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Allman information
QIAsymphony DSP DNA Kit ér avsett for in vitro-diagnostisk.

Dessa protokoll ér avsedda fér rening av totalt DNA frén vévnader och formalinfixerade, paraffininbéddade (FFPE) vévnader med
anvandning av QlAsymphony SP och QlAsymphony DSP DNA Mini Kit.

Beroende pé& provtypen rekommenderar vi anvéndningen av antingen protokollet fér légt innehéll (Low Content, LC) eller protokollet for

hdgt innehdll (High Content, HC). Vavnader ger mer DNA nér de bearbetas med protokollet fér hdgt innehall, men protokollet for lagt
innehall kan anvéandas i kombination med en liten elueringsvolym (50 pl) om det krdvs en hég DNA-koncentration. Fér FFPE-vavnad

rekommenderar vi aft protokollet for lagt innehdll anvénds.
Protokoll fér lagt innehdll

Kit QlAsymphony DSP DNA Mini Kit (kat.nr 937236)
Brevneiaial FFPE-véivnad och vévnad*

Upp till 4 FFPE-vévnadssnitt, vart och eft med en tjocklek pé upp till 10 pm, eller 8 snitt
med en tjocklek p& upp fill 5 pm och en ytarea pé upp fill 250 mm2, kan kombineras i ett
preparat.

Protokollnamn Tissue_LC_200_V7_DSP

Farvald analyskontrolluppséttning ACS_Tissue_LC_200_V7_DSP

Elueringsvolym 50 pl, 100 pl, 200 pl eller 400 pl

Nédvéndig programversion Version 4.0 eller senare

Obligatorisk programvarukonfiguration fér IVD-anvéindning Standardprofil 1

* Se protokollet for hgt innehéll for information om vévnadsprover.

Protokollet fér hogt innehall
Kit QlAsymphony DSP DNA Mini Kit (kat.nr 937236)
Provmaterial Vévnad

Om det saknas information om den férvéintade méngden rekommenderar vi att du bérjar
med 25 mg provmaterial. Beroende p& mangden som erhélls kan provstorleken dkas i
péféliande preparat.

Protokollnamn Tissue_HC_200_V7_DSP

Férvald analyskontrolluppstittning ACS _TissueHLC_200_V7_DSP

Elueringsvolym 50, 100, 200 eller 400 pl

N&dvéindig programversion Version 4.0 eller senare

Standardprofil 1

Obligatorisk programvarukonfiguration fér IVD-anvéndning
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Material som behdvs men inte medféljer
For alla provtyper

o Buffer ATL, 4 x 50 ml (kat.nr 939016)
® For att minimera RNA-innehdll: DNase-fritt RNase A (stamlésning p& 100 mg/ml)

For FFPE-vavnad (xylenfri deparaffinisering)
e Deparaffinization Solution (kat.nr 939018)
For FFPE-vavnad (deparaffinisering med xylen)

e Xylen (99-100 %)
e Etanol (96-100 %)*

Ladan “Sample” (prov)

Provtyp FFPE-vavnad och vavnad
Provvolym 220 pl (krévs per prov enligt protokollef)*
Bearbetad provvolym 200 pl

Ej relevant

Primdra provror

Sekundara provrér Mer information finns i labbmateriallistan, som finns i resursfliken p& produktsidan p& www.qgiagen.com.

Tl Mer information finns i labbmateriallistan, som finns i resursfliken p& produkisidan pé& www.qgiagen.com.

* For bade protokoll fér hégt och l&gt innehdll kommer systemet inte upptéicka det om provvolymen &r mindre én 220 pl eftersom provéverféringen utférs utan
vétskeniv&detektion. Sékerstéll darfér att provinmatningsvolymen ér 220 pl.
n/a = ej relevant.

Ladan “Reagents and Consumables” (reagens och férbrukningsmaterial)

Position A1 och/eller A2 Reagenskassett (RC)
Position B1 Ej relevant
Spetsrackhdllare 1-17 Engéngsfilterspetsar, 200 pl eller 1500 pl

Hallare fr enhetslador 1-4 Enhefslador som innehéller provprepareringskassetter eller 8-Rod Covers

n/a = ej relevant.

* Anvdnd inte denaturerad alkohol, som innehéller andra substanser, exempelvis metanol eller metyletylketon.
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Ladan “Waste” (avfall)

Hallare for enhetslador 1-4 Tomma enhetslador

Aviallspashéllare Avfallspase

Hallare for flaska for flytande avfall Tom flaska for flytande avfall

Ladan “Eluate” (eluat)

Elueringsstdll (vi rekommenderar att uttag 1, kylpositionen, anvénds) Mer information finns i labbmateriallistan, som finns i resursfliken p& produktsidan
pd www.qiagen.com.

