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Avsedd anvandning

QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit ar ett system dar silikonmembrans-teknik (QIAamp-teknik)
anvands for isolering och rening av genomisk DNA frén formalinfixerade, paraffininbaddade

(Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded, FFPE)-biologiska prover.

Det &r avsett for att anvéndas vid manuell provberedning och ger inga kvalitativa eller

kvantitativa testresultat.

Avsedd anvandare

Produkten &r avsedd att anvandas av yrkesméssiga anvéndare, sdsom tekniker och lakare

som dr utbildade i molekylarbiologiska metoder fér in vitro-diagnostik (IVD)-syften.
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Beskrivning och princip
Sammanfattning och férklaring

QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit anvénds fér rening av DNA fran sektioner av FFPE-vévnad.
Det anvdnder en véletablerad QlAamp DNA-mikroteknik fér rening av genomisk och
mitokondrie-DNA frén smé& exempelvolymer eller storlekar. Kittet kombinerar de selektiva

bindande egenskaperna hos ett silikonbaserat membran med flexibla volymer fér eluering.

Lyseringsférhéllandena gér att genomisk DNA effektiv kan renas frén sektioner av
FFPE-vévnad utan behov av inkubering dver natten. Inkubering vid en férhéjd temperatur efter
Proteinas K-nedbrytning avldgsnar delvis formalinets korslénkning av det frigjorda DNA, vilket
kan férbattra avkastningen och DNA-prestanda i nedstréms analyser. OBS! DNA som isolerats
frén FFPE-prover vanligtvis har lagre molekylvikt an DNA frén féarska eller frysta prover.
Graden av fragmentering beror p& provets typ och élder och de férhéllanden som anvénts fér

fixering.

Efter provlysering, &r den enkla QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit-proceduren passande for

ett samtidigt processande av prover.

Det &r anvdndarens ansvar att validera systemegenskaperna fér alla de procedurer som
anvands i laboratoriet som inte ingér i QIAGEN® egenskapsstudier som beskrivs i denna
handbok.

Princip for Proceduren

QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit-proceduren bestér av 6 steg (Figur 1):

e Avlagsnande av paraffin: Paraffin [6ses upp i xylen och avlagsnas.

® lysering: Provet lyseras vid 56 °C under denaturerande férhéllanden med Proteinas K.
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Uppvéarmning: Inkubering vid 90 °C vander p& formalinets korslénkning.
Bindning: DNA binds till membranet och kontaminerat genomflade.
Tvatining: Kvarvarande kontaminationer tvattas bort.

Eluera: Ren, koncentrerad DNA elueras fran membranet.

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue-procedur

Prov

Avlégsna paraffin

Lysering

Uppvérmning

Binda DNA

Tvétining

Elvera

%Eﬁ%*ﬂ'i—ﬂﬁ*{l‘iﬁm#ﬁiﬁ*—ﬂiwﬁiw

Fardigt DNA

Bild 1. QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit-procedur.
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Material som medféljer

Kit-innehall

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (50)
Katalognr. 60404
Antal beredningar 50
Identitet Symboler Kvantitet
QlAamp QlAamp MinElute Columns with Wash Tubes COL 50
MinElute® (QlAamp MinElute-kolonner med tvéttrér)
WT Wash Tubes (Tvattrér) (2 ml) 3 x50
Hij Elution Tubes (Eluerings-rér) (1,5 ml) ELU 50
LT Lysis Tubes (lyserings-rér) (2 ml) TUBE 50
ATL Tissue Lysis Buffer (Lyseringsbuffert fér vévnad) 10 ml
Al Lysis Buffer* (lyseringsbuffert) | LYS | BUF | 12 ml
AWI1 Wash Buffer 1* (Tvattbuffert 1) (koncentrat) | vwwasH | BUF] 1 JCONC] 19 ml
AW2 Wash Buffer 21 (Tvéitibuffert 2) (koncentrat] [WAsH [Bur[ZJcoNg] 13l
ATE Elution Buffer! (Eluering buffert) 12 ml
PK Proteinase K (Proteinas K) ROTK 1,25 ml

- Bruksanvisning (Handbok)

o
m
-
C

* Innehéller guanidinsalt. Inte kompatibel med desinfektionsmedel med blekmedel. Sidan 10 innehéller Varningar och

forsiktighetsatgarder.
t Innehédller natriumazid som konserveringsmedel.
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Paketets innehall

De viktigaste komponenterna i kittet férklaras nedan.

Tabell 1. Aktiva innehéllsémnen i medfsljande reagenser

Reagens
Aktivt innehallsémne/en Koncentration (w/w) [%]
Symbol Namn
ATL Buffer ATL Natriumdodecylsulfat > 1till <10
Al Guanidinhydroklorid > 30 till < 50
Buffer AL
Maleinsyra >0,1till<1
AWI1 Guanidinhydroklorid > 50 till < 70
Buffer AW 1
Etanol > 10 till < 90
AW2 Buffer AW2 Etanol > 10 till < 90
ATE Buffer ATE Ingen
PK Proteinase K (Proteinas K)  Proteinase K > 1till< 10

Fér att minimera risken fér negativ péverkan p& diagnostiska resultat genererade efter

DNA-isolering, méste lampliga kontroller f6r nedstréms-applikationer anvandas.
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Material Som Behdvs Men Inte Medfélier

Anvénd alltid laboratorierock, engéngshandskar och skyddsglaségon vid hantering av
kemikalier. Mer information finns i tillampliga sdkerhetsdatablad (Safety Data Sheets, SDS)

som kan erhéllas av respektive tillverkare.

