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Avsedd anvandning

RNeasy DSP FFPE Kit ér ett system avsett for manuell rening av total RNA frén formalinfixerad
paraffininbéddad (Formalin-Fixed Paraffin-Embedded, FFPE) vévnad.

Det startar ett optimerat silikonkolonnbaserat protokoll och inkluderar enzymatiskt

avlagsnande av kvarvarande DNA.

RNeasy DSP FFPE Kit ér avsett for in vitro-diagnostisk

Avsedd anvandare

Produkten ar avsedd att anvandas av yrkesanvandare, t.ex. laboratorietekniker och lgkare

som dr utbildade i molekylarbiologiska tekniker.
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Beskrivning och princip
Sammanfattning och férklaring

RNeasy DSP FFPE Kit ar speciellt utformat fér rening av total RNA fran formalinfixerad
paraffininbéddade (Formalin-Fixed Paraffin-Embedded, FFPE) vavnadssnitt. Genom att isolera
RNA-molekyler som ar léingre én 70 nukleotider utvinner kittet anvdndbara RNA-fragment for

tillampningar sésom RT-PCR.

Pa grund av fixerings- och inb&ddningsférhéllandena &r nukleinsyror i FFPE-prover ofta
fragmenterade och kemiskt modifierade av formaldehyd. Dérfér har nukleinsyror som isolerats
frén FFPE-prover vanligtvis lagre molekylvikt an DNA fran farska eller frysta prover. Graden
av fragmentering beror pé& provets typ och dlder och férhéllandena vid fixering, inb&ddning
och férvaring av provet. Fér standardisering av férundersdkningsférfaranden av FFPE-vévnad
rekommenderar vi att du féljer ISO 20166-1:2018 “"Molekylérbiologiska in-vitro diagnostiska
undersdkningar - Riktlinjer for pre-analytiska processer fér formalinfixerad och paraffin
inbaddad (FFPE) vavnad - Del 1: Isolerat RNA”.

Aven om formaldehydmodifiering inte kan upptéckas vid standardanalyser for kvalitetskontroll,
sésom gelelekirofores eller labb-p&-ett-chipp-analys, har det stark péverkan pé& enzymatiska

analyser.

Aven om RNeasy DSP FFPE Kit &r optimerad att foérebygga s& mycket av
formaldehydmodifieringen som majligt utan ytterligare RNA-nedbrytning ska inte renade syror
frén FFPE-prover anvéndas i fillampningar nedstréms som kraver fullangds-RNA. Vissa
tillampningar kan behéva modifieringar fér att méjliggéra anvéndning av fragmenterade RNA
(t.ex. skapa sm& amplikoner for RT-PCR). Fér cDNA-syntes ska antingen slumpmdssiga eller

genspecifika primers anvéndas istéllet for oligo-dT-primers.
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Fargning av FFPE-snitt kan ocksé férsémra RNA-kvalitén och prestandan i tillémpningar

nedstréms. Detta géller speciellt fér mdnga immunohistokemiska fargningsprotokoll.
Testprinciper

RNeasy DSP FFPE-principen anvénder valetablerad RNeasy-teknik fér RNA-rening. Speciella
optimerade lyseringsférhéllanden maijliggér effektiv rening av total RNA frén FFPE-
vavnadssnitt. Klyvningssteget DNase | avlagsnar effektivi DNA-kontaminering, inklusive mycket

fragmenterade molekyler.

Forst avlagsnas allt  paraffin - frén  FFPE-vavnadssnitten  genom  behandling  med
Deparaffinization Solution. Efter det inkuberas proverna i en optimerad lyseringsbuffert som
innehdller proteinas K fér att frigéra RNA frén snitten. En kort inkubation vid hégre temperatur
forebygger delvis korslénkning av formalin och de frigjorda nukleinsyrorna, vilket férbattrar
RNA-méngd och kvalitet samt RNA-prestanda i enzymatiska analyser nedstréms. Detta foljs av
DNase I-behandling som &r optimerad fér att eliminera genomiskt DNA, inklusive mycket sma
DNA-fragment som ofta férekommer i FFPE-prover efter l&ngvarig formalinfixering och/eller
l&énga férvaringstider. Sedan blandas lysatet med Buffer RBC. Etanol fillsatts for att skapa ratt
bindningsférhdllanden fér RNA och provet appliceras sedan p& en RNeasy MinElute spin
column dar total RNA binds vid membranet och kontamineringar effektivt tvattas bort. RNA

elueras sedan i minst 14 pl RNase-fritt vatten.
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RNeasy DSP FFPEférfarande

FFPE-vévnadssnitt
ﬁ Avlagsna paraffin

Lysera med proteinas
K-klyvning féljt av
varmebehandling

Behandla supernatant
med DNase 1 och tillsétt
sedan Buffer RBC och
etanol

Bind totalt RNA vid
RNeasy MinElute
spin column

Total RNA

Tvétta
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) <3 b <3 gmh — & ) &b —

Eluerad RNA

Figur 1. Tillvdgagéngssdtt for RNA-rening fran FFPE-vivnad med RNeasy DSP FFPE Kit.
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Material som medféljer

