Augusti 2017

Bruksanvisning fill
RNeasy® DSP FFPE
(handbok)

Version 1
For in vitro-diagnostisk anvandning

For in vitro-diagnostisk anvéndning

73604

u QIAGEN GmbH, QIAGEN Strasse 1, 40724 Hilden, Tyskland
R1 11069455V

—  Sample to Insight QIAGE



Innehdll

Avsedd anVANARING ......viiiiiiii i 3
Sammanfattning och fErklaring............oooiiiiiiiiii 3
ANVANANTINGSPIINCIPET ...ttt ettt ettt e et e e ee e e enneeeas 4
Material som medfBlier.........oooiiiiiii e 6

Kitets InNER@IL........oiiiiiii e 6
Material som behdvs men inte medfolier............cccoovviiiiiiiiiiii e 7
Varningar och fErsiktighet...........cc.iiiiiiiiii e 8
Forvaring och hantering av reagenser............cocuviiiiiiiiiii e 10

KitkOMPONENTET ...ttt 10
VikEga anmMATKRINGOT. ...coeei it 11
Beredning av buffertar............cooiiiiiiiii e 12
PrOCEAUN ..t 13

Protokoll: Rening av Total RNA fr&n FFPE-vavnadssnitt ............cccoeveviiiriieinieennn.. 14
Kvalitetskontroll ... ....ooiii e 17
Begransningar......oooiiiiiiiiii i 17
SYMBOIET ..o 18
Felsokningshandbok...........cc.iiiiiiiiii e 20
Bilaga: Allménna hanvisningar angdende RNA-hantering..........cccoovviiiiiiniiiiiiiiiinnn 22

Bestallningsinformation. ..........c..ooiiiiiiiiiii i 24

2 Bruksanvisning till RNeasy DSP FFPE (handbok) 08/2017



Avsedd anvandning

RNeasy DSP FFPE Kit &r eft system som d&r avsett for rening av totallRNA frén
formalinfixerad, paraffininbdddad vévnad (formalin-fixed, paraffin embedded; FFPE).

Produkten &r avsedd att anvdndas av yrkesanvandare, t.ex. laboratorietekniker och lakare

som ar utbildade i molekylarbiologiska tekniker.

Den anvander ett optimerat silika-spinnkolonnbaserat protokoll och inkluderar enzymatiskt

avladgsnande av kvarblivet DNA.

The RNeasy DSP FFPE Kit ar avsett for in vitro-diagnostisk anvéndning.

Sammanfattning och forklaring

RNeasy DSP FFPE Kit &r specifikt avsett fr rening av totalRNA fran formalinfixerad,
paraffininbéddad vévnad (FFPE). Genom att isolera RNA-molekyler som &r léngre én 70
nukleotider &r det majligt att anvénda satsen for att samla in anvéndbara RNAfragment fér

tillampningar som RT-PCR.

P& grund av fixerings- och inb&addningsférutséttningarna &r nukleinsyror i FFPE-prover ofta
fragmenterade och kemiskt féréndrade av formalin. Darfér har nukleinsyror fran FFPE-prover
ofta lagre molekyldr massa én de som hamtas frén farska eller frysta prover. Graden av
fragmentering beror p& provets typ och alder samt férutsattningarna fér fixering, inb&ddning
och férvaring av provet. Fér standardisering av férundersdkningsrutiner fér FFPE-vévnad
rekommenderar vi CEN-standarden CEN/TS 16827-1_2015.

Formelinmodifiering kan inte upptackas i vanliga kvalitetskontrollanalyser, till exempel

elekirofores eller labb-pé&-ett-chip-analys, men det inverkar kraftigt pé enzymatiska analyser.
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Medan RNeasy DSP FFPE Kit har optimerats for att &terstélla formalinmodifieringen s&
mycket som méjligt utan vidare RNA-degradering bér nukleinsyror som har renats frén FFPE-
prover inte anvdndas i senare tillampningar som kraver fullangds-RNA. Vissa tillémpningar
kan kréva modifieringar for att méjliggéra anvdndning av fragmenterad RNA (till exempel
utformning av sm& amplikoner f&r RT-PCR). Fér cDNA-syntes kan antingen slumpmdssiga

eller genspecifika primers anvéndas istdllet for oligo-dT-primers.

Fargning av FFPE-snitt kan ocksd férsémra RNAkvalitet och -prestanda i nedstrémstillampningar.

Defta &r sarskilt sant for ménga immunhistokemiska férgningsprotokoll
Anvandningsprinciper

Rutiner fér RNeasy DSP FFPE anvénder vélbeprévad RNeasy-teknik fér RNA-rening. Sarskilt
optimerade lyseringsférutsétiningar gér att RNA kan renas effektivt fran FFPE-vé@vnadssnitt.
Bearbetningssteget DNase | tar effektiv bort DNA-kontaminering, inklusive mycket

fragmenterade molekyler.

Forst avlagsnas allt paraffin frén nyklippta FFPE-vavnadssnitt genom att behandla dem med en
paraffinborttagningslésning. Dérefter inkuberas proverna i en optimerad lyseringsbuffert som
innehaller proteinas K,s& att RNA frigérs frén snitten. En kort inkubering vid hdgre temperatur
aterstdller delvis paraffinorsakad korsbindning av de frisléppta nukleinsyrorna, vilket forbéttrar
mdngden och kvaliteten av RNA, samt RNA-prestandan i enzymatiska nedstrémstillampningar.
Detta foljis av DNase Ibehandling som har optimerats fér att eliminerat genom-DNA, inklusive
mycket sm& DNA-{fragment som ofta férekommer i FFPE-prover efter l&ngvarig formalinfixering
och/eller lang férvaringstid. Dérefter blandas lysatet med BuffertRBC. Etanol tillsétts for att
skapa lémpliga bindningsférutsattningar fér RNA och provet tillampas sedan i en RNeasy
MinElute-spinnkolonn, dér totalRNA binds till membranet och féroreningar effektivt skéljs bort.