Ytterligare reagenser

® Xylen
e FEtanol (96-100 %)*

Forbrukningsartiklar

e Vid beslut aft inte anvdnda de provrér som medfélier i kitet rekommenderar vi
mikrocentrifugrér pé& 1,5 eller 2 mL (for lyseringsstegen) och ett 1,5 mL mikrocentrifugrér
(for elueringsstegen) (tex. fran Sarstedt®, kat.nr 72.690). Vi rekommenderar
DNase/RNase-fria, koniskt formade rér med sdkerhetslock. Det ér anvéndarnas ansvar att
validera systemets prestanda fér eventuella procedurer som anvénds i deras laboratorium
och infe ingér i QIAGEN prestandastudier.

® Pipetter och pipettspetsar (vi rekommenderar starkt pipettspetsar med aerosolbarrigrer fér

att undvika korskontaminering)

Utrustning®

e Termomixer?, uppvéarmd orbital inkubator, varmeblock eller vattenbad som klarar
inkubation vid 56 °C, 70 °C och 90 °C
e Mikrocentrifug™ med rotor fér 2 ml provror

® Vortexblandare

* Anvand inte denaturerad alkohol som innehéller andra substanser, sdésom metanol eller metyletylketon.

T Sékerstall att instrumenten &r kontrollerade och kalibrerade enligt tillverkarens rekommendationer fére anvéndning.

¥ For aft garantera att prover bearbetas korrekt i QlAamp DSP DNA FFPE-procedurerna, rekommenderas starkt att
instrumenten bor kalibreras i enlighet med tillverkarnas rekommendationer.
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Varningar och férsiktighetsatgarder

Baserat pd QIAGEN riskhantering implementerades alla avsedda atgérder for riskkontroll i
produktens design. De totala kvarstéende riskerna har bedémts vara acceptabla och
anvandandet av enheten har bedémts som sckert. Denna handbok innehdller instruktioner,
varningar och férsiktighetsétgérder for att garantera sdkerhet och prestanda fér enheten.

Dessa méste noga efterfsljas.

Var medveten om att du kan behéva konsultera lokala regelverk fér rapportering av allvarliga
incidenter som intréffat i samband med enheten ftill tillverkaren och/eller auktoriserad

representant och den tillsynsmyndighet dar anvéndaren och/eller patienten befinner sig.
Sakerhetsinformation

Anvand alltid laboratorierock, engdngshandskar och skyddsglaségon vid hantering av kemikalier.
Mer information finns i tillampliga sdkerhetsdatablad (Safety Data Sheet, SDS). De ér tillgéngliga
pé webben i behdndig, kompakta PDFformat p& adressen www.giagen.com/safety, dér du kan
hitta, visa och skriva ut sékerhetsdatablad (SDS) fér varje QIAGENit och kitkomponent.

FORSIKTIGHET  Tillsatt ALDRIG blekmedel eller sura |8sningar direkt till provberednings-

avfallet.

e Buffer AL och Buffer AWT innehéller guanidinhydroklorid som kan bilda starkt reaktiva
sammansdattningar i kombination med blekmedel.

e Om vatska som innehdller dessa buffertar spills ut, rengér man med lémpligt laboratorie-
rengdringsmedel och vatten. Om den spillda vatskan innehdller potentiellt smittfarliga
admnen rengdrs det pdverkade omré&det férst med laboratorie-rengéringsmedel och vatten
och sedan med natriumhypoklorit 1 % (v/v).

® Prover dr potentiellt smittsamma. Kassera avfall frén prover och analys i enlighet med

lokala sakerhetsprocedurer.
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Vid nodsituationer

CHEMTREC
USA & Kanada 1-800-424-9300
Utanfér USA och Kanada +1 703-527-3887

Forsiktighetsatgarder

Buffer AL

Innehéller: guanidinhydroklorid; maleinsyra. Varning! Kan vara skadligt vid fértéring eller
inandning. Irriterar huden. Orsakar allvarlig 8gonirritation. Kan orsaka allergisk
hudreaktion. Vid bestéende égonirritation: S8k lakarhjélp. VID KONTAKT MED
OGONEN: Skélj forsiktigt med vatten i flera minuter. Ta ur eventuella kontaktlinser om
detfta gér latt att géra. Fortsatt att skélja. Kontaminerade klader tas av och tvattas innan de
anvands igen. VID HUDKONTAKT: Tvétta rikligt med tval och vatten. Om hudirritation
uppstar: Sok lékarhijélp. Anvand skyddshandskar/skyddskléder/8gonskydd/ansiktsskydd.

&

Buffer ATL

Varning! Orsakar lindrig hudirritation. Om hudirritation uppstér: Sk lakarhjalp.

&

Buffer AW1

Innehéller guanidinhydroklorid. Varning! Skadligt vid fértéring eller inandning. Irriterar
huden. Orsakar allvarlig gonirritation. Kontakta GIFTINFORMATIONSCENTRAL eller
|ékare om du kanner dig sjuk. Innehéllet/behdllaren lamnas till en godkéand
avfallsanléggning. Kontaminerade kléder tas av och tvéttas innan de anvénds igen.
Anvand skyddshandskar/skyddskléder/8gonskydd/ansiktsskydd.