Kitinnehall
RNeasy DSP FFPE Kit (50)
Katalognr. 73604
Antal beredningar 50

Identitet Symboler Kvantitet

RNeasy RNeasy MinElute® Spin Columns (rosa) (var och en i eft COL 50
MinElute 2 ml provtagningsror)
Spin
ET Elution Tubes (Elueringsrér) (1,5 ml) ELU 50
LT Lysis Tubes (Lyseringsrér) (2 ml) 150
WT Wash Tubes (Tvéttrér) (2 ml) 250
DPS Deparaffinization Solution SOL 20 ml
RBC Buffer RBC* 45 ml
PKD Buffer PKD 15 ml
PK Proteinase K (Proteinas K) 1,25 ml
DN RNase-Free DNase | (frystorkat) 1
RNFW RNase-Free Water (RNase-fritt vatten) 3x1,5ml
DBB DNase Booster Buffer | DNase | BUF | 2 ml
RPE Buffer RPE' (koncentrat) [wAsH | BUF | cONC 11 ml
HB, v2 Handbok fér RNeasy DSP FFPE Kit 1

* Innehdller guanidinsalt. Inte kompatibel med desinfektionsmedel med blekmedel. Sékerhetsinformation finns pé sidan 11.

T Tillsétt 4 volymer etanol (96-100 %, ej denaturerad) fére férsta anvéndning s& som anges pé flaskan och beskrivs
pé sidan 16 fér att f& en fungerande 1&sning.
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Paketets innehdll

De viktigaste komponenterna i kittet férklaras nedan.

Tabell 1. De reagenser som medféljer innehéller aktiva ingredienser

Reagens Komponenter Volym

Symbol Namn

DPS Deparaffinization Solution Hexadekan Al S].Oo L
per vikt

RBC Buffer RBC Guanidinhydroklorid =30 %l \Z(k)f 7 vikt per

PKD Buffer PKD Ingen -

PK Proteinase K (Proteinas K) Proteinas K =1 %l T/iSkfé vikt per

DN RNase-Free DNase | (frystorkat) DNase Ol S].Oo L
per vikt

RNFW RNase-Free Water (RNase-fritt vatten) Inget -

DBB DNase Booster Buffer Ingen -

RPE Buffer RPE (koncentrat) Ingen -

For att minimera risken fér negativ p&verkan pé& diagnostiska resultat efter RNA-isolering ska

lampliga kontroller for péfsljande tillampningar anvéndas.
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Material som behévs men inte medféljer

Anvand alltid laboratorierock, engdngshandskar och skyddsglaségon vid hantering av

kemikalier. Se lampliga sdkerhetsdatablad frén produktleverantéren fér mer information.
Kontrollera att instrumenten har kontrollerats och kalibrerats enligt tillverkarens instruktioner.
Sterila, RNase-fria pipettspetsar och pipetter

Mikrocentrifug (med rotor for 2 ml-provrér)

Vortexblandare

96-100 % etanol (anvand inte denaturerad alkohol som innehéller andra substanser,

sésom metanol eller metyletylketon)

Engangshandskar
e Varmeblock med skakfunktion och kapacitet fér inkubation vid 56 °C och 80 °C
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Varningar och férsiktighetsatgarder

Var medveten om att du kan behéva konsultera lokala regelverk fér rapportering av allvarliga
incidenter som intraffat i samband med enheten till tillverkaren och den tillsynsmyndighet dér

anvéndaren och/eller patienten befinner sig.

Alla avsedda férsiktighetsatgérder vidtogs nér s& var mojligt i deftta skede av
produktutvecklingen och granskades systematiskt. Baserat pd riskhantering bedéms alla
kvarstdende risker som acceptabla och anvéndning av enheten bedéms som sdker. Det finns
inga kvarvarande risker med RNeasy DSP FFPE Kit.

For in vitro-diagnostisk anvandning.

Las alla anvisningar noga innan du anvander kittet.

Sakerhetsinformation

Anvénd alltid laboratorierock, engéngshandskar och skyddsglaségon vid hantering av
kemikalier. Mer information finns i tillémpliga sdkerhetsdatablad (safety data sheets, SDS).

Dessa ér tillgaingliga online i PDF-format pé www.qiagen.com/safety dér du kan hitta, granska
och skriva ut sékerhetsdatablad fér alla kit och kitkomponenter frén QIAGEN.

VARNING  Risk fér personskada

Tillsatt ALDRIG blekmedel eller sura ldsningar direkt till provberedning.
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Buffertarna i RNeasy DSP FFPE Kit innehdller natrivmazid. Om dessa buffertar spills rengér du
med lampligt laboratorierengéringsmedel och vatten. Om den spillda vatskan innehéller
potentiellt  smittfarliga  &mnen rengér du det péverkade omradet férst med

laboratorierengoringsmedel och vatten och sedan med natriumhypoklorit 1 % (v/v).

Vid nédsituationer

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

Forsiktighetsatgarder
Foljande risk- och skyddsmeddelanden gdller fér komponenterna i RNeasy DSP FFPE Kit.
PKD, RPE, RNFW, DBB

Innehdller:  Natriumazid.  Varning!  Kan vara  skadligt vid fértéring.  Kontakta
GIFTINFORMATIONSCENTRAL eller lakare om du kénner dig sjuk.

Deparaffinization Solution

Innehéller: hexadekan. Fara! Kan vara dédligt om det svéljs och nér andningsvdgarna.
Irriterar huden. Orsakar allvarlig égonirritation. Kan orsaka irritation i
andningsvégarna. Kan orsaka oéterkalleliga skadliga effekter pa marint liv. Anvénd
skyddshandskar/skyddskléader/dgonskydd/ansikisskydd. Vid exponering eller misstanke
om exponering: Kontakta genast GIFTINFORMATIONSCENTRALEN/Iékare. Framkalla

INTE krékning. Férvaras inlést. Innehdllet/behdllaren lémnas till en godkénd
avfallsanléggning.

