QIAsymphony® SP-
protokollark

Tissue_LC_200_V7/_DSP og
Tissue_HC_200_V7_DSP

Dette dokumentet er Tissue_LC_200_V7_DSP og Tissue_HC_200_V7_DSP QlAsymphony SP-
protokollark, R2, for seftversjon 1.
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Generell informasjon

Til in vitro-diagnostisk bruk.

Disse protokollene er for rensing av total DNA fra vev og formalinfikserte, parafininnstepte (FFPE)

vev ved bruk av QlAsymphony® SP og QlAsymphony DSP DNA Mini Kit.

Avhengig av provetypen anbefaler vi & bruke enten protokollen for lavt innhold (LC) eller hayt
innhold (HC). Vev vil gi gkte DNA-resultater né&r de behandles med protokollen for hayt innhold,
men protokollen for lavt innhold, i kombinasjon med et lite elusjonsvolum (50 pl), kan brukes hvis

det er ngdvendig med hay DNA-konsentrasjon. For FFPE-vev anbefaler vi & bruke protokollen for

lavt innhold.

Protokoll for lavt innhold

Sett

Provemateriale

Protokollnavn
Standard analysekontrollsett
Elusjonsvolum

Nedvendig programvareversjon

QlAsymphony DSP DNA Mini Kit (kat.nr. 937236)

FFPE-vev og vev*

Opptil 4 FFPE-vevsnitt, hvert med en tykkelse p& inntil 10 pm,

eller 8 snitt, med en tykkelse p& inntil 5 pm og et
overflateomrade pd inntil 250 mm?, kan kombineres i én
klargjering.

Tissue_LC_200_V7_DSP
ACS_Tissue_LC_200_V7_DSP

50 pl, 100 pl, 200 pl eller 400 pl
Versjon 4.0

*

Se protokollen for hayt innhold for informasjon om vevspraver.

Protokoll for hayt innhold

Sett

Provemateriale

Protokollnavn
Standard analysekontrollsett
Elusjonsvolum

Nedvendig programvareversjon

QlAsymphony DSP DNA Mini Kit (kat.nr. 937236)
Vev

Hvis det ikke er noen tilgjengelig informasjon om forventet
resultat, anbefaler vi & starte med 25 mg prevemateriale.
Avhengig av oppnédd resultat kan prevesterrelsen okes i
etterfelgende klargjeringer.

Tissue_HC_200_V7_DSP
ACS_Tissue_HC_200_V7_DSP

100 pl, 200 pl eller 400 pl
Versjon 4.0
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Ngdvendige materialer som ikke er inkludert

For alle testtyper

e Buffer ATL, 4 x 50 ml (kat.nr. 939016)

® For & minimere RNA-innhold: DNase-fri RNase A (stamlgsning pd 100 mg/ml)

For FFPE-vev (xylen-fri deparafinisering)

e Deparafiniseringslesning (Deparaffinization Solution, kat.nr. 939018)

For FFPE-vev (deparafinisering ved bruk av xylen)

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

“Sample” (Prave)-skuffen

Provetype
Proveinnmatingsvolum
Behandlet provevolum
Primare provergr
Sekundzre proverer

Innlegg

FFPE-vev og vev

220 pl (nedvendig per preve, etter protokoll) *
200

n/a

Se www.qgiagen.com/goto/dsphandbooks for mer informasjon.

Avhenger av type preverer som brukes; for mer informasjon
se www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

-+

For protokollene med bade lavt og heyt innhold vil systemet ikke kunne oppfatte at volumet er mindre enn 220 pl ettersom

preven overfares uten at vaeskenivéet registreres. Pése derfor at preveinnmatingsvolumet er 220 pl.

n/a = ikke relevant.

* |kke bruk denaturert alkohol, da denne inneholder ekstra stoffer, slik som metanol eller

metyletylenketon

“Reagents and Consumables” (Reagenser og forbruksvarer)-skuffen

Posisjon A1 og/eller A2
Posisjon B1
Spisstativholder 1-17
Enhetsboksholder 1-4

Reagenspatron
n/a
Engangsfilterspisser, 200 pl eller 1500 pl

Enhetsbokser inneholder praveklargjeringspatroner eller
8-stangdeksler

n/a = ikke relevant.
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“"Waste” (Avfall)-skuffen

Enhetsboksholder 1-4
Avfallsposeholder
Holder for vaeskeavfallsflaske

Tomme enhetsbokser
Avfallspose

Tom vaeskeavfallsflasken

“Eluate” (Eluat)-skuffen

Elusjonsstativ (vi anbefaler bruk av épning 1,
nedkjelingsposisjon)

Se www.qgiagen.com/goto/dsphandbooks for mer informasjon.