&

Proteinase K

Innehller: Proteinas K. Fara! Orsakar lindrig hudirritation. Kan orsaka allergi- eller
astmasymptom eller andningssvarigheter vid inandning. Inandas inte damm/rék/gaser/
dimma/d&ngor/sprej. Innehdllet/behéllaren lémnas till en godkénd avfallsanléggning. Vid
besvar i lufivégarna: Kontakta GIFTINFORMATIONSCENTRAL eller lékare. VID
INANDNING: Vid andningsbesvér, flytta personen till frisk luft och se till att han eller hon
vilar i en stallning som underlattar andningen. Anvénd andningsskydd.

©
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Bortskaffning

Avfallet innehdller prover och reagenser. Detta avfall kan innehdlla giftigt och smittsamt
material och maste kasseras pd lampligt sctt. Se vidare i era lokala sékerhetsforeskrifter for

lédmpliga procedurer for att kassera avfallet.
Mer information finns i tillampliga sckerhetsdatablad (Safety Data Sheet, SDS). Dessa &r

tillgéngliga online i PDFformat pé www.qiagen.com/safety dér ni kan hitta, granska och skriva
ut sdkerhetsdatablad (SDS) fér alla kit och kitkomponenter frén QIAGEN.
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Férvaring och hantering av reagenser

QlAamp MinElute-kolonner ska férvaras vid 2-8 °C efter leveransen och kan anvéandas fram

till utgéngsdatumet pd kitladan.

Alla buffertar kan férvaras i rumstemperatur (15-25 °C) och &r stabila till och med

utgé&ngsdatumet, om de férblir odppnade.

Anvandningsstabilitet

Rekonstituerad Buffer AW1 och AW2 kan férvaras vid rumstemperatur (15-25 °C) i upp Hill

1 ar eller fram till kitets utgangsdatum, beroende pé vilket , som &r kortast.
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Foérvaring och hantering av prover

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit har tagits fram fér anvéndning FFPE-prover.

DNA-stabiliteten @r beroende av olika faktorer sésom provtagnings-, hanterings-, berednings-
och férvaringsférhéllanden som kan péverka dess anvandning i nedstréms applikationer. Det
&r viktigt aft konsultera bruksanvisningen fér specifika nedstréms applikationer och/eller

verifiera och validera hela arbetsflédet fér att etablera tillémpliga villkor.

For allman information om laboratorieférfaranden  f6r  provtagnings-, hanterings-,
berednings- och férvaringsférhéllanden fér FFPE-vévnad rekommenderar vi att du foljer
ISO 20166-3:2018 “Molekylarbiologiska in vitro-diagnostiska undersckningar - Riktlinjer for
pre-analytiska processer fér formalinfixerad och paraffininbéddad (FFPE) vévnad - Del 3:
Isolerad DNA” och CLSI MM13-A “Provtagning, transport, beredning och férvaring av prover

for molekyléra metoder; godkénd riktlinjer”.
DNA elueras i Buffer ATE och &r genast klart fér anvéndning vid amplifieringsreaktioner eller

fr lagring (férhéllandena beror p& anvéndarkraven). Se vidare i kittets géllande handbécker

for rekommenderade lagringsférhallanden for specifika QIAGEN nedstréms-applikationer.
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Procedur

Viktigt att tanka pa fore start

o Alla reagenser som medfélier QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit ér avsedda att
anvandas enbart tillsammans med évriga reagenser i samma QlAamp DSP DNA FFPE
Tissue Kit. For aft basta effekt ska kunna garanteras fér kittets reagenser inte bytas ut mot
ndgot annat reagens.

e Kontrollera att kittets komponenter inte dr skadade efter mottagande av kittet. Om
forpackningarna eller buffert-flaskorna ér skadade, kontakta QIAGEN teknisk service
eller er lokala distributér. | handelse av vatskespill, hanvisas till “Varningar och
forsiktighetsatgarder”, (sida 10). Anvénd inte skadade kitkomponenter eftersom det kan
leda till dalig kit-prestanda.

® Anvand inte kitkomponenter fran andra kit med det kittet som fér nérvarande anvénds
sévida inte lotnumren &r identiska.

e Undvik mikrobiell kontaminering av kittets reagenser.

® Detta kit bor endast anvandas av personal utbildad i in vitro-diagnostisk
laboratoriepraxis.

® For atft undvika kontaminering via hud eller dammig laboratorieutrustning ska alltid latex-
eller vinylhandskar béras vid hantering av reagenser och prover. Hénder och
dammpartiklar kan bara pé& bakterier och mégelsvampar, vilket ar de vanligaste
orsakerna vid kontaminering. Byt laboratoriehandskarna ofta och héll provréren
stangda.

e Oanvanda buffertar, genomfléden och provrester ska kasseras i enlighet med lokala
procedurer.

e Om ni anvander egna plastbehdllare, rekommenderas anvéndande av DNase/RNase-
fria l&gbindande, konformade 1,5-2 ml polypropylen-rér av engéngstyp med
scikerhetslock genom hela rening-proceduren.

e Utfér alla centrifugeringsstegen i rumstemperatur (15-25 °C).
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Alla buffertar ska lagras vid rumstemperatur (15-25 °C) och de ska vara ordentligt
blandade innan anvandning.