12 Bruksanvisning till RNeasy DSP FFPE Kit (handbok) 06/2022



Proteinase K

Innehéller: Proteinas K. Fara! Orsakar lindrig hudirritation. Kan orsaka allergi- eller
astmasymptom eller andningssvérigheter vid inandning. Inandas inte
damm/rék/gaser/dimma/éngor/sprej. Anvénd
skyddshandskar/skyddskléder/8gonskydd/ansikisskydd. Anvénd andningsskydd. Vid
exponering eller misstanke om exponering: Kontakta
GIFTINFORMATIONSCENTRAL/Iékare. Fér personen till en plats med frisk luft och
placera i ett ldge dér det ér bekvamt att andas. Innehéllet/behallaren lémnas il en
godkénd avfallsanléggning.

DNase |

Innehéller: DNase. Faral Kan orsaka allergisk hudreaktion. Kan orsaka allergi- eller
astmasymptom eller andningssvdrigheter vid inandning. Inandas inte
damm/rék/gaser/dimma/éngor/sprej. Anvénd
skyddshandskar/skyddskléder/dgonskydd/ansikisskydd. Anvénd andningsskydd. Vid
exponering eller misstanke om exponering: Kontakta
GIFTINFORMATIONSCENTRAL/IGkare. Fér personen till en plats med frisk luft och
placera i ett ldge dar det ar bekvamt att andas.

Buffer RBC
Innehéller guanidinhydroklorid. Varning! Skadligt vid fértcring eller inandning. Irriterar
huden. Orsakar allvarlig 8gonirritation. Anvénd
skyddshandskar/skyddskléader/&gonskydd/ansiktsskydd.

DNAse Booster Buffer

Varning! Orsakar lindrig hudirritation. Anvénd
skyddshandskar/skyddskléader/&gonskydd/ansiktsskydd.
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Férvaring och hantering av reagenser

RNase-Free DNase | och RNeasy MinElute Spin Columns ska férvaras vid 2-8 °C omedelbart
efter ankomst. Buffertar kan férvaras i rumstemperatur (15-25 °C). Under dessa férhéllanden
kan kittet férvaras s& som angivet fram till utg&ingsdatumet p& férpackningens etikett utan att

prestandan férsémras.

Anvénd inte RNeasy DSP FFPE Kit efter utgédngsdatumet.

Anvandningsstabilitet

Kittet kan anvéndas i 10 manader efter forsta anvéandning eller fram till utgéngsdatumet.
Kitkomponenter

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

For langtidsférvaring av DNase | efter rekonstituering, avldgsna stamldsningen frén flaskan,
dela upp den i alikvot fér eng&ngsanvandning och férvara i =15 till =30 °C i upp till 10
mé&nader. Tinade alikvoter kan férvaras i 2-8 °C i upp till 8 veckor. Frys inte ner upptinade

alikvoter.

Undvik att utsétta reagenser fér UV-ljus (f.ex. vid sanering) eftersom denna exponering kan

péskynda aldrandet.
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Forfarande

Viktigt att tanka pé fére start
Startmaterial

Standardférfaranden fér formalinfixering och paraffininbéddning leder alltid till betydande
fragmentering och korslankning av nukleinsyror. Begrénsa omfattningen av fragmentering och

korslankning av nukleinsyra genom att:

e Anvanda vévnadsprover som &r tunnare én 5 mm for att formalinet ska kunna penetrera
det helt.

® Fixera vavnadsprover i 4-10 % neutral buffrad formalin snarast majligt efter kirurgisk
provtagning

e Anvand en maximal fixeringstid p& 24 timmar (léngre fixeringstider leder till verfixering
och allvarligare fragmentering av nukleinsyra, vilket ger délig prestanda vid
nedstrémsanalyser)

e Dehydrera proverna ordentligt fére inbéddning.

e Anvand lagsmaltande paraffin till inbaddning

Startmaterialet fér RNA-rening ska vara skurna snitt av FFPE-vévnad, vart och ett med en
tjocklek p& upp till 20 pm. Tjockare snitt kan resultera i mindre mangd utvunnen nukleinsyra
aven efter forlangd inkubation med proteinas K. Upp till fyra snitt, vart och ett med en tjocklek
p& upp till TO pm kan kombineras i en beredning. Fler an fyra snitt kan kombineras om den

totala summan av snittens totala tjocklek &r 40 pm eller mindre (t.ex. atta 5 pm tjocka snitt).

For vévnad med extra hégt DNA-innehdll rekommenderar vi att farre snitt anvénds per

beredning for att undvika DNA-kontaminering av renad RNA.
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Om det saknas information om startmaterialets egenskaper rekommenderar vi att du bérjar
med hdgst 2 snitt per beredning. Beroende p&d RNA-mangd och -renhet, kan det vara majligt
att anvanda upp fill 4 snitt i pafsliande preparat. Overbelastning av RNeasy MinElute Spin

Columns kan dock avsevart minska méangden och kvalitén hos utvunnen RNA.
Bereda buffertar
Bereda DNase | stamlésning

Bered DNase stamldsning genom att 16sa upp det frystorkade DNase | i 550 pl RNase-fritt
vatten. For att undvika férlust av DNase |, 8ppna inte flaskan. Injicera RNase-fritt vatten i
flaskan med en RNase-fri nél och spruta. Blanda férsiktigt genom att véinda flaskan. En vortex

bér inte anvdndas for att blanda.

 vissa fall kan flaskan med DNase | verka vara tom. Detta beror péd att det frystorkade enzymet
sitter fast p& septum. For att undvika férlust av DNase |, dppna inte flaskan. L&s istéllet upp

DNase | genom att anvanda nél och spruta s& som beskrivs nedan.