Erforderliga plastartiklar

En batch Tvé batcher Tre batcher Fyra batcher
Plastartiklar 24 prover* 48 prover* 72 prover* 96 prover*
Disposable filter-tips, 200 pl'* 26 50 74 98
Disposable filter-tips, 1500 pl** 72 136 200 264
Sample prep cartridges® 21 42 63 84
8-Rod Covers' 3 6 9 12

* Om férre éin 24 prover per batch anvénds minskas antalet engéngsfilterspetsar som krévs per kéming.

T Det finns 32 filterspetsar/spetsstéll.

* Antalet filterspetsar som krévs inbegriper filterspetsar fér 1 inventarieskanning per RC.

¢ Det finns 28 provberedningskassetter/enhetsléda.

9 Det finns tolv 8-Rod Covers/enhetsladda.

OBS! Beroende pd instdliningarna kan antalet givna filterspetsar skilja sig frén de siffror som visas p& pekskarmen. Vi rekommenderar aft

det maximala antalet spetsar laddas.
Elueringsvolym

Elueringsvolymen véljs p& pekskarmen. Beroende pé provtyp och DNA-innehall kan den slutliga volymen variera med upp fill 15 pl mindre
dn den valda volymen. Eftersom elueringsvolymen kan variera rekommenderar vi att du kontrollerar den faktiska elueringsvolymen vid
anvéndning av ett automatiserat analysinstéllningssystem som inte verifierar elueringsvolymen innan &verféringen. Eluering i lagre volymer
Skar den slutliga DNAkoncentrationen, men reducerar mangden négot. Vi rekommenderar att du anvénder en elueringsvolym som ar

lamplig for den avsedda nedstrémstillampningen.
Forberedelse av provmaterial

Anvénd alltid laboratorierock, engéngshandskar och skyddsglaségon vid hantering av kemikalier. Mer information finns i tillampliga

saikerhetsdatablad (Safety Data Sheets, SDS) som kan erhéllas av respektive tillverkare.

For allmédnna rekommendationer om insamling, transport och férvaring se godkénd CLSI -riktlinje MM13-A “Collection, Transport,

Preparation, and Storage of Specimens for Molecular Methods”.
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Saker som méste géras fore start

e Kontrollera Buffer ATL avseende vitt precipitat. Inkubera vid behov i 30 minuter vid 37 °C med skakning dé& och dé& for att 16sa upp
precipitat.

e Stdll in en termomixer eller skakapparat-inkubator pé den temperatur som krévs for respektive férbehandling.

Vévnader

Farska och frysta vévnader kan anvéndas for DNA-rening. Den erhéllna DNA-méngden och kvaliteten beror p& vévnadstyp, vévnadskélla
och férvaringsférhallanden. Farsk vévnad kan skéras i smé bitar och férvaras vid -20 °C eller -80 °C fére bearbetning. | allménhet
rekommenderar vi att du anvénder protokollet for hagt innehdll, vilket ger skad DNA-méngd. Protokollet for lagt innehéll, i kombination
med elueringsvolymen 50 pl, rekommenderas endast om det behdvs héga DNA-koncentrationer fér nedstrémsanalys. Om det saknas
information om den férvéntade méngden rekommenderar vi att du bérjar med 25 mg provmaterial med anvéndning av protokollet fér hégt
innehall och elueringsvolymen p& 200 pl. Beroende p&d mangden som erhdlls kan provstorleken kas eller elueringsvolymen kan minskas i
p&fdliande preparat. Tank pé& att en dverbelastning av preparat i kombination med smé elueringsvolymer kan géra att det sker en éverféring

(carryover) av magnetiska partiklar till eluatet vilket kan férsémra DNA-renhet och nedstrémsanalys.
OBS! Vid arbete med frysta vévnadsprov bér ISO 20184-3:2021 (E) fér automatiserad NA-extrahering fran frysta vévnadsprov observeras.

OBS! Provstabilitet beror pé& olika faktorer och relaterar till den specifika nerstromsapplikationen. Det ér anvéndarens ansvar att konsultera
bruksanvisningen for specifika nerstrémsapplikationer som anvénds i deras laboratorier och/eller validera hela arbetsflédet for att etablera

tillampliga for.
Férbehandlingsprotokoll f5r véivnad

1. Overfér vavnadsprovet till ett 2 ml mikrocentrifugrér (ingdr inte).
2. Tillsatt 220 pl Buffer ATL.
3. Tillsatt 20 pl proteinas K och blanda genom att knacka l&tt pé provréret.
OBS! Anvand proteinas K frén enzymstéllet i QIAsymphony DSP DNA Mini Kit.