Stall in en termomixer eller uppvarmd skakinkubator till 56 °C fér anvéndning i steg 9.
Om det inte finns n&gon termomixer eller uppvarmd orbital inkubator tillgénglig, gér det
att anvanda ett varmeblock eller vattenbad istéllet.

Om Buffer AL eller Buffer ATL innehéller precipitater (utfallningar) s& kan de 16sas upp
genom att vérmas till 70 °C med lugn omrérning.

Kontrollera att Buffer AW 1 och Buffer AW2 har férberetts enligt nedanst&ende
anvisningar.

De kvalitetskontrollerande procedurerna hos QIAGEN anvénder funktionella kit-
leveranstester fér varje individuellt kitlot. Blanda déarfér inte reagens frén de olika kittens

lotnummer och kombinera inte individuella reagens frén olika reagensloter.

Beredning av buffertar

Beredning av Buffer ATL

Innan du startar proceduren, kontrollera att det inte har bildats et precipitat (utféllning) i
Buffer ATL. Vid behov kan du l8sa upp precipitatet (utfdliningen) genom upphettning till

70 °C med en forsiktig skakande rorelse.

Beredning av Buffer AL

Innan du startar proceduren, kontrollera att det inte har bildats eft precipitat (utféllning) i
Buffer AL. Vid behov kan du 16sa upp precipitatet (utféllningen) genom upphettning fill

70 °C med en frsiktig skakande rérelse.
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Beredning av Buffer AW1

o Tillsatt 25 ml etanol (?6-100%) * i flaskan som innehéller 19 ml av koncentrerad Buffer AWT.
Markera kryssrutan pd flaskans etikett fr att visa att etanol har tillsatts. Rekonstituerad Buffer
AWT1 kan lagras vid rumstemperatur (15-25 °C) i upp till T &r eller till utgéngsdatumet for
kittet, vilket som intréffar forst. Vi rekommenderar att man skriver rekonstitutions-datum pé
buffertetiketten.

OBS!: Innan proceduren pébérias, blanda rekonstituerad Buffer AW T genom omskakning.

Beredning av Buffer AW2

e Tillsatt 30 ml etanol (?6-100 %) i flaskan som innehdller 13 ml av koncentrerad Buffer AW2.
Markera kryssrutan pd flaskans etikett fr att visa att etanol har tillsatts. Rekonstituerad Buffer
AW?2 kan férvaras i rumstemperatur (15-25 °C) i upp till 1 ar eller fram till utgangsdatumet
for kittet, vilket av dom som intraffar forst. Vi rekommenderar att man skriver

rekonstitutionsdatum pé& buffert-etiketten.
OBS!: Innan proceduren pabédrjas, blanda rekonstituerad Buffer AW2 genom omskakning.

Startmaterial

Startmaterialet f6r DNA-rening &r skurna snitt med FFPE-vévnad (helst nyskurna). Flera snitt kan

kombineras i 1 preparat. Om ni saknar information om ert startmaterials egenskaper,

rekommenderar vi att ni bérjar med hdgst 3 snitt per preparat.

* Anvénd inte denaturerad alkohol som innehéller andra substanser, sésom metanol eller metyletylketon.
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Anvéndare bor optimera antalet snitt, snittens tjocklek och storleken pd snittens yta, for alla
typer av procedurer som anvands i deras laboratorium. Om kittet anvands fillsammans med

en QIAGEN nedstrémsapplikation, se vidare i géllande handbok fér instruktioner.
Hanteringsprocedur fér att undvika korskontaminering

Pa grund av kanslighet i teknikerna for nukleinsyrans amplifiering &r fdljande
forsiktighetsatgarder nodvéndiga vid hantering av QlAamp MinElute-kolonner for att férhindra

korskontaminering mellan proverna:

e Se till aft inte dverfylla provréren med vévnad.

e Byt skalpell mellan proverna nar du skrapar vavnaden.

e Applicera férsiktigt provet eller I16sningen till QIAamp MinElute-kolonnen. Pipettera provet
i QlAamp MinElute-kolonnen utan att bldta ned kanten pé kolonnen.

e Byt alltid pipettspetsar mellan vatskedverféringar. Vi rekommenderar att du anvénder

pipettspetsar med aerosolbarriar.

Anvénd alltid nya tvéttrér vid utfdrande av tvéttningsstegen av proven.

Se till att rérens lock ar ordentligt férslutna innan vortexblandning och centrifugering.

Se till att QlAamp MinElute-kolumnen &r ordentligt stéingd innan centrifugering.

Efter alla stegen fér puls-vortexblandning och 90 °C inkubationssteg ska mikrocentrifug-

réren centrifugeras kortvarigt for att avldgsna droppar frén lockens insida.