OBS! DNase | &r sarskilt kansligt for fysisk denaturering. Blanda endast genom att forsiktigt

vénda pé& flaskan.

OBS! Var noga med att se till aft hela méngden RNasefritt vatten injiceras i flaskan.

Olssligt material kan finnas kvar efter att DNase | har lésts upp. P& grund av
produktionsproocessen kan det finnas olésligt material i frystorkat DNase |. Detta paverkar
inte prestandan hos DNase |.

For langtidsférvaring av DNase | ska stamldsningen avlégsnas frén flaskan, delas upp i mindre

alikvoter fér engéngsbruk och férvaras i =15 till =30 °C i upp till 10 manader. Tinade alikvoter

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

Tillsatt fyra volymer (44 ml) etanol (96-100 %) i flaskan som innehdller 11 ml Buffer RPE-

koncentrat. Markera kryssrutan pé flaskans etikett for att visa att etanol har tillsatts.
OBS! Blanda den rekonstituerade Buffer RPE genom att skaka innan férfarandet pabérias.
Saker som maste goras fore start

e Om RNeasy DSP FFPE Kit anvands for férsta gangen ska du lasa “Viktigt att ténka pé
fore start” (sidan 15)

® Om du arbetar med RNA fér férsta gangen, 1as “Bilaga: Allménna hanvisningar
angdende RNA-hantering” (sidan 30).

e Buffer RBC innehdller ett guanidinsalt och ar darfér inte kompatibelt med
desinficeringsreagenser som innehdller blekmedel. Sékerhetsinformation finns pé
sidan 11.

e Utfor alla steg i rumstemperatur (15-25 °C) om ingenting annat anges. Arbeta snabbt
under proceduren och gér inga uppehdll.

e Utfor alla centrifugeringssteg med en mikrocentrifug instélld p& 15-25 °C. Om en kyld
mikrocentrifug anvands, stéll in temperaturen pd 20-25 °C eftersom skylning fill under
15 °C annars kan intréffa.

® Under forfarandet nedan anger A de volymer som ska anvdndas vid bearbetning av 1-
2 snift per prov medan @ anger de volymer som ska anvandas vid bearbetning av 3-4
snitt per prov.

e Om Buffer RPE och RNase-Free DNase | anvdnds for forsta géngen ska de rekonstitueras
p& det sétt som beskrivs i “Bereda buffertar” (sidan 16).

e Ekvilibrera alla buffertar till rumstemperatur (15— 25 °C). Blanda rekonstituerad Buffer
RPE genom att skaka.

e Stall in eft vérmeblandare pé& 56 °C fér anvéndning i steg 5 och steg 9. Minska

vantetiden genom att stélla in en andra varmemixer pa 80 °C fér anvéndning i steg 9.
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OBS! Gér inte uppehéll i reningsférfarandet eftersom ckade inkubationstider kan
innebara forlust eller degradering av RNA. Den genomsnittliga bearbetningstiden for

upp till 12 prover parallellt ar ca 130 minuter.

Protokoll: Rening av total RNA fréin FFPE-vavnadssnitt

. Trimma bort éverflédigt paraffin frén provblocket med en skalpell.

. Skér i 5-20 pm tjocka snitt.

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

3. Placera omedelbart snitten i ett mikrocentrifugror pé A 1,5 eller ®2 ml och stéing locket.

. Tillsétt A 160 eller m 320 pl Deparaffinization Solution, vortexblanda kraftigt i 10 sek

och centrifugera kort fér att f& provet att sjunka fill botten av réret.

. Inkubera i 56 °C i 3 minuter och l&t det sedan svalna i 5 min i rumstemperatur.

Om fér lite Deparaffinization Solution anvénds eller om fér mycket paraffin férs 6ver med
provet kan Deparaffinization Solution bli vaxartad eller fast nér den svalnat. Om detta

sker ska mer Deparaffinization Solution tillsattas i steg p& 160 pl och steg 5 upprepas.

. Tillsétt A150 eller ®240 pl Buffer PKD och vortexblanda i 3 sek.
. Centrifugera i 1 minut pa 11 000 x g.

8. Tillsatt 10 pl proteinas K till den lagre, farglésa fasen och blanda genom att férsiktigt

pipettera 10 ganger upp och ner (blanda inte i separata faser).

. Inkubera i 56 °C under 15 min p& 1100 rpm, sedan i 80 °C under 15 min p& 1100

rpm.

Om endast ett vérmeblock anvands ska provet sta i rumstemperatur efter inkubation i
56 °C tills varmeblocket ar uppe i 80°C.

OBS! Fullstéindig digestion av vévnad av proteinas K behdvs inte maximalt utbyte av

RNA, men inkubationssteget i 80 °C ar avgérande.
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Viktigt: Se till att vérmeblocket har nétt 80 °C innan inkubationen p& 15 minuter
péborias. Inkubationen under 15 min. i 80 °C &r avgérande for att motverka korslankar

av formaldehyd och optimal RNA-prestanda nedstréms s&som vid RT-PCR i realtid.