4. Placera provréret i en termomixer eller skakapparat-inkubator och inkubera vid 56 °C med skakning vid 900 rpm tills vévnaden ar

helt lyserad.

OBS! Lyseringstiden varierar beroende pé& vavnaden som bearbetas. Fér de flesta vévnader avslutas lysering inom 3 timmar. Om
lysering &r ofullstandig efter 3 timmar, vilket indikeras genom férekomsten av olésligt material eller kraftigt viskésa lysat, kan
lyseringstiden forlangas eller oldsligt material kan avldgsnas med centrifugering sé som beskrivs i steg 6. Lysering éver natten &r

méijlig och paverkar inte preparatet.
g p prep

5. For att minimera RNA-innehdllet i provet tillsétter du 4 pl RNase A (100 mg/ml) till den undre fasen och inkuberar i 2 minuter vid

rumstemperatur (15-25 °C) innan du fortsdtter med steg 6.
6. Homogenisera provet genom att pipettera upp och ned flera génger.
OBS! Om det fortfarande finns olésligt material kvar centrifugerar du vid 3 000 x g i 1 min.
7. Overfor forsiktigt 220 pl supernatant till provrér som @r kompatibla med provbdraren for QlAsymphony SP.

8. Det finns en fullstéindig lista dver kompatibla provrér p& www.qgiagen.com. Vi rekommenderar anvéndning av 2 ml provror (t.ex.
Sarstedt, kat.nr 72.693 eller 72.608).
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FFPE-vdvnad

Stannar FPPE-procedurer leder alltid till betydande fragmentering av nukleinsyror. Begrénsa omfattningen av DNA-fragmentering

genom att:

e fixera vavnadsprover i 4-10 % formalin snarast majligt efter kirurgisk provtagning
® anvénd en fixeringstid pd 14-24 timmar (langre fixeringstider leder till allvarligare DNA-fragmentering, vilket ger délig prestanda vid
nedstrémsanalyser)

® dehydrera prover noggrant fére inbéddning (formalinrester kan hdmma proteinas K-digereringen).

Startmaterial fér DNA-rening ska vara farska snitt av FFPE-vavnad. Upp till 4 snitt, vart och ett med en tjocklek p& upp till 10 pm, eller 8
snitt med en tjocklek p& upp till 5 pm och en ytarea pé& upp till 250 mm?, kan bearbetas i ett preparat. Om det inte finns information om
startmaterialets egenskaper rekommenderar vi att bérja med hdgst 3 snitt i ett preparat. Beroende p& DNA-méngd och -renhet, kan det vara

majligt att anvénda upp till 8 snitt i péfsljande preparat.

OBS! Vid arbete med FFPE-vévnad bsr ISO 20166-3:2018 (E) fér automatiserad Na-extrahering frén FFPE-vévnad observeras for ytterligare

information om provhantering.

OBS! FFPE-vavnadsprotokollen &r specialutformade fér att endast rena sm& mangder RNA samtidigt. Detta leder till ett lagre

fotometrimatvarde jamfort med varden som erhélls med den manuella QIAamp® DSP DNA FFPE Tissue Kit.
Férbehandlingsprotokoll for FFPE-vévnad
Metod 1: deparaffinisering med Deparaffinization Solution

1. Trimma bort éverflddigt paraffin frén provblocket med en skalpell.
2. Skar av upp till 4 snitt som ar 10 pm tjocka eller upp till 8 snitt som &r 5 pm tjocka.
OBS! Om provytan har exponerats for luft ska de férsta 2-3 snitten kasseras.

3. Placera omedelbart snitten i ett 2 ml Sarstedt-ror (ingdr inte, kat.nr 72.693 eller 72.608) som &r kompatibelt med provbéraren fér
QlAsymphony SP.

4. Tillsatt 200 pl Buffer ATL till snitten.
5. Tillsatt 20 pl proteinas K.
OBS! Anvand proteinas K frén enzymstéllet i QIAsymphony DSP DNA Mini Kit.
6. Tillsatt 160 pl eller 320 pl Deparaffinization Solution (se féljande tabell) och vortexblanda.