Oppna endast en QlAamp MinElute-kolonn &t géingen och undvik att bilda aerosoler.

e Byt alltid skalpeller mellan proverna.

e Byt alltid pipettspetsar mellan vétskedverforingar. Fér att minimera korskontaminering sé&
rekommenderar vi att du anvander pipettspetsar med aerosolbarriar och undviker aft
anvanda multisteg-pipetter.

e Anvéand alltid engéngshandskar och kontrollera regelbundet om de har kontaminerats av

provmaterial. Kassera handskarna om ni misstanker att de har blivit kontaminerade.

e Oppna endast et provrér &t gangen.
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Centrifugering

QlAamp MinElute-kolonner passar de flesta standard 1,5-2 ml mikrocentrifug-provrér.
Centrifugering av QlAamp MinElute-kolonnerna utférs vid cirka 6000 x g fér att minska
centrifugljudet. Centrifugering vid full hastighet kommer inte att férbattra DNA-utbyten.
Centrifugering av QlAamp MinElute-kolonner vid full hastighet krdvs dock i 2 steg av
proceduren: etft torrt centrifugeringssteg efter att membranen har tvattats och vid
elueringssteget. Centrifugering vid full hastighet krévs ocks& fér att sdnka provhalten efter

xylen-behandlingen och etanol-tvéttsteget.

Samtliga steg fér centrifugering ska utféras vid rumstemperatur (15-25 °C). L&g centrifugering-

temperatur kan leda till suboptimal extraktion.
Bearbetning av QlAamp MinElute-kolonner i en mikrocentrifug
Stang alltid QlAamp MinElute-kolonnerna innan de placeras i en mikrocentrifug.

Undvik att vidrora QlAamp MinElute-kolonnens membran med pipettspetsen.

Genomflddes-fraktioner kan innehélla farligt avfall och ska kasseras pé lampligt satt.

For en effektiv parallell bearbetning av flera prover, rekommenderar vi att et stall fylls med
tvattror, sé att QlAamp MinElute-kolonnerna kan éverféras efter centrifugeringen. Anvéanda
tvattror som innehéller genomfléden kan kasseras och de nya tvéttréren som innehdller
QIAamp MinElute-kolonner kan placeras direkt i en mikrocentrifug.

e Se till s& att erhdlla fullstindig spérbarhet fér provet under hela processen.
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Eluerande av rengjort DNA

For nedstréms applikationer som kréver smé& startvolymer (T.ex., viss PCR-analys), kan eft mer
koncentrerat eluat dka analysens kanslighet, men kan ocksé resultera i en dkad koncentration

av potentiella hdmmare.
En ckning av elueringsvolym kommer aft minska koncentrationen av DNA i eluatet.

Volymen av &terstdllt eluat kan bli cirka 5 pl mindre an volymen fér Buffer ATE som applicerats
pd QlAamp MinElute-kolonnen. Exempelvis, en elueringsvolym p& 20 pl resulterar i > 15 pl

eluat. Volymen man far ut av &terstéllt eluat beror p& provets natur.

Det &r anvandarnas ansvar att optimera en elueringsvolym fér alla procedurer som anvénds i
deras laboratorium. Se vidare i kitthandbdckerna fér de rekommenderade volymerna

gdllande eluering som krévs for specifika QIAGEN nedstréms applikationer.

Utbytena kan héjas om kolonnen inkuberas med Buffer ATE vid rumstemperatur i, exempelvis,
5 minuter innan centrifugering. Eluerat DNA kan samlas in i 1,5 ml eluerings-réren
(medféljande). Lagringsférhallanden fér eluerat DNA &r beroende av de anvéndardefinierade
kraven. Se vidare i kit-handbdckerna angdende rekommenderade lagringsférhéllanden for
QIAGEN nedstréms applikationer.
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Protokoll: Isolering av Genomisk DNA fran Snitt
av FFPE-Vavnad

Procedur

1. Trimma bort éverflédigt paraffin frén provblocket med en skalpell.

2. Snittsektionerna féljer standardiserad laboratoriepraxis (se “Startmaterial”, sida 17).
Anvdandare bér optimera antalet snitt, snittens tjocklek och storleken pé& snittens yta, fér
alla typer av procedurer som anvénds i deras laboratorium. Se till att provet erhéller

sparbarhet under hela proceduren.

3. Skrapa omedelbart vdvnaden fran snitten med en steril skalpell ned i ett lyserings-ror
(medfsljer). Se till att all tillgénglig vévnad &r placerad i provréret. Tillsatt 1 mL xylen till
provet, stdng locket och vortexblanda kraftfullt tills paraffinet 16ses upp (t.ex.,

10 sekunder). Se fill att provréret ér ordentligt sténgt for att undvika aft xylen spills ut,

korskontaminering mellan prover och méjlig kontakt med xylenet.
OBS!: Anvand xylen i dragskap eller annan lamplig inneslutningsutrustning.

4. Centrifugera i full hastighet i ungefér 2 minuter vid rumstemperatur fér att samla upp

vavnadspelleten. Om ingen vévnadspellets formades sé repetera detta steg.
OBS!: Lag centrifugering-temperatur kan leda till suboptimal extraktion.
5. Avlagsna och kassera supernatanten genom pipettering. Behdll pelleten.

Supernatant innehéller xylen, vilket &r ett farligt avfall och ska kasseras pé ett lampligt

satt, i enlighet med lokala bestammelser.
6. Tillsatt 1 ml etanol (96-100 %) till vavnad-pelleten och vortexblanda ordentligt.

Etanol extraherar xylenrester fran provet och ska kasseras pé ett lampligt satt.
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7. Centrifugera vid full hastighet i cirka 2 minuter vid rumstemperatur.