Nedvendige plastdeler

plastdeler En omgang, 24 To omganger, 48 Tre omganger, Fire omganger, 96
praver* prover* 72 prover* prover*

Filterspisser til 26 50 74 98

engangsbruk,

200 plf*

Filterspisser til 72 136 200 264

engangsbruk,

1500 pl*

Proveklargjeringspatroners 21 42 63 84

8-stangdeksler" 3 6 9 12

*

-

Det finnes 32 filterspisser/filterspisstativ.

++

w

-

Det finnes tolv 8-stangdeksler/enhetsboks.

Det finnes 28 praveklargjeringspatroner/enhetsboks.

Bruk av mindre enn 24 prever per omgang reduserer antall filterspisser til engangsbruk som kreves per kjering.

Antall nedvendige filterspisser inkluderer filterspisser for 1 inventarskanning per reagenspatron.

avhengig av innstillingene. Vi anbefaler & laste maksimalt antall mulig spisser.

Elusjonsvolum

Elusjonsvolumet velges p& bereringsskjermen. Avhengig av prevetype og DNA-innhold kan endelig
eluatvolum variere med inntil 15 pl mindre enn valgt volum. P& grunn av at eluatvolumet kan
variere, anbefaler vi & kontrollere det faktiske eluatvolumet ved bruk av et automatisk
analyseoppsettssystem som ikke verifiserer eluatvolumet forut for overferingen. Elusjon i lavere volum

gker den endelige DNAkonsentrasjonent, men reduserer ytelsen noe. Vi anbefaler & bruke et

elusjonsvolum som passer for den beregnede downstream-applikasjonen.
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Klargjering av prevematerialer

Bruk alltid egnet laboratoriefrakk, engangshansker og vernebriller ved arbeid med kjemikalier. Du
finner mer informasjon pé& de aktuelle sikkerhetsdatabladene (HMS-databladene) som fés fra

leverandgren av produktet.
Viktige poeng fer du starter

e QIAsymphonys magnetiske partikler renser bdde RNA og DNA hvis begge er til stede i
praven. For & minimere RNA-innholdet i praven m& RNase A tilsettes preven i frinnet som

angis i den aktuelle forbehandlingsprotokollen.
Ting du skal gjere for du starter

e Kontroller Buffer ATL for hvitt presipitat. Ved behov inkuber i 30 minutter ved 37 °C med

risting av og til for & lese opp presipitat.

e Still en termomikser eller blanderinkubator til den temperaturen som kreves for den respektive

forhandsbehandlingen*
Vev

Ferskt og frossent vev kan brukes til DNA-rensing. DNAwresultat og kvalitet vil avhenge av
vevstype, kilde og oppbevaringsforhold. Ferskt vev kan kuttes i smé& biter og oppbevares ved —20
°C eller =80 °C fer behandling. Generelt sett anbefaler vi & bruke protokollen for hayt innhold,
som vil gi okte DNA-resultater. Protokollen med lavt innhold, i kombinasjon med 50 pl
elusjonsvolum, anbefales kun hvis haye DNA-konsentrasjoner er nedvendige for downstream-
analyse. Hvis det ikke er noen tilgjengelig informasjon om forventet resultat, anbefaler vi & starte
med 25 mg prevemateriale ved bruk av protokollen med hayt innhold og 200 pl elusjonsvolum.
Avhengig av oppnédd resultat kan prevesterrelsen okes eller elusjonsvolumet kan reduseres i
etterfelgende klargjeringer. Veer oppmerksom pd at overlasting av klargjeringer i kombinasjon
med smd elusjonsvolumer kan forérsake overfering av magnetiske partikler til eluatet og forringe

DNA-renheten og downstream-analysen.
Forh&ndsbehandlingsprotokoll for vev

1. Overfar vevspraven til et 2 ml mikrosentrifugerer (medfelger ikke).

* Pass pd at instrumentene er kontrollert, vedlikeholdt og kalibrert regelmessig i henhold til produsentens  instruksjoner.

00000
— Sample to Insight QIAGEN —




2. Tilseft 220 pl Buffer ATL.

3. Tilsett 20 pl proteinase K og bland ved & tappe pé roret.
Merk: Bruk proteinase K fra enzymstativet til QlAsymphony DSP DNA Mini Kit.

4. Plasser reret i en ThermoMixer eller blanderinkubator og inkuber ved 56 °C med risting ved
900 opm inntil vevet er fullstendig lysert.
Merk: Lyseringstiden varierer avhengig av vevstypen som behandles. For de fleste vev
fullfares lyseringen innen 3 timer. Hvis lyseringen er ufullstendig etter 3 timer, slik som indikert
gjennom tilstedevaerelsen av uleselig materiale eller hayst viskese lysater, kan lyseringstiden
forlenges, eller ulgselig materiale kan fiernes via sentrifugering, silk som beskrevet i trinn 6.
Lysering over natten er mulig og pévirker ikke klargjeringen.