RNA elueras sedan i minst 14 p RNasefritt vatten.
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RNeasy DSP FFPE-procedur

FFPE-v&vnadssnitt

Ta bort paraffinet

Lysera med proteinas
| K-nedbrytning fsljt av
virmebehandling

¢ Behandla supernatanten
| med DNase 1, lagg sedan
till Buffert RBC och etanol

Bind total-RNA till
RNeasy MinElute-
| spinnkolonn

T Total RNA

Eluat

B

UL- Eluerat RNA

-\

Bild 1. RNA-reningsrutin fran FFPE-viivnad med RNeasy DSP FFPE Kit.

Bruksanvisning till RNeasy DSP FFPE (handbok) 08/2017



Material som medféljer

Kitets innehall

RNeasy DSP FFPE Kit (50)

Katalognr. 73604

Antal beredningar 50
Identitet Symboler Kvantitet

RNeasy MinElute Spin RNeasy MinElute® spinnkolonner (rosa) COL 50
(varje i ett 2 ml uppsamlingsrér)

ET Elution Tubes (Elueringsrér) (1,5 ml) 50

LT Lyseringsror (2 ml) TUBE 150

WT Wash Tubes (Tvéttrér) (2 ml) [WASH| TUBE | 250

DPS Deparaffinization Solution 20 ml
(paraffinborttagande 16sning)

RBC Buffer RBC (RBC-buffert)* 45 ml

PKD Buffer PKD (PKD-buffert) 15 ml

PK Proteinas K 1,25 ml

DN RNase-Free DNase | (lyofiliserad) 1

RNFW RNase-Free Water (Vatten,fritt frén 3x1,5ml
RNase)

DBB DNase Booster-buffert | DNase | BUF | 2 ml

RPE Buffer RPE (RPE-buffert)" (koncentrat) WASH CONC 11 ml

HB, v1 Bruksanvisning fér RNeasy DSP FFPE Kit 1

* Innehéller guanidinsalt. Inte kompatibel med desinfektionsmedel med blekmedel. Sékerhetsinformation finns pa
sidan 8.

illsétt 4 volymer etanol (96-100 %, ej denaturerad) innan det anvénds fér férsta gangen enligt anvisningarna pé
flaskan och sidan 12. P& sa satt erhdlls en arbetslésning.
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Material som behdvs men inte medfdljer

Anvand alltid laboratorierock, engdngshandskar och skyddsglaségon vid hantering av

kemikalier. Se lampliga sékerhetsdatablad frén produktleverantéren fér materialsakerhet.
Kontrollera att instrumenten har kontrollerats och kalibrerats enligt tillverkarens instruktioner.

e Steril, RNasefria pipettspetsar och pipetter
® Mikrocentrifug (med rotor fér 2 ml provrér)
® Vortexblandare

® 100 % etanol (anvand inte denaturerad alkohol som innehéller andra substanser sésom

metanol eller metyletylketon)
e Engdngshandskar

e Varmeblock med skakfunktion som kan inkubera p& 56 C och 80 C
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Varningar och férsiktighet

For in vitro-diagnostisk anvandning.
Las alla anvisningar noga innan du anvénder kitet.

Anvénd alltid laboratorierock, engéngshandskar och skyddsglaségon vid hantering av
kemikalier. Yiterligare information finns i aktvella sdkerhetsdatablad for materialsckerhet.
Dessa ar tillgangliga online i pdfformat pa www.qgiagen.com/safety dar du kan hitta,
granska och skriva ut datablad f6r alla kit och kitkomponenter frén QIAGEN.

VARNING  Risk for personskada

Tillsétt ALDRIG blekmedel eller sura 18sningar direkt till provavfallet.

Buffertar i RNeasy FSP FFPE-satsen innehéller natriumazid. Om dessa buffertar spills rengér
du med lampligt laboratorierengéringsmedel och vatten. Om den spillda vatskan innehdller
potentiellt  smittfarliga  &mnen rengér du det paverkade omrddet férst med

laboratorierengéringsmedel och vatten och sedan med natriumhypoklorit 1 % (v/v).
Féljande risk- och skyddsfraser (R- och Sfraser) géller fér komponenterna i RNeasy DSP FFPE Kit.
PKD, RPE, RNFW, DBB

Innehéller: Natriumazid. Varning! Kan vara  skadligt vid fértéring.  Kontakta
GIFTINFORMATIONSCENTRAL eller lgkare om du mér illa.
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Innehéller: hexadekan. Fara! Kan vara dédligt vid fértéring om det kommer ner i luftvagarna.
Upprepad kontakt kan ge torr hud eller hudsprickor. Innehéllet/behéllaren Iémnas till en
godkand avfallsanlaggning. Framkalla INTE krékning. VID FORTARING: Kontakta genast
GIFTINFORMATIONSCENTRAL eller Iékare. Férvaras inlést.