10. Centrifugera kort och 6verfor A 145 eller ® 230 pl av den lagre, farglésa fasen fill eft

nytt 1,5 ml mikrocentrifugrér.

. Inkubera pd is i 3 min. och centrifugera sedan i 15 min p& 20 000 x g.

12. Overfér supernatant till ett nytt 2 ml mikrocentrifugrér och se till att inte rubba pelleten.

Pelleten innehdller oldsligt vévnadsavfall, bland annat korslénkade DNA.

13. Tillsatt DNase Booster Buffer motsvarande en tiondel av provets volym (A 14,5 eller

® 23 pl) samt 10 pl DNase | stamlésning. Blanda genom att vénda provréret.

Centrifugera en kort stund fér att samla upp kvarvarande viétska frén rérets sidor.

OBS! DNase | tillhandahélls frystorkad och méste rekonstitueras sésom beskrivs i

"Bereda DNase | stamlésning” pé sidan 16.

OBS! DNase | &r sdrskilt kansligt for denaturering. Blanda endast genom att forsiktigt

vénda pd réret. En vortex bor inte anvéndas fér att blanda.

14. Inkubera i rumstemperatur i 15 minuter.

15. Tillsétt A 320 eller ® 500 pl Buffer RBC f&r att anpassa bindningsférhéllandena och

blanda lysatet noga med vortexblandare i 3 sekunder samt centrifugera kort.

16. Tillsatt A720 pl eller w1200 pl etanol (96-100 %) till provet. Centrifugera inte. G&

sedan omedelbart vidare till steg 17.

Ett precipitat kan vara synlig efter att etanol har fillsatts. Detta p&verkar inte proceduren.

17. Blanda val genom att pipettera 5 génger upp och ner och éverfér 700 pl av provet,

inklusive eventuell precipitat som kan ha bildats, till en RNeasy MinElute spin column i ett
2 ml provtagningsrér. Stang forsiktigt locket och centrifugera i 15 sek pa >8000 x g.
Kassera provtagningsroret med den genomstrommade vatskan* och placera kolonnen i

eft nytt provtagningsror (medféljer).

*Den genomstrémmade vétskan innehdller Buffer RBC och ar dérfér inte kompatibel med blekmedel.

Séikerhetsinformation 8finns pd sidan .
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20.

21.

22.

*

. Upprepa steg 17 (utan ytterligare blandning) tills hela provet har passerat genom

RNeasy MinElute spin column.

. Tillsétt 500 pl Buffer RPE i RNeasy MinElute spin column. Sténg férsiktigt locket och
centrifugera i 15 sek p& >8000 x g. Kassera provtagningsréret med den

genomstrdmmade vatskan* och placera kolonnen i eft nytt provtagningsrér (medféljer).

OBS! Buffer RPE levereras som ett koncentrat. Se till att etanol tillsatts fére anvandning

sadsom beskrivs i “Bereda Buffer RPE”.

Tillsatt 500 pl Buffer RPE i RNeasy MinElute spin column. Stang locket farsiktigt och
centrifugera i 2 minuter pa > 8000 x g fér att tvatta membranet pd kolonnen. Kassera
provtagningsréret med den genomstrdmmade vétskan* och placera kolonnen i ett nytt
provtagningsrér (medféljer).

OBS! Ta férsiktigt bort RNeasy MinElute spin column frén provtagningsroret efter
centrifugeringen sé att kolonnen inte kommer i kontakt med den genomstrommade

vatskan. Om detta sker kommer etanol att 6verféras.

Oppna locket ill kolonnen och centrifugera i full hastighet i 5 minuter. Kassera

provtagningsréret med den genomstrdmmade vatskan.

For att undvika att locken pé& kolonnerna skadas placerar du kolonnerna i centrifugen
med minst en tom position mellan varje kolonn. Rikta locken s& att de pekar i motsatt

rikining mot rotorns rotation (om t.ex. rotorn roterar medurs riktar du locken moturs).

Det &r viktigt att du torkar av membranet pé kolonnen effersom rester av etanol kan
péverka reaktionerna nedstréms. Centrifugering med &ppna lock sdkerstéller att ingen

etanol dverférs under RNA-eluering.

Placera RNeasy MinElute spin column i ett nytt 1,5 ml provtagningsrér (medféljer). Tillsatt
14-32 pl RNasefritt vatten direkt i mitten av kolonnens membran. Stéing locket férsiktigt

och centrifugera i full hastighet i 1 minut fér att eluera RNA:t.

Den genomstrémmade vdtskan innehéller Buffer RBC och ar dérfér inte kompatibel med blekmedel.
Séikerhetsinformation 8finns pd sidan .
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Eluering med mindre volymer av RNase-ritt vatten leder till hégre total RNA-
koncentrationer men med mindre RNA-utbyte.
OBS! For forvantat lagt utbyte av RNA kan ett ldgbindande provrér anvéndas for
eluering (medféljer inte). Den genomsnittliga déda volymen i RNeasy MinElute spin
column &r 2 pl. Eluering med 14 pl RNase-fritt vatten resulterar i ca 12 pl eluat.