Snittjocklek Antal snitt Volym Deparaffinization Solution
5 pm 1-4 160 pl
58 320 pl
10 pm 12 160
34 320 yl

7. Placera provréret i en ThermoMixer eller skakapparat-inkubator och inkubera vid 56 °C i 1 timme med skakning vid 1 000 rpm fills

vavnaden ér helt lyserad.
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10.

OBS! Lyseringstiden varierar beroende p& vavnaden som bearbetas. For de flesta vévnader slutfors lysering inom 1 timme. Om
lysering &r ofullsténdig efter 1 timme, vilket indikeras genom férekomsten av olsligt material, kan lyseringstiden férléngas eller
olsligt material kan pelleteras med centrifugering som beskrivet i steg 10. Lysering éver natten &r méijlig och p&verkar inte

preparatet.

. Inkubera vid 90 °C i 1 timme.

OBS! Inkuberingen vid 90 °C i Buffer ATL héver delvis formaldehydmodifieringen av nukleinsyror. Léngre inkuberingstider eller hogre
inkuberingstemperaturer kan leda till ett mer fragmenterat DNA. Om endast eft varmeblock anvénds ska provet st& i rumstemperatur

efter inkuberingen vid 56 °C tills vérmeblocket ér uppe i 90 °C.

. For att minimera RNA-innehallet i provet tillsatter du 2 pl RNase A (100 mg/ml) till den undre fasen och inkuberar i 2 minuter vid

rumstemperatur innan du fortsétter med steg 10. L&t provet svalna till rumstemperatur innan RNase A tillsétts.

Centrifugera vid full hastighet i 1 minut vid rumstemperatur.

. Overfér forsiktigt provrér (innehdllande béda faserna) fill provbararen for QlAsymphony SP.

Metod 2: deparaffinisering med xylen

. Trimma bort &verflédigt paraffin frén provblocket med en skalpell.

. Skar av upp till 4 snitt som &r 10 pm tjocka eller upp till 8 snitt som &r 5 pm tjocka.

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

. Placera omedelbart snitten i ett 1,5 eller 2 ml mikrocentrifugrér (ingdr inte) och tillsétt 1 ml xylen till provet. Stéing locket och

vortexblanda kraftigti 10 s.

. Centrifugera vid full hastighet i 2 minuter vid rumstemperatur.

5. Avlagsna supernatanten genom pipettering. Avlagsna inte nagot av pelleten.

. Tillsatt 1 ml etanol (96-100 %) till pelleten och vortexblanda.

OBS! Etanolet extraherar xylenrester frén provet.

. Centrifugera vid full hastighet i 2 minuter vid rumstemperatur.

8. Avlagsna supernatanten genom pipettering. Avlagsna inte ndgot av pelleten.

OBS! Avlagsna forsiktigt etanolrester med en pipett med fin spets.

. Oppna provréret och inkubera vid rumstemperatur (1525 °C) i 10 minuter eller tills alla etanolrester har avdunstat.

OBS! Inkubering kan ske vid temperaturer upp till 37 °C.

. Atersuspendera pelleten i 220 pl Buffer ATL.

. Tillsatt 20 pl proteinas K och vortexblanda.

OBS! Anvand proteinas K frén enzymstdllet i QIAsymphony DSP DNA Mini Kit.

. Inkubera vid 56 °C i 1 timme (eller tills provet ar fullstandigt lyserat).

OBS! Lyseringstiden varierar beroende p& vévnaden som bearbetas. Fér de flesta vavnader avslutas lysering inom 1 timme. Om
lysering ar ofullstandig efter 1 timme, vilket indikeras genom férekomsten av olésligt material, kan lyseringstiden férléngas eller
olésligt material kan avldgsnas med centrifugering som beskrivet i steg 16. Lysering éver natten &r méjlig och péverkar inte

preparatet.

. Inkubera vid 90 °C i 1 timme.
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OBS! Inkuberingen vid 90 °C i Buffer ATL haver delvis formaldehydmodifieringen av nukleinsyror. Léngre inkuberingstider eller hégre
inkuberingstemperaturer kan leda till ett mer fragmenterat DNA. Om endast eft varmeblock anvénds ska provet sté i rumstemperatur
efter inkuberingen vid 56 °C tills varmeblocket ar uppe i 90 °C.

14. Centrifugera provet som hastigast fér att avldgsna droppar frén lockets insida.

15. For att minimera RNA-innehéllet i provet tillsatter du 2 pl RNase A (100 mg/ml) och inkuberar i 2 minuter vid rumstemperatur innan
du fortsctter med steg 16. L&t provet svalna till rumstemperatur innan RNase A ftillsétts.