Avlagsna en supernatant férsiktigt genom pipettering. Avldgsna inte ndgot av pelleten.

Avlagsna forsiktigt kvarvarande etanol med hjdlp av en fin pipettspets. Oppna provroret
och inkubera vid 15-40 °C till att all kvarvarande etanol har avdunstat. Avlagsnande av

kvarvarande etanol &r avgérande fér att lyckas med extraktionen.

OBS!: Lagre inkubations-temperatur saktar in avdunstningstiden, medan hégre temperatur

kan &vertorka pelleten vilket gér den svér att suspendera.

. Atersuspendera pelleten i 180 pl Buffer ATL. Tillsétt 20 pl Proteinas K och vortexblanda.

OBS!: Pellets maste vara ordentligt atersuspenderad i Buffer ATL.

9. Inkubera vid 56 °C i ungefar 1 timme (tills att provet lyserats fullstandigt).

11.
12.

13.
14.

22

. Inkubera vid 20 °C i 1 timme.

Inkuberingen vid 90 °C i Buffer ATL héver delvis modifieringen med formaldehyd av
nukleinsyror. Kortare tider for inkubation eller lagre temperaturer kan péverka DNA-
kvaliteten och kvantiteten. Om endast 1 vérmeblock anvénds ska provet std i

rumstemperatur efter inkubering vid 56 °C tills varmeblocket ar uppe i 90 °C.
Centrifugera provréret som hastigast fr att avlégsna droppar frén lockets insida.

Tillsatt 200 pl Buffer AL till provet och vortexblanda. Tillsétt sedan 200 pl etanol (96-100 %)

och vortexblanda ordentligt igen.

Det &r viktigt aft provet, Buffer AL och etanolen vortexblandas eller pipetteras omedelbart
och ordentligt fér att ge en homogen I6sning. Buffer AL och etanol kan férblandas och
laggas ihop i 1 steg for att spara tid vid bearbetning av flera prover. Ett vitt precipitat
(utfallning) kan bildas vid fillsattning av Buffer AL och etanol. Detta precipitat (utfélining)
péverkar inte QIAamp-proceduren. Anvind alltid en férsk blandning och kassera den

omedelbart efter anvéndning.
Centrifugera provréret som hastigast for att avldgsna droppar frén lockets insida.

Overfor forsiktigt hela lysatet till QIAamp MinElute-kolonnen (i ett 2 mL tvétirér), sténg
locket utan att bléta kanten och centrifugera i 6 000 x g i >1 minut. Placera QlAamp
MinElute-kolonnen i ett rent 2 ml tvéttrér (medféljer) och kassera det tvéttréret som

innehaller genomfladet.
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Om ett lysat inte har passerat helt igenom membranet efter centrifugeringen, ska du

centrifugera pé nytt vid en hdgre hastighet tills QlAamp MinElute-kolonnen &r tom.

. Oppna férsiktigt QlAamp MinElute-kolonnen och tillsétt 500 pl rekonstituerad Buffer

AWI1 utan att bléta ned kanten. Stéing locket och centrifugera vid 6 000 x g i >1 minut.
Placera QlAamp MinElute-kolonnen i eft rent 2 ml tvéttrdr och kassera det tvéttrdr som

innehéller genomfladet.

. Oppna férsiktigt QIAamp MinElute-kolonnen och tillsétt 500 pl rekonstituerad Buffer

AW?2 utan att bléta ned kanten. Sténg locket och centrifugera vid cirka 6000 x g i > 1
minut. Placera QlAamp MinElute-kolonnen i et rent 2 ml tvattrér och kassera det tvattror.

som innehdller genomflédet.

Kontakt mellan QIAamp MinElute-kolonnen och genomflddet bér undvikas. Se till aft
balansera centrifugens rotor. Vissa centrifugers rotorer kan vibrera vid inbromsning,
vilket kan géra att genomflddet som innehdller etanol kommer i kontakt med QIAamp
MinElute-kolonnen. Var férsiktig vid borttagande av QlAamp MinElute-kolonnen och
tvattroret frén rotorn sé att genomflédet inte kommer i kontakt med QIAamp MinElute-

kolonnen.

. Centrifugera i full hastighet (cirka 20 000 x g) i ungefdr 3 minuter f&r att torka

membranet.

Overféring (carryover) av etanol in i eluatet kan péverka vissa nedstréms-applikationer.

. Placera QlAamp MinElute-kolonnen i ett rent 1,5 mL elueringsror (medféljer) och kassera

det tvattror som innehdller genomfladet. Oppna forsiktigt locket pé QlAamp MinElute-
kolonnen och fillsétt 20-200 pl Buffer ATE mitt p& membranet.

Viktigt: Om smé elueringsvolymer anvéinds (< 50 pl) dispensera d& Buffer ATE p& mitten
av membranet fér aft sékerstalla fullsténdig eluering av bundet DNA. QIAamp MinElute-
kolonner erbjuder flexibilitet vid valet av elueringsvolym. Vélj en volym i enlighet med
kraven fér den nedstrémmande applikationen. Den erhélina volymen av eluat kan vara
upp till 5 pl mindre &n volymen fér elueringslésningen som tillsattes till kolonnen.