@%
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Innehéller: Proteinas K. Fara! Orsakar lindrig hudirritation. Kan orsaka allergi- eller
astmasymptom eller andningssvérigheter vid inandning. Inandas inte
damm/rék/gaser/dimma/éngor/sprej. Innehéllet/behéllaren lémnas till en godkénd
avfallsanléggning. Vid besvér i luftvégarna: Kontakta GIFTINFORMATIONSCENTRAL eller
lakare. VID INANDNING: Vid andningsbesvar, flytta personen till frisk luft och se till att han eller
hon vilar i en stéllning som underléttar andningen. Anvénd andningsskydd.

&>

Innehéller: Desoxyribonukleas. Faral Kan orsaka allergisk hudreaktion. Kan orsaka allergi- eller
astmasymtom eller andningssvérigheter vid inandning. Inandas inte damm/rék/gaser/
dimma/angor/sprej. Innehéllet/behéllaren ldmnas till en godkénd avfallsanldggning. Vid besvar
i luftvégarna: Kontakta GIFTINFORMATIONSCENTRAL eller Iékare. VID INANDNING: Vid
andningsbesvadr, flytta personen till frisk luft och se till att han eller hon vilar i en stéllning som
underléttar andningen. Nedsténkta klader tas av och tvéttas innan de anvénds igen. Anvénd

skyddshandskar/skyddsklader/6gonskydd/ansikisskydd. Anvénd andningsskydd.

XA

-~

BC

Innehéller guanidinhydroklorid. Vaming! Skadligt vid fértéring eller inandning. Irriterar huden. Orsakar
allvarlig égonirritation. Kontakia GIFTINFORMATIONSCENTRAL eller lakare om du mér déligt.
Innehéllet/behéllaren lémnas till en godkénd avfallsanléggning. Nedsténkta kiéder tas av och tvéttas
innan de anvénds igen. Anvénd skyddshandskar/skyddsklader/&gonskydd/ansiktsskydd.

&

o

Innehéller: kalciumklorid; vateklorid Varning! Irriterar huden. Orsakar allvarlig égonirritation. Vid
bestéende Sgonirritation: Sék lékarhjélp. VID KONTAKT MED OGONEN: Skélj forsiktigt med
vatten i flera minuter. Ta ur eventuella kontaktlinser om det gér létt. Fortsétt att skélja. Nedsténkta
klader tas av och tvéttas innan de anvénds igen. VID HUDKONTAKT: Tvétta forsiktigt med
mycket tvél och vatten. Vid hudirritation: Sék lakarhjélp. Anvénd
skyddshandskar/skyddsklader/&gonskydd/ansiktsskydd.

&
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Forvaring och hantering av reagenser

RNasefri DNase | och RNeasy MinElute-spinnkolonner bér férvaras i 2-8 °C omedelbart
efter mottagande. Buffertar kan férvaras i rumstemperatur (15-25 °C). Under sé&dana
forutsatiningar  kan kitet férvaras ftills  utgdngsdatumet pd férpackningsetiketten utan

forsamrad funktion.

Anvénd inte RNeasy DSP FFPE Kit efter dess utgéngsdatum.

Kitkomponenter

Utgéngsdatum fér reagenserna anges pd efiketterna till varje enskild produkt. Vid férvaring
under de angivna férvaringsvillkoren har produkten full prestanda under hela stabilitetstiden
s& lange komponenter fré&n samma batchar anvénds.

For langtidsforvaring av DNase | efter rekonstituering ska du ta bort [sningen frén ampullen,
fordela den i engéngsalikvoter och férvara i -15 till -30 °C i upp till 9 mé&nader. Tinade

alikvoter kan férvaras i 2-8 °C i upp till 6 veckor. Frys inte ner upptinade alikvoter.

Undvik aft utsétta reagenserna fér UV-jus (t.ex. vid sanering) effersom denna exponering

kan péskynda éldrandet.
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Viktiga anmarkningar

Startmaterial

Standardprocedurer for formalinfixering och paraffininbaddning leder alltid till betydande
fragmentering  och  korsbindning av  nukleinsyror. Begrénsa  omfattningen  av

nukleinsyrefragmentering och korsbindning genom att:

e Anvanda vévnadsprover som &r mindre én 5 mm tjocka for att till&ta full

formalinpenetrering

e Fixera vévnadsprover i 4-10 % formalin med neutral buffert snarast méjligt efter kirurgisk
provtagning
e Anvand en hégsta fixeringstid pd 24 timmar (léngre fixeringstider leder till dverfixering

och allvarligare DNA-fragmentering, vilket ger dé&lig prestanda vid nedstrémsanalyser)
e Torka proverna noggrant fér inb&ddning
® Anvand légsmaltande paraffin fér inbaddning

Startmaterial fér RNA-rening ska vara férska snitt av FFPE-vévnad med en tjocklek p& upp till
20 pm. Tjockare snitt kan leda ftill lagre mangd nukleinsyror, fill och med efter léng
inkubering med proteinas K. Upp till 4 snitt, var och ett med en tjocklek p& upp till 10 pm
kan kombineras i en beredning. Mer @n 4 snittkan kombineras om totalsumman av snitten &r

40 pm eller mindre (till exempel 5 pm tjocka snitt).

For vévnad med sarskilt hdgt DNA-innehdll rekommenderar vi férre snitt per beredning fér
att undvika DNA-kontaminering av renat RNA.

