund av komplexiteten hos potentiellt interfererande substanser och olika kanslighet
hos specifika nedstrémstilldmpningar rekommenderar vi att anvéndare beddmer effekten pé&
interfererande substanser for sina egna system och validerar en metod fér att kontrollera

interferens i deras specifika diagnostiska nedstrémstillémpning.

Interfererande  substanser som hérleds frén  komponenter iRNeasy DSP FFPE Kit vid

provbearbetning och RNA-extraktion har inte observerats.

For mer information om interfererande substanser i specifika QIAGEN-nedstromsapplikationer, se

kitets bruksanvisningar.
Korskontaminering

For att utvérdera nivdn av korskontaminering tillsattes 500 ng totalRNA fran blod i
paraffinborttagande  16sning  och isolerades infill provrér som inte innehdll RNA
(extraktionsnegativa rér). Syftet med studien var att efterlikna situationer dér prover med héga
nivder av RNA-mé&lmolekyler kan korskontaminera andra prover vid extraktion. RNA-reningen
genomférdes med ett parti reagenser. Korskontaminering utvérderades med PT-PCR med

humangenen B-actin som mdl. Resultaten visade ingen korskontaminering i systemet.

Uppdaterad licensinformation och produktspecifika friskrivningsklausuler finns i respektive
QIAGEN-kithandbok eller -bruksanvisning. Handbdcker och anvéndarmanualer till QIAGEN-kiten
finns p& www.qiagen.com eller kan bestéllas frdn QIAGENS tekniska support eller din lokala
distributar.

Varumérken: QIAGEN®, Sample to Insight®, RNeasy® (QIAGEN Group); ABI® (Life Technologies Corporation). Registrerade namn, varumérken efc. som anvénds i det hér dokumentet ska inte anses som oskyddade enligt
lag &ven om de inte uttryckligen anges som skyddade. 08/2017 HB-2416-D01 © 2017 QIAGEN, med ensamréitt.
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