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Genomische DNA aus Blut

1 Kit Inhalt

1.1 Kit Inhalt

NucleoSpin® Dx Blood

50 Prap. 250 Prép.
Kat. Nr. 740899.50 740899.250

Buffer B3 13 m 65 ml
Wash Buffer BW 30 ml 2% 75 ml
Wash Buffer B5 7ml 2x20 ml

(Concentrate)*

Elution Buffer BE** 13 ml 60 m
Proteinase Buffer PB 1.8 ml 8 ml

Proteinase K w

Proteinace K tonase € womg  2x7smg
NucleoSpin® Dx Blood 50 250
Columns (red rings -

plus Collection Tubes)

Collection Tubes (2 ml) 3x 50 3 x 250
Lysis Tubes (1.5 ml) 50 5 x 50
Elution Tubes (1.5 ml) 50 5 x 50
Handbuch [ﬁ] 1 1

* Zubereitung der Puffer und Lagerbedingungen: Siehe Kapitel 3
** Zusammensetzung des Elution Buffer BE: 5 mM Tris/HCI; pH 8,5
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1.2 Vom Anwender bereitzustellende Reagenzien,
Verbrauchsmaterialien und Ausriistung

Reagenzien

e 96 -100% Ethanol (zur Einstellung der DNA-Bindebedingungen und zur
Zubereitung von Wash Buffer B5)

Verbrauchsmaterialien

e Einweg-Pipettenspitzen (zur Vermeidung von Kreuzkontaminationen werden
Pipettenspitzen mit Aerosolbarriere empfohlen)

Ausristung

e Pipetten

e Mikrozentrifuge

* Vortex Mixer

¢ Heizblock oder Wasserbad (fur die Lyse der Proben bei 70°C)

e Personliche Schutzausristung (z.B. Laborkittel, Handschuhe, Schutzbrille)

1.3 Uber dieses Handbuch

Es wird empfohlen die ausfihrliche Protokollbeschreibung in diesem Handbuch
zu lesen. Das Ubersichtsprotokoll ist nur ein zusatzliches Hilfsmittel zur schnellen
Ubersicht wéhrend der Aufreinigung. MACHEREY-NAGEL Handbiicher stehen im
Internet zur Verfligung: www.mn-net.com.

6 MACHEREY-NAGEL - 09/2009, Rev. 01



Genomische DNA aus Blut

2 Produktbeschreibung

2.1 Zweckbestimmung

NucleoSpin® Dx Blood ist ein generisches System zur Isolierung und Aufreinigung
genomischer DNA aus menschlichen Vollblut-Proben fiir nachfolgende in-vitro
diagnostische Anwendungen. Das Kit kann mit frischen oder gefrorenen menschlichen
Vollblut-Proben aus handelsiblichen Blutentnahmesystemen verwendet werden, die
EDTA, Citrat oder Heparin als gerinnungshemmende Substanzen enthalten.

NucleoSpin® Dx Blood ist flr nachfolgende Anwendungen vorgesehen, die
enzymatische Amplifikation und Detektion der DNA umfassen (z.B. PCR). Alle
diagnostischen Ergebnisse, die unter Verwendung von DNA, isoliert und aufgereinigt
mit NucleoSpin® Dx Blood, in einem in-vitro diagnostischem Assay erzielt wurden,
sind unter Berlcksichtigung zusétzlicher klinischer Befunde und Laborergebnisse zu
bewerten.

Nachfolgende Anwendungen sollten stets durch geeignete Kontrollsysteme Uberpruft
werden (z.B. mitgeflhrte Extraktionskontrollen, Positivkontrollen, Negativkontrollen),
um die Abweichungen der diagnostischen Ergebnisse méglichst gering zu halten.

NucleoSpin® Dx Blood ist zur Anwendung durch Fachpersonal bestimmt, wie
Labortechniker und Arzte, die im Umgang mit molekularbiologischen Techniken geschult
und erfahren sind, sowie Erfahrung mit der Isolierung von DNA aus Vollblutproben
haben.