Om du saknar information om startmaterialets egenskaper rekommenderar vi att du bérjar
med hdgst 2 snitt i eft preparat. Beroende péd RNA-mangd och -renhet, kan det vara majligt
att anvanda upp till 4 snitt i paféljande preparat. Men &verbelastning av RNeasy MinElute-

spinnkolonnen kan avsevart minska mangden och kvaliteten p& RNA.
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Beredning av buffertar

Beredning av DNase | standardlésning

Bered DNase I|standardlésning genom att 16sa lyofiliserat DNase | i 550 pl RNase-fritt
vatten. For att undvika férlust av DNase | ska du inte dppna ampullen. Injicera RNase-fritt
vatten i ampullen med en RNasefri ndl och kanyl. Blanda férsiktigt genom att vanda

ampullen. En vortex bér inte anvdndas fér att blanda.

| vissa fall kan ampullen med DNase | verka tom. Detta beror pé& att lyofiliserat enzym
fastnar i avfallet. Fér att undvika férlust av DNase | ska du inte dppna ampullen. L&s istéllet

DNase | med en nél och kanyl enligt nedanstéende beskrivning.

Obs: DNase | (RNFD) &r mycket kénslig for fysikalisk denaturering. Blanda DNase | (RNFD)-

|&sningen forsiktigt genom att véinda och/eller gunga ampullen.
Obs: Kontrollera att hela méngden RNasefritt vatten injiceras i ampullen.

Olssliga material kan kvarbli efter att du har 18st DNase I. P& grund av produktionsprocessen

kan olésligt material férekomma i lyofiliserat DNase |. Detta paverkar inte prestandan.

For langtidsforvaring av DNase | ska du ta bort I8sningen fran ampullen, férdela den i
engéngsalikvoter och férvara i -15 till -30 °C i upp till 9 mé&nader. Tinade alikvoter kan

forvaras i 2-8 °C i upp till 6 veckor. Frys inte ner upptinade alikvoter.

Forbereda RPE-buffert
Tillsat 4 delar (44 ml) etanol (96-100 %) i flaskan som innehé&ller 11 ml RPE-

buffertkoncentrat. Markera kryssrutan pé flasketiketten for att visa att etanol har tillsatts.

Obs: Innan du startar proceduren bér du blanda den rekonstituerade RPE-bufferten genom att

skaka den.
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Procedur

Viktigt att tanka pé& fére start

Om RNeasy DSP FFPE Kit anvénds for férsta gangen ska du lésa “Viktiga anmérkningar”
(sidan 11)

Om du arbetar med RNA fér férsta géngen bér du lasa "Bilagan: Allménna

hanvisningar angdende RNA-hantering" (sidan 22).

RBC-buffert innehdller ett guanidinsalt och &r darfér inte kompatibelt med

desinficeringsreagenser som innehéller blekmedel. Sékerhetsinformation finns pé& sidan 8.

Utfer alla steg i proceduren i rumstemperatur om inte annat férskrivs (15-25 °C). Arbeta

snabbt under proceduren och stanna inte mellan momenten.

Utér alla centrifugeringssteg med en mikrocentrifug pa 15-25 °C. Om du anvénder en

kyld mikrocentrifug ska temperaturen vara 20-25 °C, annars kan den kylas under 15 °C.

| nedanstéende procedur indikerar A vilka volymer som ska anvéndas om du bearbetar
1-2 snitt per prov medan @ indikerar vilka volymer som ska anvéndas om du

bearbetar > 3-4 snitt per prov.

Om du anvdnder RPE-buffert och RNase-ritt DNase | fér forsta géngen ska du
rekonstituera dem enligt beskrivningen i "Férberedelse av buffertar" (sidan 12)
Ekvilibrera alla buffertar till rumstemperatur (15-25 °C). Blanda den rekonstituerade
RPE-bufferten genom att skaka den.

Stall in ett varmeblandare p& 56 °C fér anvandning i steg 5 och steg 9. Fér att minska
vantetiden stéller du en andra vérmeblandare pé& 80 °C for steg 9.

Obs: Avbryt inte reningsproceduren mellan momenten eftersom férléngd inkubationstid

kan leda till férlorad eller sémre RNA. Den genomsnittliga bearbetningstiden for upp till

12 prover parallellt ér cirka 130 minuter.
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Protokoll: Rening av Total RNA frén FFPE-vavnadssnitt

. Trimma bort éverflédigt paraffin frén provblocket med en skalpell.

Skar 5-20 pm tjocka snitt.

Om provytan har exponerats for luft ska de férsta 2-3 snitten kasseras.

3. Placera snitten omedelbart i ett A 1,5 ml eller ® 2 ml mikrocentrifugrér och sténg locket.

Tillséitt A 160 pl eller ® 320 pl paraffinborttagande 18sning. Vortexblanda ordentligt i

10 sekunder och centrifugera kort s& att provet hamnar i botten av réret.

Inkubera i 56 °C i 3 minuter och |&t provet sedan svalna i 5 minuter i rumstemperatur.
Om du anvdnder fér lite paraffinborttagande 16sning eller om fér mycket paraffin
Sverfors med provet kan den paraffinborttagande 16sningen bli vaxartad eller fast efter

kylning. Om detta sker ska du lagga fill mer paraffinborttagande [8sning i steg om

160 pl och upprepa steg 5.

6. Tillsatt @ 150 pl eller A 240 pl PKD-buffert och vortexblanda i 3 sekunder.

Centrifugera i 1 minut vid 11 000 x g.