. Sténg locket och inkubera vid rumstemperatur (15-25 °C) i minst 1 minut. Centrifugera

vid full hastighet (ca. 20 000 x g) i >1 minut.

Inkubering av QlAamp MinElute-kolonnen som laddats med Buffer ATE i ungefar
5 minuter vid rumstemperatur innan centrifugering kan 8ka DNA-utbytet.
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Kvalitetskontroll

| enlighet med QIAGEN ISO-certifierade kvalitetshanteringssystem testas varje lot av
QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit mot férbestémda specifikationer fér att garantera konstant
produktkvalitet.
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Begrdnsningar

Kittets prestanda har faststdllts med anvéndning av FFPE-vévnad fér isolering av genomisk

DNA.

Under- eller dverfixering kan péverka DNAkvalitet och resultera i délig prestanda i nedstréms

analyser.

Kvarvarande formalin  kan hédmma proteinas  K-nedbrymingssteget. Tillse noggrann

dehydrering av proverna innan inb&ddning.

Det &r anvandarens ansvar att validera systemegenskaperna fér alla de procedurer som

anvands i laboratoriet som inte ingér i QIAGEN egenskapsstudier.

For att minimera risken fér negativ pé&verkan pé de diagnostiska resultaten, bér lampliga
kontroller for nedstréms- tilldmpningar anvéndas. For ytterligare validering rekommenderas
rikilinjerna enligt International Conference on Harmonization of Technical Requirements (ICH)

i ICH Q2(R1) Validation Of Analytical Procedures: Text And Methodology.

Eventuella diagnostiska resultat som erhélls méste tolkas tillsammans med évriga kliniska fynd

eller laboratoriefynd.

Vid anvéndning av QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit, kan RNA renas samtidigt som DNA

om det finns narvarande i provet.
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Prestandaegenskaper

Tillémpliga prestandaegenskaper finns att hitta under resursfliken p& produktsidan pé&

www.qiagen.com.
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Felsdkning Guide

Den hér guiden fér felsskning kan vara till hjglp fér att [8sa eventuella problem som uppstér.

Mer information finns pé sidan Vanliga fragor (Frequently Asked Questions, FAQ) pé& vért

tekniska supportcenter: www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Dessutom svarar QIAGEN

teknisk service alltid gérna pé era frégor om informationen och/eller protokollen i denna

handbok eller prov- och analys-metoder (fér kontaktinformation, besék www.qgiagen.com).

Kommentarer och férslag

Blockerade QlAamp MinElute-kolonner

a)  Fér mycket startmaterial

b)  Centrifugeringtemperaturen &r
for lag

Lagt DNA-utbyte

a)  Fér mycket startmaterial

b)  DNA som fortfarande &r bundet fill

RNeasy MinElute rotationskolonns

membran
c)  Felaktig férvaring av buffertar /
reagenser
Lagt Azeo/ Azso-viirde

Vatten som anvénds fér att spéda ut
nukleinsyra fér Azeo/ Azsométning

Minska pé méngden av startmaterial. Det @r av stérsta vikt att anvénda
ratt mangd av startmaterial (se sida 17).

Centrifugerings-temperaturen ska vara 15-25 °C. Vissa centrifuger kan
kyla ner till lagre @n 15 °C Gven dé de ar installda pé& 20 °C. Detta
kan orsaka formationer av precipitater (utféliningar) som kan téppa
igen QlAamp MinElute-kolonnerna. Om detta intréffar, stdll in
centrifugerings-temperaturen p& 15-25 °C.

Overbelastning av QlAamp MinElute kolonn minskar mérkbart utbytet
av nukleinsyror. Minska p& méngden av startmaterial (se sidan 17).

Upprepa eluering av DNA, men inkubera QlAamp MinElute-
rotationskolonnen p& en bénk i 10 minuter med ATE-buffert (elueringsbuffert)
innan centrifugering.

QlAamp MinElute spin columns maste férvaras vid 2-8 °C vid kittets
ankomst. Kontrollera s& att temperaturen r korrekt, d& exponering fér hégre
temperaturer under léngre fidsperioder kan leda fill férlust av funktionaliteten.

Anvénd 10 mM Tris Cl, pH 7,5, inte vatten, fér att spéda ut provet
innan matingen av renheten.

DNA fungerar inte bra i nedstréms analyser / applikationer

Overféring (carryover) av etanol

Centrifugering av Q/Aamp MinElute-kolonner vid full hastighet krévs i 2 steg
av proceduren: Under andra tvéitten med Buffer AW2 se fill att centrifugera i
>8 000 x g i 2 minuter vid 15-25 °C fér att torka QlAamp MinElute-
rotationskolonnens membran. Ta férsiktigt bort kolonnen fréin
provtagningsror efter centrifugeringen s& att kolonnen inte kommer i kontakt
med den genomflédande véitskan. Placera sedan kolonnen i eft nytt
provtagningsror och centrifugera i full hastighet i 5 minuter. Centrifugering
med full hastighet & ocks& nédvéindig fér att sénka provhalten efter
xylen-behandlingen och tvattsteget med etanol.
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Symboler

Nedanst&ende symboler finns i anvéndningsinstruktionerna eller pé férpackningar och

etiketter:

Symbol Symbolférklaring

Innehdller reagens som récker till <N> reaktioner

Utgéngsdatum

Den hér produkten uppfyller kraven i Europeisk Regel
2017/746 for in vitro-diagnostiska medicintekniska
enheter.