23. Férvara RNA-eluate i -60 till =90 °C eller i =15 till =30 °C i upp till 12 veckor.
OBS! Eluatstabiliteten beror pa innehéllet och typen av isolerade RNA, elueringsvolym
och férvaringsférhallanden. Vi rekommenderar att anvandare faststéller eluatstabiliteten

efter behov for sina specifika krav.
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Kvalitetskontroll

For att sakerstalla en enhetlig produktkvalitet testas varje parti av RNeasy DSP FFPE Kit med
faststallda specifikationer enligt QIAGENS I1SO-certifierade kvalitetshanteringssystem.

Begrdnsningar

Systemprestandan har faststdllts i prestandautvérderingsstudier vid rening av human RNA fran

formalinfixerade, paraffininbédddade prover.

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

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

For att minimera risken fér negativ péverkan pé& diagnostiska resultat bér lampliga kontroller

for nedstrémstillampningar anvéndas.

Eventuella diagnostiska resultat som erhélls méste tolkas tillsammans med 6vriga kliniska fynd

eller laboratoriefynd.
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Prestandaegenskaper

Tillampliga prestandaegenskaper finns under resursfliken p& produktsidan pé

www.giagen.com.
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Bortskaffning

Avfallet innehdller prover och reagenser. Detta avfall kan innehélla giftigt eller smittsamt
material och maste avytiras pé lampligt sétt. Se dina lokala sakerhetsforeskrifter for lampliga

avyttringsprocedurer.

Mer information finns i tillémpliga sckerhetsdatablad (safety data sheets, SDS). Dessa dr
tillgéngliga online i PDF-format p& www.giagen.com/safety dér du kan hitta, granska och

skriva ut sdkerhetsdatablad fér alla kit och kitkomponenter frén QIAGEN.
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Felsdkningshandbok

Den har felsokningshandboken kan vara till higlp for att 16sa eventuella problem som uppstér.

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

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

tekniska service gérna pé fragor om informationen och/eller protokollen i denna handbok

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

Kommentarer och forslag

Igensatt RNeasy MinElute spin column

a)  Fér mycket startmaterial

b)  Férlag
centrifugeringstemperatur

Minska méngden startmaterial. Det ar viktigt att anvénda rétt mangd
startmaterial (se sidan 15).

Centrifugeringstemperaturen ska vara 15-25 °C. Vissa centrifuger kan bli
kallare @n 15 °C &ven nér de ér instéllda p& 20 °C. Detta kan orsaka
igensdttning av RNeasy MinElute spin column. Om detta sker ska
centrifugeringstemperaturen &kas till 25 °C.

Lagt RNA-utbyte

a)  Dalig kvalitet p&
startmaterial

b)  Fér mycket startmaterial

c)  RNA ér fortfarande
bunden till membranet i
RNeasy MinElute spin
column

d)  Felaktig férvaring av
buffert/reagens

Prov som varit fixerade i mer @n 24 timmar eller som lagrats under lénga
perioder kan innehélla valdigt liten méngd RNA.

Snitt som monterats p& objektglas fér mikroskop kan ge véldigt liten méngd
RNA pé grund av langvarig syreexponering.

Overbelastning av RNeasy MinElute spin column minskar avsevért méngden
nukleinsyra. Minska méngden startmaterial (se sidan 15).

Upprepa RNA-elueringen men inkubera RNeasy MinElute spin column pa
bénken i 10 minuter med RNFW fére centrifugering.

RNeasy MinElute Spin Columns och DNase | méste férvaras i 2-8 °C frén
mottagande av kittet. Kontrollera att férvaringstemperaturen &r korrekt
eftersom funktionen férsémras om det exponeras fér hégre temperaturer
under langre tid.

Bruksanvisning till RNeasy DSP FFPE Kit (handbok) 06/2022 25


http://www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx
http://www.qiagen.com/

Kommentarer och férslag

Lagt Aoeo/ Asso-viirde

Vatten anvénds fér att spéda Anvénd 10 mM Tris Cl, pH 7.5, inte vatten, for att spada provet innan
nukleinsyra fér Azso/Azeométning  renheten méits.

DNA-kontaminering i experiment nedstrdms

a)  Fér mycket startmaterial For vissa vavnadstyper kan effektiviteten hos DNA-avldgsnande minska nér
de behandlas med mycket stora mangder. Prova att bearbeta farre
vavnadssnitt per gdgg om eluerad RNA innehéller avsevérd DNA-
kontaminering.

b)  Vévnaden har hégt DNA-  Vid bearbetning av stora méngder vévnad med hégt DNA-innehall (t.ex.
innehall tymus) kanske inte DNA:t bryts ner helt. Upprepa reningsprocessen med ett
mindre antal vavnadssnitt.

Kontrollera att DNase | har férvarats korrekt pa det sétt som beskrivs i
"Férvaring och hantering av reagens” och “Beredning av DNase |
stam|sning”.

c)  Omvénd transkription med  Omvént transkriptas &r for det mesta avsett att anvéndas med 1 pg RNA. Om
ofillrécklig méngd RNA omvénd transkription utférs med ytterst sm& méngder RNA rekommenderar vi
att ett omvént transkriptas anvénds som &r speciellt utformat fdr mycket
kéinslig omvénd transkription.

RNA fungerar inte bra i nedstrémsanalys/-tillampningar

a)  RNA ér fragmenterad eller  Inkubationen i 80 °C under RNeasy DSP FFPE-processen &r avgérande for
blockerad pa grund av optimal RNA-prestanda vid omvénd transkription och andra enzymatiska
formaldehydmodifiering tillampningar nedstréms. Sakerstéll att inkubationstemperaturen bibehdlls p&

80 °C under hela den 15 minuter l&nga inkubationstiden.