8. Tillsatt 10 pl proteinas K till den légre, genomskinliga fasen och blanda genom att

forsiktigt pipettera upp och ner 10 génger (blanda inte separerade faser).
Inkubera i 56 °C i 15 minuter p& 1 100 rpm, sedan i 80 °C i 15 minuter p& 1 100 rpm.

Om endast ett varmeblock anvénds ska provet sté i rumstemperatur efter inkuberingen
vid 56 °C tills varmeblocket ér uppe i 80°C.

Obs: Fullstdndig vévnadsnedbrytning av proteinas K krdvs inte fér maximal RNA-méngd,
men inkubationssteget p& 80 °C ar mycket vikfigt.

VIKTIGT: Kontrollera att varmeblocket har nétt 80 °C innan du startar den 15 minuter
lénga inkubationen. Den 15 minuter l&nga inkubationen i 80 °C &r viktig for att
aterstdlla formalinkorsbindning och optimal RNA-funktion i nedstrémstilldmpningar, till

exempel realtids-PT-PCR.

10.Centrifugera kort och 6verfor A 145 pl eller ® 230 pl av den lagre farglésa fasen i ett

nytt 1,5 ml mikrocentrifugrér.
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11.Inkubera pé& is i 3 minuter. Centrifugera ddrefter i 15 minuter vid 20 000 x g.
12.Overfér supernatanten till ett nytt 2 ml mikrocentrifugrér. Var noga med att inte rubba
pelletten.
Pelletten innehdller olsligt vévnadsavfall, inklusive korsbunden DNA.
13.Tillsétt DNase Booster-buffert som motsvarar en tiondedel av den totala provvolymen
(A 14.5 pl eller ® 23 pl) och 10 pl DNase | standardldsning. Blanda genom att vénda
roret. Centrifugera en kort stund fér att samla upp eventuell vétska i botten av réret.
Obs: DNase | levereras lyofiliserad och bér rekonstitueras enligt beskrivningen i "Bereda
DNase | standard|ésning”, sidan 12.
Obs: DNase | &r mycket kénslig fér denaturering. Blanda DNase | (RNFD)-6sningen férsiktigt
genom att véinda och/eller gunga réret. En vortex bér inte anvéndas fér att blanda.
14.Inkubera vid rumstemperatur i 15 minuter.
15.Tillsétt A 320 pl eller ® 500 pl RBC-buffert for att justera bindningsférutséttningarna och
vortexblanda lysatet noggrant i 3 sekunder och centrifugera kort.
16.Tillstt A 720 pl eller ® 1200 pl (100 %) i provet. Centrifugera inte. G& sedan
omedelbart vidare till steg 17.
Kondens kan vara synligt efter tillsats av etanol. Detta paverkar inte proceduren.
17.Blanda noggrant genom att pipettera 5 génger upp och ner och éverféra 700 pl prov,
inklusive eventuell kondens, till en RNeasy MinElute-spinnkolonn i eft 2 ml uppsamlingsrér.
Stéing locket forsiktigt och centrifugera i 15 sekunder i > 8 000 x g. Bortskaffa
uppsamlingsréret med filtratet* och stéll kolonnen i ett nytt uppsamlingsrér (medfélier).
18.Upprepa steg 17 (utan extra blandning) tills hela provet har passerat genom RNeasy
MinElute-spinnkolonnen.
19.Tillsatt 500 pl RPE-buffert i RNeasy MinElute-spinnkolonnen. Sténg locket férsiktigt och
centrifugera i 15 sekunder i > 8 000 x g. Bortskaffa uppsamlingsréret med filtratet* och
stdll kolonnen i et nytt uppsamlingsrér (medféljer).
Obs: RPE-bufferten levereras som ett koncentrat. Kontrollera att etanol tillsétts fore

anvéndning enligt beskrivningen i "Férebereda RPE-buffert".

* Filtratet innehéller RBC-buffert och &r dérfér inte kompatibel med blekmedel. Sékerhetsinformation finns pé sidan 8.
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20.Tillsatt 500 pl RPE-buffert i RNeasy MinElute-spinnkolonnen. Sténg locket férsiktigt och
centrifugera i 2 minuter i > 8 000 x g fér att tvétta membranet p& spinnkolonnen. Bortskaffa

uppsamlingsréret med filtratet* och stéll kolonnen i ett nytt uppsamlingsrér (medfélier).

Obs: Ta forsiktigt bort RNeasy MinElute-spinnkolonnen fréin uppsamlingsréret efter
centrifugeringen sé att kolonnen inte kommer i kontakt med filtratet. Om detta sker

kommer etanol att éverféras.

21.Oppna locket fill spinnkolonnen och centrifugera i full hastighet i 5 minuter. Bortskaffa

uppsamlingsréret med filtratet.

For att undvika att locken skadas placerar du spinnkolonnerna i centrifugen med minst en
tom position mellan kolonnerna. Rikta locken s& att de pekar i motsatt riktning mot

roforns rotation (om t.ex. rotorn roterar medurs riktar du locken moturs).

Det @r viktigt att du torkar av membranet p& spinnkolonnen eftersom rester av etanol kan
interferera med nedstréoms-reaktionerna. Centrifugering med 6ppna lock sakerstdller att

ingen etanol &verférs under RNA-eluering.

22 .Placera RNeasy MinElute-spinnkolonnen i ett nytt 1,5 ml uppsamlingsrér (medféljer).
Tillsatt 14-32 pl RNasefritt vatten direkt i mitten av spinnkolonnens membran. Stang
locket férsiktigt och centrifugera i full hastighet i 1 minut fér att eluera RNA:t.