NucleoSpin® Dx Blood liefert keine diagnostischen Ergebnisse. Es liegtin deralleinigen
Verantwortung des Anwenders, das Kit mit nachfolgenden in-vitro diagnostischen
Assays zu validieren und zu verwenden.

2.2 Anwendungsbeschrdnkungen

NucleoSpin® Dx Blood ist nicht geeignet flir Gewebeproben, Stuhlproben und zell-
freie Korperflissigkeiten wie Plasma, Serum, Urin oder Cerebrospinalflissigkeit.
Die Eignung des Kits ist nicht evaluiert fir Buffy Coat, isolierte Zellen, Zellkulturen,
Abstriche, getrocknetes Blut und virale DNA. Das Kit ist ebenso nicht zur Isolierung und
Reinigung von DNA aus Bakterien, Pilzen oder Parasiten spezifiziert.

2.3 Qualitatskontrolle

Um die hohen MACHEREY-NAGEL Qualitatsstandards sicherzustellen, wird
jede Charge von NucleoSpin® Dx Blood auf die Einhaltung zuvor festgelegter
Spezifikationen gepruft.
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2.4 Einleitung und Kit-Spezifikationen

NucleoSpin® Dx Blood basiert auf der bewahrten NucleoSpin® Silikamembrantech-
nologie. Es erméglicht die Gewinnung von genomischer DNA aus 200 pl menschli-
chem Vollblut auf einfache Art und Weise. Die aufgereingte DNA ist zum unmittelbaren
Einsatz in PCR-Reaktionen geeignet.

Die NucleoSpin® Dx Blood Prozedur besteht aus wenigen einfachen Schritten:

Zunéchst werden die Blutproben in Gegenwart chaotroper Salze und Proteinase K
lysiert. Die genomische DNA im Lysat wird daraufhin an die Silikamembran der
NucleoSpin® Dx Blood Saule gebunden. Die Membran wird dann gewaschen, bevor
im letzten Schritt die hochreine genomische DNA von der Membran eluiert wird.

Probenmaterialien

Das Kit kann mit 200 pl frischem oder gefrorenem menschlichem Vollblut aus handels-
Ublichen Blutentnahmesystemen verwendet werden, die EDTA, Citrat oder Heparin als
gerinnungshemmende Substanzen enthalten. Cryopréazipitate, die sich beim Auftauen
gefrorener Proben gelegentlich bilden, kénnen die NucleoSpin® Dx Blood S&aulen
verstopfen. Falls solche Prazipitate erkennbar sind, sollte es vermieden werden diese
mitzupippetieren, wenn das Lysat auf die NucleoSpin® Dx Blood Saule Ubertragen
wird.

Die Ausbeute aus 200 pl menschlichem Vollblut betragt typischerweise 3 — 5 ug DNA
und ist abhéngig von der Anzahl wei3er Blutzellen im Probenmaterial.

Eine Auswahl geeigneter Blutentnahmesysteme ist in der folgenden Tabelle aufge-

fuhrt:
Tabelle 1: Auswahl geeigneter Blutentnahmesysteme

Blutentnahmesystem Hersteller
S-Monovette® Li-Heparin Sarstedt
S-Monovette® EDTA Sarstedt
S-Monovette® Citrat Sarstedt
VACUETTE® EDTA GREINER BIO-ONE
BD VACUTAINER® K2E BD

K3 EDTA DELTA LAB

K2 EDTA APTACA
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Genomic DNA from Blood