Aven om inkubationen i 80 °C avldgsnar en del av
formaldehydmodifieringarna &r inte RNA som renats frén FFPE-snitt optimala
for enzymatiska reaktioner. Vi rekommenderar att endast slumpméssig primer
eller genspecifik primer anvénds fér cDNA-syntes. Vi rekommenderar ocksé
att amplikoner hélls s& korta som méjligt fér PCR (<500 nukleotider).

b)  Overféring av etanol Se till att centrifugera p& =8000 x g i 2 minuter och 15-25 °C under den
andra tvéatten med Buffer RPE fér att torka RNeasy MinElute spin column
membran. Ta férsiktigt bort kolonnen frén provtagningsréret efter
centrifugeringen sé att kolonnen inte kommer i kontakt med den
genomstrdmmade vétskan. Placera sedan kolonnen i eft nytt provtagningsrér
och centrifugera i full hastighet i 5 minuter.
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Kommentarer och férslag

c)  Overféring av salt under Sékerstall att Buffer RPE rekonstituerades genom att korrekt méngd etanol
RNA-eluering tillsatts och att bufferten har rumstemperatur (15-25 °C).

d)  Omvand transkription med ~ Omvant transkriptas &r fr det mesta avsett att anvéndas med 1 pg RNA. Om
ofillrécklig méngd RNA omvénd transkription utfdrs med ytterst smé mangder RNA rekommenderar vi
att ett omvént transkriptas anvénds som é&r speciellt utformat fér mycket
kénslig omvénd transkription.
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Symboler

Nedanstéende symboler finns i anvandningsinstruktionerna eller p& férpackningar och

etiketter:

Symbolfsrklaring

Innehaller reagens som récker till <N> reaktioner

<N>
Utgangsdatum

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

enheter.

m %
ml)(]@g:

<
)

In vitro-diagnostisk medicinteknisk enhet

k Vid ankomst
DN
COL RNeasy MinElute Spin

Katalognummer
LOT Lotnummer

Materialnummer (dvs. komponentetikett)

3
gE
-

Komponenter (dvs. en lista dver vad som ingér)

0
(@]
4
=

Innehdller (innehall)
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Symbol Symbolférklaring

Antal (dvs. vialer, flaskor)

GTIN GSl-artikelnummer

2

R betyder revidering av bruksanvisningen (handboken)

s

n
och n &r revisionsnumret

Temperaturbegransning

Tillverkare

Las bruksanvisningen

lakitag forsiktighet

P Proteinas K

izl S

Sodium azide Natriumazid

=
O

Unik enhetsidentifierare
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Kontaktinformation

For teknisk support och ytterligare information &r du vdlkommen att besdka vért tekniska
supportcenter p& www.giagen.com/Support, ringa oss p& 00800- 22- 44- 6000 eller

kontakta QIAGEN teknisk service eller en lokal distributdr (se baksidan eller besck

www.qiagen.com).
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Bilaga: Allménna hanvisningar angdende
RNA-hantering

Arbeta med RNA

Ribonukleaser (RNaser) &r mycket motsté&ndskraftiga och aktiva enzymer, som normalt inte
behdver kofaktorer for att fungera. RNaser &r svéra att inaktivera och endast en liten méngd
récker for att bryta ner RNA. Dérfor skall inga laboratoriematerial av glas eller plast anvéndas,
dar RNase-kontaminationer inte eliminerats forst. Se till att RNA-proven inte kontamineras med
RNase under eller efter reningsproceduren. Fér att skapa och upprétthélla en RNasefri
omgivning bér féljande forsiktighetsétgarder vidtas vid férbehandling och anvéndning av

engdngs- och flergangsbehdllare och |&sningar nér du arbetar med RNA.

Allman hantering

Arbetet med RNA ska alltid félja principerna fér korrekt mikrobiologisk aseptiska teknik.
Hander och dammpartiklar kan bara pé bakterier och mégelsvampar, vilket ér de vanligaste
orsakerna till RNase-kontamination. Fér att undvika RNase-kontamination via huden eller
genom dammiga laboratorieinstrument, bér du darfér alltid bara latex- eller vinylhandskar vid
hantering av reagenser eller RNA-prover. Byt laboratoriehandskarna ofta och sténg alltid alla
ror direkt efter anvandning. L&t renat RNA ligga kvar pé is, om alikvoter pipetteras for

nedstromstillampningar.

Vi rekommenderar att RNase-kontaminering fran bénkytor, plastartiklar for flergéngsbruk och
laboratorieutrustning (t.ex. pipetter och  eletroforestankar) avldgsnas med RNaseZap®
(katalognr. AM9780) fré&n Ambion®. RNase-kontaminering kan alternativt avlégsnas med
allménna laboratoriereagenser. Dekontaminera plastartiklar genom att skélja dem med O, 1
M NaOH, 1 mM EDTA f3ljt av RNase-fritt vatten (se “Losningar” pé sidan 32) eller skalj med
kloroform om plastartiklarna &r kloroformresistenta. Dekontaminera elektroferestankar genom
att rengéra dem med rengdringsmedel (t.ex. 0,5 % SDS), skélj med RNasefritt vatten, skdlj

med etanol (om tankarna é&r etanolresistenta) och lat torka.
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Plastvaror fér engangsbruk

Anvéndning av sterila polypropylenprovrér for engéngsbruk rekommenderas for hela
proceduren. Provréren &r generellt RNasefria och behdver ingen férbehandling for att

inaktivera RNase.
Glasartiklar

Glasartiklar ska behandlas fére anvandningen for att sékerstélla att de ér RNasefria. Glasartiklar
som ska anvdndas for RNA-arbete ska rengéras med rengéringsmedel, skéljas noga och
ugnsbehandlas i 240 °C i minst fyra timmar (ver natten, om det &r mer bekvamt) fore
anvandning. Enbart autoklavering kommer inte helt aft inaktivera ménga RNaser. Alternativt kan
glaset behandlas med DEPC (dietylpyrokarbonat) sdsom beskrivs i “Lésningar” nedan.