Eluering med mindre volymer RNase-fritt vatten leder till hégre total-RNA-koncentrationer,

men mindre RNA-mangd.

Obs: For forvantade ldga RNA-méngder rekommenderas ett rér med lég bindning fér
eluering (medféljer ej). Det innebdr att dédvolymen hos RNeasy MinElute-spinnkolonnen

ar 2 pl: eluering med 14 pl RNase-fritt vatten ger cirka 12 pl eluat.
23.Farvara RNA-eluat i -60 till -90 °C eller i -15 till -30 °C i upp till 8 veckor.

* Filtratet innehéller RBC-buffert och &r dérfér inte kompatibel med blekmedel. Sékerhetsinformation finns pé sidan 8.
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Kvalitetskontroll

For att sakerstalla en enhetlig produktkvalitet testas varje lotnummer av therascreen RNeasy DSP

FFPE med faststallda specifikationer enligt QIAGENSs ISO<ertifierade kvalitetshanteringssystem.
Begransningar

Systemprestandan har faststdllts i prestandautvarderingar dér human-RNA har renats fran

formalinfixerade, paraffininbéddade prover.

Det &r anvdndarens ansvar att validera systemets prestanda fér procedurer som anvénds i

deras laboratorium och som inte ingér i QIAGEN:s prestandastudier.

For att minimera risken fér negativ p&verkan p& diagnostiska resultat bér Iampliga kontroller

for nedstrémsapplikationer anvéndas.

Eventuella diagnostiska resultat som erhdlls maste tolkas tillsammans med 6vriga kliniska

fynd eller laboratoriefynd.
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Symboler

Symbolerna i féljande tabell anvénds i denna bruksanvisning.

<N>

"4

IVD

O

SEEAE I

Innehaller tillrackligt med reagenser f6r <N> reaktioner

Anvédnds senast

In vitro-diagnostisk medicinsk produkt

Vid ankomst

DN

RNeasy MinElute Spin

Katalognummer

Lotnummer

Materialnummer (dvs. komponentetikett)

Komponenter (dvs. en lista ver vad som ingér)

o)

Bruksanvisning till RNeasy DSP FFPE (handbok) 08/2017



0
4
=]

GTIN

-~

Sodium azide

I =] Ay

Innehaller (innehdll)

Antal (dvs. vialer, flaskor)

Globalt handelsartikelnummer (Global Trade Item Number)

R &r revisionen av bruksanvisningen (handboken), n é&r

revisionsnumret

Temperaturbegransning

Tillverkare

Se bruksanvisningen

Forsiktighet

Proteinas K

Natriumazid
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Felsokningshandbok

Den har felsékningsguiden kan vara till hjélp for att [6sa eventuella problem som kan uppsté.

Mer information finns pd sidan Frequently Asked Questions (Vanliga fragor) pé vért tekniska

supportcenter: www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Dessutom svarar teamet for QIAGEN:s

tekniska service garna pé frégor om informationen och/eller protokollen i denna handbok

eller prov- och analysmetoder (fér kontaktinformation, besék www.qiagen.com).

Kommentarer och férslag pé atgérd

RNeasy MinElute-spinnkolonnen é&r blockerad

a) Fér mycket startmaterial

b)  Centrifugeringstemperaturen
ar for lag

Lagt RNA-utbyte

a)  Startmaterialet &r av délig
kvalitet

b)  Fér mycket startmaterial

c) RNA ér fortfarande bundet
till RNeasy MinElute-
spinnkolonnmembran

d) Fel férvaring av
buffertar/reagenser

Légt Azco/ Acso-viirde

a) Vatten anvéndes for att
spada nukleidsyra for
métning av Azso/ Azso

Minska méngden startmaterial. Det &r viktigt att anvanda rétt méngd startmaterial
(se sidan 11).

Centrifugeringstemperaturen bér vara 15-25°C. Vissa centrifuger svalnar till under
15°C &ven nér de ér instéllda p& 20°C. Detta kan leda till kondensbildning, vilket
kan blockera RNeasy MinElute-spinnkolonnen. Om detta sker bér du stélla in
centrifugen p& 25°C.

Prover som har varit fixerade i dver 24 timmar eller som har fdrvarats lange
innehéller endast smé méngder anvandbart RNA.

Snitt som har monterats pé mikroskopglas ger mycket sm& méngder anvandbart
RNA pé grund av luftexponering.

Om RNeasy MinElute-spinnkolonnen &verbelastas minskar utbytet av nukleinsyra
avsevart. Minska mangden startmaterial (se sidan 11).

Upprepa RNA-luering men inkubera RNeasy MinElute-spinnkolonnen p&
arbetsbénken i 10 minuter med RNFW fére centrifugering.

RNeasy MiElute-spinnkolonner och DNase | méste forvaras i 2-8°C direkt ndr kitet
tas emot. Konfrollera férvaringstemperaturen, eftersom hégre temperaturer under
léingre tid kan férsémra funktionen.

Anvénd 10 mM Tris Cl, pH 7,5 istllet fér vatten fér att spéda provet innan du
mdter dess renhet.
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Kommentarer och férslag pa atgérd

DNA-kontaminering i nedstrémstillimpningar

a) Fér mycket startmaterial

b) Vévnaden har hégt DNA-
innehall

c) Omvand transkribering med
ofillrécklig méngd RNA

F&r vissa typer av vévnad kan effektiviteten hos DNA-borttagningen minska nér
stora mangder bearbetas. Om eluerat RNA innehdller stora méngder DNA-
kontamination kan du férséka att bearbeta férre vévnadssnitt per forberedelse

Nar du bearbetar stora méngder DNA-rik vévnad (till exempel thymus) bryts DNA
inte ner helt. Upprepa reningsproceduren med férre vévnadssnitt.