Tabelle 2: Ubersicht der Kit-Spezifikationen

Parameter NucleoSpin® Dx Blood
Probenmaterial Frische oder gefrorene menschliche Vollblutpro-
ben, mit EDTA, Citrat oder Heparin als gerin-
nungshemmende Substanzen aus marktiblichen
Blutentnahmegefa3en.
Probenvolumen 200 pl
Typische DNA-Ausbeute 3-5ug
(abhéangig von der Anzahl weif3er Blutzellen)
Typische DNA-Reinheit Ratio A, /A, 1.7-1.9
Ratio A /A,,, 1.8 -2.3
Elutionsvolumen 50 — 200 pl
Typische DNA-Konzentration 40 — 60 ng/pl
Durchfiihrung Zentrifugation
2.5 Elution

Die Elution der DNA von der NucleoSpin® Dx Blood Saule kann mit 50 bis 200 pl
Elution Buffer BE durchgefiihrt werden. Die DNA-Ausbeute wird mit steigendem
Volumen des Elutionspuffers héher, wahrend die DNA-Konzentration mit steigendem
Elutionspuffervolumen sinkt (siehe Abbildung 1).

Ublicherweise kénnen bis zu 10 pl des Eluates als Template in einer 50 pl-umfassenden
PCR-Reaktionsmischung eingesetzt werden, ohne dass die Amplifikationseffizienz be-
eintrachtigt ist.

Es wird empfohlen, die DNA bei -20°C aufzubewahren. Mehrfaches Auftauen und
Wiedereinfrieren hat in der Regel keine Auswirkung auf Nachfolgeapplikationen.
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Abbildung 1: Einfluss des Elutionsvolumens auf die DNA-Ausbeute (gestrichelte Linie)

und die DNA-Konzentration (durchgehende Linie). Es wurde mit 50, 100 und
200 pl eluiert.
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3

Lagerung und Vorbereitung der Reagenzien
und Puffer

Bitte beachten Sie:

Uberpriifen Sie nach Erhalt des Kits alle Komponenten auf mégliche
Schéaden. Sollten Kitbestandteile, wie zum Beispiel Blisterverpackungen oder
Pufferflaschen beschéadigt sein, kontaktieren Sie bitte den MACHEREY-NAGEL
Technical Support und Kundeservice oder Ihren Handler vor Ort.

Verwenden Sie keine beschadigten Kitbestandteile.

Der NucleoSpin® Dx Blood Kit kann nach Erhalt bei Raumtemperatur
(18 — 25°C) gelagert werden. Es ist NICHT notwendig, Kitbestandteile nach
Erhalt des Kits herauszunehmen, um sie separat aufzubewahren.

NucleoSpin® Dx Blood Columns koénnen bis zum Verfallsdatum verwendet
werden. Das Verfallsdatum ist auf der Verpackung angegeben.

Vorbereitung der Reagenzien und Puffer fiir das NucleoSpin® Dx Blood Protokoll:

Wash Buffer B5: Geben Sie die angegebene Menge Ethanol (96 — 100%, siehe
nachfolgende Tabelle oder Angabe auf der Pufferflasche) zum Wash Buffer B5
Concentrate. Nach Zugabe von Ethanol sollte das Flaschenetikett diesbezlig-
lich markiert werden. Lagern Sie Wash Buffer B5 bis zum Verfallsdatum bei
Raumtemperatur (18 — 25°C).

Lyophilisierte Proteinase K kann ohne Beeitrachtigung der Qualitét bis zum
Verfallsdatum bei Raumtemperatur (18 —25°C) aufbewahrt werden. Lésen
sie die lyophilisierte Proteinase K vor der Erstanwendung indem Sie die
angegebene Menge Proteinase Buffer PB hinzugeben (siehe nachfolgende
Tabelle oder Deckeletikett). Die rekonstituierte Proteinase K ist bei -20°C bis
zu 6 Monaten haltbar, jedoch langstens bis zum Verfallsdatum des Kits.

In Buffer B3 und Buffer BW kann es durch die Lagerung, vor allem bei
niedrigeren Temperaturen, zur Bildung weiBer Prazipitate kommen. Inkubieren
Sie beim Auftreten solcher Préazipitate die Pufferflaschen vor der Anwendung
5 min bei 70°C, um sie wieder in Lésung zu bringen.