V In vitro-diagnostisk medicinteknisk enhet

Katalognummer

LOT Lothummer

Materialnummer (dvs., komponentetikett)

Komponenter

Innehdller

EEEEEE ~ " S
¢

Antal

28 Bruksanvisning (handbok) till QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit 02/2023



Symbol Symbolférklaring

GTIN Varldshandel-artikelnummer (GTl-artikelnummer)

R betyder revidering av bruksanvisningen och n &r

2ol

n
revisionsnumret

Temperaturbegrénsning

Tillverkare

=2k

Las bruksanvisningen fér anvéndning

L
o

N
//\

Utsatt inte for direkt solljus

=)

Varning/férsiktighet

Proteinas K

Sodium azide Natriumazid

Vid ankomst

Skriv ner aktuellt datum efter tillsats av etanol i flaskan

@%IE&
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Symbol Symbolfsrklaring
Fronl
e

GuHCI

| MALEIC ACID |

UDI

Guanidinhydroklorid

Maleinsyra

Unik enhetsidentifierare
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Bilaga: Hantering

Allmén hantering

For att undvika kontaminering via hud eller dammig laboratorieutrustning ska alltid latex- eller
vinylhandskar béras vid hantering av reagenser och prover. Hander och dammpartiklar kan
bara p& bakterier och mégelsvampar, vilket ar de vanligaste orsakerna vid kontaminering.
Byt laboratoriehandskarna ofta och héll provréren sténgda. Undvik mikrobiell kontaminering

av kittets reagenser.
Plastvaror fér engdngsbruk

Anvéandning av sterila, kasserbara provrér av polypropylen rekommenderas genom hela

proceduren.
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Bestallningsinformation

Produkt Innehadll Kat.nr.

QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit — for rening av genomisk DNA frén
paraffin-inbéddad vévnad

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue ~ Fér 50 DNA-beredningar: 50 60404
Kit (50) QlAamp MinElute-kolonner, Proteinas

K, Bufferts, Tvéttror (2 ml), Eluerings-

ror (1,5 ml), Lyserings-rér (2 ml)

Uppdaterad  licensinformation  och  produktspecifika ~ friskrivningsklausuler ~ finns i
bruksanvisningen Htill respektive QIAGENkit. Bruksanvisningar fér QIAGENkit finns pa
www.giagen.com eller kan bestdllas frén QIAGEN teknisk service eller din lokala

aterforsdljare.
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Dokumentrevisioner

Revision Beskrivning

RT, juni 2022 Uppdatering till Kitversion 2 fér éverensstdmmelse med VDR
Updatering av Beskrivning och princip sektion

Updatering av Material Som Behévs Men Inte Medféljer sektion
Updatering av Varningar och férsiktighetsatgarder sektion
Updatering av Férvaring och hantering av reagenser sektion

Updatering av Felsckning Guide sektion

Uppdatering av Appendix

R2, februari 2023 e Uppdatering av avsnittet Férvaring och hantering av prov
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Begrénsat licensavtal for QlAamp DSP DNA Kit
Anvéndning av denna produkt innebér att képare eller anvéindare av produkten godkdénner féljande villkor:

1. Produkten fér endast anvéndas i enlighet med de protokoll som medfdlier produkten och denna handbok och far endast anviindas med komponenterna som ingar
i panelen. QIAGEN ger ingen licens fér négon av sina immateriella fillgéngar fér att anvénda eller inkludera komponenterna i denna panel med komponenter som inte
ingér i denna panel fdrutom vad som beskrivs i de protokoll som medfélier produkten, denna handbok och ytterligare protokoll som finns p& www.qiagen.com. Vissa av
de har ytterligare protokollen har tillhandahdllits av QIAGEN-anvéndare fér andra QIAGEN-anvéndare. Dessa protokoll har inte testats noggrant eller optimerats av
QIAGEN. QIAGEN garanterar inte att de inte kréinker tredje parts réttigheter.

2. Férutom de utiryckligen angivna licenserna kan QIAGEN inte garantera att denna panel och/eller dess anvéndning inte kréinker tredje parts réttigheter.
3. Panelen och dess komponenter &r licensierade fér engangsbruk och fér inte &teranvéindas, férbéttras eller sdljas vidare.
4. QIAGEN avsdger sig specifikt ansvar fér alla andra licenser, uttryckliga eller underférstadda, férutom de uttryckligen angivna.

5. Képaren och anvindaren av panelen godkanner att infe tilldta négon annan att utféra négot som kan leda till eller orsaka ofillatna situationer beskrivna ovan.
QIAGEN kan kréva aft detta avtal om begrdnsad licens uppratthélls i domstol, och ska erséttas for alla undersdknings- och réttegdngskostnader, inklusive
advokatkostnader, som uppstar vid férsk att bestrida detta avtal om begrénsad licens eller ndgon av de immateriella réttigheter som avser panelen och/eller négon av
dess komponenter.

Fér uppdaterade licensvillkor, se www.giagen.com.

Varumérken: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, MinElute® (QIAGEN Group); Sarstedt® (Sarstedt AG and Co.).
Feb-2023 HB-3033-002 1130780SV © 2023 QIAGEN, med ensamratt.
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