Kontrollera att DNase | har férvarats korrekt enligt beskrivningen i
"Reagensfdrvaring och -hantering" samt "Férbereda DNase | standardlsning”.

Ménga omvénda transkriptaser &r avsedda fér anvéindning med cirka 1 pg RNA.
Om du utfér omvénd transkription med mycket sma méngder RNA rekommenderar
vi att du anvénder eft omvént transkriptas som &r sérskilt ufformat for hégkansliga
omvanda transkriptioner.

RNA fungerar infe bra i nedsirdmsanalyser/-tillampningar

a) RNA &r fragmenterat eller
p& grund av
formalinmodifiering

b) Etanolcarry-over

c) Saltcarry-over vid RNA-
eluering

d) Omvand transkribering med
ofillrécklig mangd RNA

Inkubationen i 80°C i RNeasy DSP FFPE-proceduren dr viktig for optimal RNA-
funkfion vid omvand transkribering eller andra enzymatiska
nedstrémstillémpningar. Kontrollera att inkubationstemperaturen héller 80°C
genom hela den 15-minuter l&inga inkubationen.

Aven om inkubationen i 80°C avlagsnar vissa formalinmodifikationer ér RNA som
har renats from FFPE-snitt inte en optimal mall f5r enzymatiska reaktioner. Vi
rekommenderar att endast slumpméssiga eller genspecifika primers anvénds fr
cDNAsyntes. Vi rekommenderar Gven att du héller amplikoner s& korta som méjligt
for PCR (<500 nukleotider).

Var noga med att centrifugera pa 28,000 x g i 2 minuter i 15-25°C vid den
andra tvétten med RPE-buffert fr att torka RNeasy MinElute-
spinnkolonnmembranet. Ta férsiktigt bort kolonnen frén uppsamlingsréret efter
centrifugeringen s@ att kolonnen inte kommer i kontakt med filtratet. Placera sedan
kolonnen i ett nytt uppsamlingsrdr och centrifugera pé full hastighet i 5 minuter.

Kontrollera att RPE-bufferten rekonstituerades genom att lagga till rétt volym
etanol och att bufferten har rumstemperatur (15-25°C)

Ménga omvénda transkriptaser ér avsedda fér anvéndning med cirka 1 pg
RNA. Om du utfér omvénd transkription med mycket smé méngder RNA
rekommenderar vi att du anvénder eft omvant transkriptas som &r sarskilt
utformat fér hégkénsliga omvénda transkriptioner.
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Bilaga: Allménna hanvisningar angdende RN A-
hantering

Arbete med RNA

Ribonukleaser (RNase) dr mycket motsténdskraftiga och aktiva enzymer, som normalt inte
behdver kofaktorer fér att vara aktiva. RNaser ér svdra att inaktivera och endast en liten
méngd racker for att bryta ner RNA. Darfér skall inga laboratoriematerial av glas eller plast
anvéndas, dar RNase-kontaminationer inte eliminerats férst. Se till att inga RNase-
kontaminationer kan tillkomma p& RNA-proven under eller efter nukleinsyraproceduren. Fér
att skapa och bevara en RNasefri omgivning bér de péaféljande férsiktighetsatgarderna
faljas vid forbehandling och bruk av engéngs- och flergéngsbehéllare och [&sningar nér du
arbetar med RNA.

Allman hantering

Arbetet med RNA skall alltid félja principerna fér ordentliga mikrobiologiska och aseptiska
arbetstekniker. Hander och dammpartiklar kan béra pé bakterier och magelsvampar, vilket
ar de vanligaste orsakerna till RNase-kontamination. Bar darfér alltid latex- eller vinylhanskar
vid hantering av reagenser eller RNA-prov fér att undvika en RNase-kontamination via huden
eller genom dammiga laboratorieinstrument. Byt laboratoriehandskarna ofta och sténg alltid
alla behéllare direkt efter anvéndning. L&t renad RNA ligga kvar pé is, om alikvoter

pipetteras for vidare applikationer.

For aftt  avlagsna RNase-kontamination frén  bénkytor, flergéngsbehdllare  och
laboratorieutrustning  (till exempel pipetter och elekiroforesbehéllare) bér du anvénda
RNaseZap® (kat. nr AM9780) fran Ambion®. RNase-kontamination kan &ven avlagsnas med
vanliga laboratoriereagenser. For att avkontaminera plastféremdl, skélj med 0,1 NaOH,
1 mM EDTA féljt av RNasefritt vatten (se "Losningar", sidan 23) eller skdlj med kloroform

om plasten &r kloroformtdlig. Fér att avkontaminera elektroforesbehdllare ska du rengéra
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med rengéringsmedel (till exempel 0,5 % SDS), skélja med RNase-fritt vatten, skdlja med

etanol (om behdllarna &r etanoltaliga) och léta torka.

Engéngsplastartiklar

Vi rekommenderar aft du anvénder engdngsrér av polypropylen fér proceduren. Dessa

provrér ar vanligtvis RNase-fria och behéver ingen férbeandling fér att inaktivera RNaser.