5. For & minimere RNA-innholdet i praven, tilsett 4 pl RNase A (100 mg/ml) og inkuber i
2 minutter ved romtemperatur (15-25 °C) fer du fortsetter fil trinn 6.

6. Homogeniser preven ved & pipettere opp og ned flere ganger.
Merk: Hvis deler av uleselig materiale fortsatt finnes, sentrifuger ved 3000 x g i 1 minut.

7. Overfar forsiktig 220 pl supernatant til prevergrene som er kompatible med praveholderen fil
QIAsymphony SP.
For en fullstendig liste over kompatible praverer se www.giagen.com/goto/dsphandbooks. Vi
anbefaler bruk av 2 ml rer (f.eks. Sarstedt, kat.nr. 72.693 eller 72.608)

FFPE-vev

Standard prosedyrer for formalinfiksering og parafininnstepning ferer alltid il betydelig

fragmentering av nukleinsyrer. For & begrense omfanget av DNA-fragmentering serg for &:

Fiks vevspraver i 4-10 % formalin sé& hurtig som mulig etter kirurgisk fierning

Bruk en fikseringstid p& 14-24 timer (lengre fikseringstider farer til mer alvorlig DNA-

fragmentering, noe som farer til dérlig ytelse i downstream-analyser)

Dehydrer prevene grundig fer innstepning (resterende formalin kan inhibere proteinase K-

forbrenningen)

Startmaterialet for DNA-rensingen skal vaere ferskkuttede snitt av FFPE-vev. Opptil 4 snitt, hvert

med en tykkelse p& inntil 10 pm, eller 8 snitt, med en tykkelse p& inntl 5 pm og et

overflateomrade pd inntil 250 mm?, kan behandles i én klargjering. Hvis du ikke har noen

informasjon om typen startmateriale, anbefaler vi & starte med ikke mer enn 3 snitt i en enkelt

klargjering. Avhengig av DNA-ytelse og renhet, kan det vaere mulig & bruke inntil 8 snitt i

etterfelgende klargjeringer.
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Merk: FFPE-vevsprotokollene er spesialutviklet til kun & rense lave mengder av RNA. Dette vil fere
til en redusert fotometrisk malingsverdi sammenlignet med verdier som er oppnddd med det
manuelle QlAamp® DSP DNA FFPE Tissue-settet.

Forhandsbehandlingsprotokoll for FFPE.vev
Metode 1: Depardfinisering ved bruk av deparafiniseringslasning

1. Ved bruk av en skalpell trimmes overfledig parafin fra preveblokken.
2. Kutt opptil 4 snitt 10 pm tykke eller opptil 8 snitt 5 pm tykke.
Merk: Hvis praveoverflaten har blitt utsatt for luft, kast de ferste 2-3 snittene.

3. Plasser snittene umiddelbart i et 2 ml Sarstedt-rer (medfalger ikke, kat.nr. 72.693 eller
72.608) som er kompatibelt med praveholderen til QIAsymphony SP.

4. Tilsett 200 pl Buffer ATL til snittene.
5. Tilsett 20 pl proteinase K.
Merk: Bruk proteinase K fra enzymstativet til QlAsymphony DSP DNA Mini Kit.

6. Tilsett 160 pl eller 320 pl Deparaffinization Solution (se tabellen nedenfor) og bland med
vorteksblanding.

Volum pé
Snittykkelse Antall snitt Deparaffinization Solution
5 pm 1-4 160 yl
5.8 320yl
10 pm 1-2 160 pl
3-4 320 yl

7. Plasser roret i en termomikser eller rister-inkubator og inkuber ved 56 °C i 1 time med risting

ved 1000 o/min inntil vevet er fullstendig lysert.

Merk: Lyseringstiden varierer avhengig av vevstypen som behandles. For de fleste vev
fullfzres lyseringen innen 1 time. Hvis lyseringen er ufullstendig etter 1 time, slik som indikert
gjennom ftilstedevaerelsen av ulgselig materiale, kan lyseringstiden forlenges, eller ulgselig
materiale kan fjernes via sentrifugering, silk som beskrevet i trinn 10. Lysering over natten er

mulig og pévirker ikke klargjeringen.
8. Inkuber ved 90 °C i 1 time.
Merk: Inkuberingen ved 90 °C i Buffer ATL reverserer delvis formaldehydmodifisering av

nukleinsyrer. Lengre inkubasjonstider eller hayere inkubasjonstemperaturer kan fere til mer
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fragmentert DNA. Hvis det brukes kun én varmeblokk, la praven sté i romtemperatur etter
56 °C inkubasjon inntil varmeblokken har nédd 90 °C.