16. Overfor forsiktigt 220 pl av lysatet till provrér som ar kompatibla med provbdraren for QlAsymphony SP.
OBS! Om lysat innehéller ej digererat material centrifugerar du vid full hastighet i 2 minuter vid rumstemperatur innan supernatanten

dverfors till provrér. Det finns en fullsténdig lista dver kompatibla provrér pé www.giagen.com. Vi rekommenderar anvéndning av 2 ml
provror (t.ex. Sarstedt, kat.nr 72.693 eller 72.608).

Férvaring av eluat

Vi rekommenderar att du tar ut eluatplattan frén lédan “Eluate” (eluat) omedelbart efter att kérningen ar slutférd. Elueringsplattor kan lamnas
kvar i QlAsymphony SP nér kérningen slutférs pd natten (maximalt 12 timmar inklusive kérningstiden; rekommenderade miljsférhéllanden:

18-26 °C och 20-75 % relativ luftfuktighet). Beroende pé& temperatur och lufifuktighet kan eluat kondensera eller avdunsta.

For korttidsférvaring kan eluat kan férvaras i rumstemperatur i upp fill 2 veckor. Fér l&ngtidsférvaring rekommenderar vi férvaring i 2-8°C,
-20°C eller -80°C.

OBS! Eluatstabilitet beror pé& olika faktorer och relaterar till den specifika nedstrémsappliceringen. Det har etablerats for QlAsymphony DSP
DNA Mini Kit tillsammans med nerstrdmsapplikationer som exempel. Det &r anvéndarens ansvar att konsultera bruksanvisningen for

specifika nerstromsapplikationer som anvéinds i deras laboratorier och/eller validera hela arbetsflédet fér att etablera tillampliga fér.
Viktigt moment fére start

® QlAsymphony magnetiska partiklar renar b&de RNA och DNA samtidigt om bada finns i provet. Om RNA-fritt DNA krévs, tillsatter du

RNase A till provet i det steg som anges i respektive forbehandlingsprotokoll.

Begransningar och interfererande dmnen

Under utvecklingen av QlAsymphony DSP DNA Mini Kit identifierades inga interfererande @mnen som hade en negativ effekt pé

provberedningen.

OBS! Tester utférdes med nerstromsapplikationer som exempel fr en bedémning av kvaliteten av extraherade nukleinsyror. Dock kan olika
nerstrdmsapplikationer ha olika krav avseende renhet (dvs. frénvaro av potentiellt interfererande dmnen), sé& att identifieringen och testningen
av relevanta dmnen ocksé méste etableras som en del av utvecklingen av nerstromsapplikationen fér alla arbetsfldden som involverar
QlAsymphony DSP DNA Mini Kits.
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Symboler

Féljande symboler férekommer i detta dokument. Fér en komplett lista med symboler som anvénds i bruksanvisningen eller pé& férpackningen

eller etiketterna, se handboken.

Symbol Symbolférklaring
c € Den hér produkten uppfyller kraven i Europeisk Regel 2017 /746 for in vitro-diagnostiska medicintekniska
enhefer.
IVD In vitro-diagnostisk medicinteknisk enhet
Katalognummer
Rn R betyder revidering av bruksanvisningen och n é&r revisionsnumret

u Tillverkare
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Revisionshistorik

Revision Beskrivning

R1, juni 2022 Version 2, revision 1
e Uppdatera till version 2 fér efterlevnad med IVD
e Tillagg av avsnitt Begransningar och inferfererande dmnen
o Tillagg av avsnitt Férvaring av eluat
o Tillagg av avsnitt Symboler

o Uppdatering av avsnitt Férberedelse av provmaterial

Aktuell licensinformation och produktspecifika ansvarsfriskrivningar finns i handboken eller bruksanvisningen till respektive QIAGEN®kit.
Handbécker och anvéndarmanualer till QIAGEN-satsen finns tillgéngliga pé www.qiagen.com eller kan bestéllas fran QIAGEN tekniska

service eller din lokala aterfrsaljare.

Varumérken: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp®, QlAsymphony® (QIAGEN Group); BD™ (Becton Dickinson and Company); Sarstedt® (Sarstedt AG and Co.). Registrerade namn, varumérken med mera som anvénds i detta dokument ska inte
anses som oskyddade enligt lag, &ven om de inte uttryckligen anges som skyddade.
06/2022 HB-3029-507-001© 2022 QIAGEN, med ensamrtt.
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