Glasartiklar

Glasartiklar ska behandlas fére anvdndningen for aft sdkerstélla att de ér fria frén RNase.
Glasartiklar som ska anvandas fér RNA-arbete ska rengéras med rengdringsmedel, skéljas
noga och ugnsbakas i 240 °C i minst 4 timmar (Sver natten, om det &r mer bekvamt) fore
anvdndningen. Enbart autoklavering kommer inte helt att inaktivera ménga RNaser. Alternativt

kan glaset behandlas med DEPC* (dietylpyrokarbonat), vilket beskrivs nedan i "Lésningar”.

Lésningar

Lésningar (vatten och andra 16sningar) ska behandlas med 0,1 % DEPC. DEPC &r en stark,
men inte en absolut, hdmmare av RNaser. Det anvénds ofta vid en koncentration av 0,1 %
for aft inaktivera RNaser pé glas eller plast, eller for att bilda RNase-fria &sningar och
vatten. DEPC inaktiverar RNaser genom kovalent modifiering. Tillsétt O,1 ml DEPC till 100 ml
av den |6sning som ska behandlas och skaka kraftigt fér att blanda DEPC i |&sningen. Lét
|8sningen inkubera i >12 timmar vid 37 °C + 3 °C. Autoklavera i 15 minuter fér att ta bort
alla spar av DEPC. DEPC reagerar med priméraminerna och kan inte anvéndas direkt for att
behandla Tris-buffertar. DEPC &r mycket instabilt i nérvaro av Tris-buffert och bryts snabbt
ned till etanol och CO2. Vid preparering av Tris-buffertar ska vattnet férst behandlas med
DEPC, och darefter ska Tris l6sas upp fér att bilda lamplig buffert. Sparbara méngder DEPC
modifiera purina rester i RNA genom karboxylering. Karboxylerat RNA forflyttas med
mycket lag effektivitet i cellfria system. Dess férméga att bilda DNA:RNA- eller RNA:RNA-
hybrider paverkas emellertid inte allvarligt, savida inte en stor fraktion av purina rester har
modifierats. Rester av DEPC méste alltid avldgsnas frén [dsningar och karl genom

autoklavering eller uppvérmning till 100 °C i 15 minuter
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Obs: RNeasy-buffertar &r garanterat RNase-fria utan DEPC-behandling och ér dérmed ocks&

fria fran DEPC-kontaminering.

Bestallningsinformation

Produkt Innehadll Kat.nr

RNeasy DSP FFPE Kit (50) 50 RNeasy MinElute-spinnkolonner, 73604
elueringsror, tvattror, lyseringsror,
RNase-fria reagenser och buffertar.
Aktuell licensinformation och produktspecifika ansvarsfriskrivningar finns i handboken eller
anvandarmanualen il respektive QIAGEN-kit. Handbdcker och anvandarmanualer Hill
QIAGEN-kiten finns p& www.qiagen.com eller kan bestéllas fran QIAGENS tekniska support

eller din lokala distributor.
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Begréinsat licensavtal fér RNeasy DSP FFPE Kit

Anvéndning av den har produkten innebér att kdpare eller anvéindare av produkten godkdnner fljande villkor:

1.

oA 0N

Produkten fér endast anvéndas i enlighet med de protokoll som medféljer produkten och den har handboken och far endast anvéindas med komponenterna som
ingdr i kitet. QIAGEN ger ingen licens fér négon av sina immateriella tillgangar fér att anvéinda eller inkludera komponenterna i detta kit med komponenter som
inte ingdr i detta kit fdrutom vad som beskrivs i de protokoll som medféljer produkten, den hér handboken och ytterligare protokoll som finns pa
www.giagen.com. Vissa av de har ytterligare protokollen har tillhandahéllits av QIAGEN-anvéndare fr andra QIAGEN-anvéndare. De hér protokollen har inte
testats noggrant eller optimerats av QIAGEN. QIAGEN garanterar inte att de inte krénker tredje parts réttigheter.

Férutom de uttryckligen angivna licenserna kan QIAGEN infe garantera att detta kit och/eller dess anvéndning inte krénker oberoende tredje parts réttigheter.
Kitet och dess komponenter dr licensierade fér engéngsbruk och fér inte éteranvéindas, forbétiras eller séljas vidare.
QIAGEN frénséger sig specifikt alla andra licenser, uttryckliga eller underférstédda, bortsett fran dem som uttryckligen angivits.

Inkdparen och anvéindaren av detta kit samtycker fill att inte vidta eller fillata att ndgon annan vidtar négra steg som kan leda till eller underlétta nagra atgérder
som &r férbjudna enligt ovan. QIAGEN kan kréva upphévande av detta begréinsade licensavtal i domstol och ska erséttas fér alla undersdknings- och

der, inklusive advokatk der, vid eventuell &tgérd for att uppratthélla detta begrénsade licensavtal eller ndgon av féretagets immateriella
réittigheter avseende kitet och/eller négon av dess komponenter.

réttegér

Fér uppdaterade licensvillkor, se www.qiagen.com.

Varumérken: QIAGEN®, Sample to Insight®, MinElute®, RNeasy® (QIAGEN Group); Ambion®, RNaseZap® (Thermo Fisher Scientific eller dess dotterbolag).
Registrerade namn, varumérken etc. som anvénds i det har dokumentet ska inte anses som oskyddade enligt lag &ven om de inte uttryckligen anges som skyddade.
08/2017 HB-2416-001 1106945 © 2012-2017 QIAGEN, med ensamritt.
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Bestdlining www.giagen.com/shop | Teknisk support support.qiagen.com | Webbplats www.qiagen.com
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