9. For & minimere RNA-innholdet i praven, tilsett 2 pl RNase A (100 mg/ml) til nedre fase og
inkuber i 2 minutter ved romtemperatur fer du fortsetter til trinn 10. La preven kjeles ned il

romtemperatur for det tilsettes RNase A.
10.Sentrifuger ved full hastighet i 1 minutt ved romtemperatur.

11.Overfer forsiktig rer (som inneholder begge faser) til praveholderen til QIAsymphony SP

Metode 2: Depardfinisering ved bruk av xylen

1. Ved bruk av en skalpell trimmes overfledig parafin fra preveblokken.
2. Kutt opptil 4 snitt 10 ym tykke eller opptil 8 snitt 5 pm tykke.
Merk: Hvis preveoverflaten har blitt utsatt for luft, kast de ferste 2-3 snittene.

3. Umiddelbart skal snittene plasseres i et 1,5 eller 2 ml mikrosentrifugerer (medfelger ikke), og

det tilsettes 1 ml xylen til praven. Lukk lokket og utfer vorteks grundig i 10 sekunder.
4. Sentrifuger ved full hastighet i 2 minutt ved romtemperatur.
5. Fjern supernatanten ved & pipettere. lkke fjern noe av pelleten.
6. Tilsett 1 ml etanol (96-100 %) til pelleten og bland ved & utfere vorteks
Merk: Etanolen ekstraherer resterende xylen fra proven.
7. Sentrifuger ved full hastighet i 2 minutter ved romtemperatur.
8. Fjern supernatanten ved & pipettere. lkke fiern noe av pelleten.
Merk: Fiern forsiktig all resterende etanol ved bruk av en finpipetteringsspiss.

9. Apne reret og inkuber ved romtemperatur (15-25 °C) i 10 minutter eller inntil alt resterende

etanol har fordampet.

Merk: Inkubasjon kan utferes ved temperaturer p& inntil 37 °C.
10.Resuspender pelleten i 220 pl Buffer ATL.
11.Tilsett 20 pl proteinase K og bland ved & utfere vorteksblanding.

Merk: Bruk proteinase K fra enzymstativet til QlAsymphony DSP DNA Mini Kit.
12.Inkuber ved 56 °C i 1 time (eller inntil preven har blitt fullstendig lysert).

Merk: Lyseringstiden varierer avhengig av vevstypen som behandles. For de fleste vev
fullfares lyseringen innen 1 time. Hvis lyseringen er ufullstendig etter 1 time, slik som indikert
gjennom tilstedevaerelsen av ulgselig materiale, kan lyseringstiden forlenges, eller ulgselig
materiale kan fiernes via sentrifugering, silk som beskrevet i trinn 16. Lysering over natten er

mulig og pévirker ikke klargjeringen.

13.Inkuber ved 90 °C i 1 time.
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Merk: Inkuberingen ved 90 °C i Buffer ATL reverserer delvis formaldehydmodifisering av

nukleinsyrer. Lengre inkubasjonstider eller hayere inkubasjonstemperaturer kan fere til mer
fragmentert DNA. Hvis det brukes kun én varmeblokk, la praven sté i romtemperatur etter
56 °C inkubasjon inntil varmeblokken har nadd 90 °C.

14.Sentrifuger praven kort for & fierne dréper fra innsiden av lokket.
15.For & minimere RNA-innholdet i preven, tilsett 2 pl RNase A (100 mg/ml) og inkuber i

2 minutter ved romtemperatur far du fortsetter til trinn 16. La praven kjgles ned til

romtemperatur far det tilsettes RNase A.

16.Overfar forsiktig 220 pl av lysatet til preverarene som er kompatible med praveholderen til
QIAsymphony SP.
Merk: Hvis lysater inneholder materiale som ikke er forbrent, sentrifuger ved full hastighet i

2 minutter ved romtemperatur for du overfarer supernatant il preverarene. For en fullstendig

liste over kompatible prevergr se www.qgiagen.com/goto/dsphandbooks. Vi anbefaler bruk
av 2 ml rer (f.eks. Sarstedt, kat.nr. 72.693 eller 72.608).

For oppdatert lisensinformasjon og produktspesifikke ansvarsfrasigelser, se den respektive
handboken eller brukerhéndboken for QIAGEN-settet. Hé&ndbeker og brukerh&ndbeker for
QIAGEN-sett er tilgjengelige p&d www.qiagen.com eller kan anmodes fra QIAGENSs tekniske

tienester eller din lokale distributer.

Varemerker: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, QlAsymphony® (QIAGEN Group); Sarstedt® (Sarstedt AG and Co); ThermoMixer® (Eppendorf AG). Registrerte navn, varemerker osv. som brukes i dette dokumentet

skal ikke betraktes som ubeskyttet av lov, selv om de ikke spesifikt er merket som dette. 08/2015 HB-0977-S01-002
© 2012-2015 QIAGEN, med enerett.
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