Losningar

Lésningar (vatten och andra 16sningar) ska behandlas med 0,1 % DEPC. DEPC &r en stark,
men inte en absolut, hdémmare av RNaser. Det anvénds ofta vid en koncentration p& 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. Tillséitt O,1 ml DEPC i 100 ml av den
|6sning som ska behandlas och skaka ordentligt for att blanda DEPC med Iésningen. L&t
|&sningen inkubera i 12 timmar och 37°C. Autoklavera i 15 minuter for att avldgsna eventuella
spér 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 |6sas upp for aft bilda lamplig buffert. Spérbara méngder DEPC modifiera
purina rester i RNA genom karboxylering. Karboxylerat RNA forflyttas med mycket lég
effektivitet i cellfria system. Dess férmaga att bilda DNA:RNA- eller RNA:RNA-hybrider
péverkas emellertid inte allvarligt, sévida inte en stor fraktion av purina rester har modifierats.
Rester av DEPC maéste alltid avldgsnas frén 16sningar och karl genom autoklavering eller
uppvarmning till 100 °C i 15 minuter.

OBS! RNeasy-buffertar ér garanterat RNasefria utan DEPC-behandling och ar séledes fria
fran DEPC-kontaminering.
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Bestallningsinformation

Produkt Innehall Kat.nr.

RNeasy DSP FFPE Kit (50) 50 RNeasy MinElute Spin Columns, 73604
elueringsror, tvattror, lyseringsror,
RNase-fria reagenser och buffertar

Uppdaterad licensinformation och produktspecifika friskrivningsklausuler finns i respektive
handbok eller anvandarmanual fér QIAGEN-kittet. Handbdcker och anvéndarmanualer Hill
QIAGEN-satsen finns tillgangliga p& www.qiagen.com eller kan bestdllas fran QIAGEN

teknisk service eller din lokala &terférsaljare.
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Dokumentrevisioner

Revision

Beskrivning

R1, juni 2022

34

Uppdatering av Kit Version 2 fr IVDR-efterlevnad.
Inga andringar av protokoll eller prestanda jémfart med
Kit Version 1

Uppdatering av Varningar och férsiktighetséatgarder
(tilldgg om kvarvarande risker och information vid

nodsituationer)

Avsnittet Avyttring har lagts fill

Bruksanvisning till RNeasy DSP FFPE Kit (handbok) 06/2022



Avital om begriinsad licens for RNeasy DSP FFPE Kit

Anvéndning av denna produkt innebdr att képare eller anvéindare av produkten godkénner féljande villkor:

1.

AN =

Produkten fér endast anvéindas i enlighet med de protokoll som medféljer produkten och denna handbok och far endast anviindas med komponenterna som
ingar i satsen. QIAGEN ger ingen licens fr négon av sina immateriella tillgangar fér att anvéinda eller inkludera komponenterna i detta kit med komponenter
som inte ingdr i detta kit, férutom vad som beskrivs i de protokoll som medfsljer produkten, den hér handboken och ytterligare protokoll som finns p&
www.giagen.com. Vissa av de hér ytterligare protokollen har fillhandahéllits av QIAGEN-anvéndare fér andra QIAGEN-anvéindare. Dessa protokoll 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 inte garantera att denna sats och/eller dess anvéndning inte kréinker tredje parts réttigheter.
Satsen och dess komponenter ér licensierade f5r engéngsbruk och fér inte ateranvéndas, forbétiras eller séljas vidare.
QIAGEN avsdger sig specifikt ansvar fér alla andra licenser, uttryckliga eller underfdrstédda, forutom de uttryckligen angivna.

Inkdparen och anvéndaren av denna sats samtycker fill att inte vidta eller tillata att négon annan vidtar ndgra steg som kan leda till eller underlétta négra
atgdrder som r fdrbjudna enligt ovan. QIAGEN kan kréva upphévande av detta begrénsade licensavtal i domstol och ska erséttas for alla underséknings- och
der, inklusive advokatk , vid eventuell atgérd for att upprétthélla detta begréinsade licensavtal eller nagon av féretagets immateriella
réittigheter avseende satsen och/eller négon av dess komponenter.

rattegér

Fér uppdaterade licensvillkor, se www.giagen.com.

Varumérken: QIAGEN®, Sample to Insight®, MinElute®, RNeasy® (QIAGEN-gruppen); Ambion®, RNaseZap® (Thermo Fisher Scientific eller dess dotterbolag).
Registrerade namn, varumérken med mera som anvénds i detta dokument ska inte anses som oskyddade enligt lag, @ven om de infe uttryckligen anges som skyddade.
06/ 2022 HB-3027-001 11275325V © 2022 QIAGEN, med ensamrét.
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