MACHEREY-NAGEL — 09/2009, Rev. 01 11
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NucleoSpin® Dx Blood

50 Praparationen 250 Praparationen
Kat. Nr. 740899.50 740899.250
Wash Buffer B5 7 ml 2x20ml
(Concentrate) 28 ml Ethanol hinzugeben 80 ml Ethanol

zu jeder Flasche geben

Proteinase K 30 mg 2x75mg
1,35 ml Proteinase Buffer 3,35 ml Proteinase Buffer
hinzugeben zu jedem Vial geben
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4 Sicherheitshinweise —
Risiko- und Sicherheitssatze

Folgende Kitkomponenten von NucleoSpin® Dx Blood beinhalten Gefahrstoffe.

Tragen Sie stets geeignete persénliche Schutzausriistung und folgen Sie den

Anweisungen des Kapitels.
Kitkom- Gefahrstoff Gefahren- Sicher-
ponente symbol heitssatze
B3 Guanidinium- x Xn* | Gesundheitsschadlich | R 22-
hydrochlorid beim Verschlucken 36/38
- Reizt die Augen, die
Atmungsorgane und
die Haut
BW Guanidinium- x Xn* | Entzindlich - Gesund- | R 10-22- | S7-16-25
hydrochlorid + heitsschadlich beim 36/38
Isopropanol Verschlucken - Reizt
<25% die Augen und die
Haut
Proteinase K | Proteinase K, x Xn | Reizt die Augen, die R S 22-24-26-
lyophilisiert Xi* | Atmungsorgane und 36/37/38- | 36/37
die Haut - Sensibili- 42
sierung durch
Einatmen mdglich.
Risikoséatze
R 10 Entzundlich
R 22 Gesundheitsschadlich beim Verschlucken
R 36/37/38  Reizt die Augen, die Atmungsorgane und die Haut
R 36/38 Reizt die Augen und die Haut
R 42 Sensibilisierung durch Einatmen mdéglich

Sicherheitsséatze

S7
S 16
S22
S24
S25
S 26

S 36/37

Behaélter dicht geschlossen halten

Von Zindquellen fernhalten — Nicht rauchen

Staub nicht einatmen

Beriihrung mit der Haut vermeiden

Beriihrung mit den Augen vermeiden

Bei Bertihrung mit den Augen griindlich mit Wasser abspulen und Arzt

konsultieren

Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung und Schutzbrille tragen

* Kennzeichnung als Gefahrstoff ist nicht notwendig, wenn die Menge pro Flasche kleiner als 125 g oder 125 ml
ist (Ausnahmegenehmigung geman Direktive 67/548/EEC Art. 25, 1999/45/EC Art. 12 und Deutsche GefStoffV
§ 20 (3) und TRGS 200 7.1). Weitere Informationen finden Sie in den Sicherheitsdatenblattern.

MACHEREY-NAGEL - 09/2009, Rev. 01
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Tragen Sie bei der Anwendung von NucleoSpin® Dx Blood stets geeignete
persdnliche Schutzausriistung (z.B. Laborkittel, Einweghandschuhe und Schutzbrille).
Weitere Informationen finden Sie in den Sicherheitsdatenblattern (MSDS). Die
Sicherheitsdatenblatter (MSDS) sind im Internet verflgbar unter http://www.mn-net.
com/msds.

Achtung: Guanidiniumhydrochlorid in Lysis Buffer B3 und Wash Buffer BW
kann zusammen mit Bleichmitteln hochreaktive Verbindungen bilden. Geben
Sie keine Bleichmittel oder saure Loésungen direkt zu den Flissigabféllen der
Probenaufreinigungen.

Abfélle und Flussigabfalle, die bei der Anwendung von NucleoSpin® Dx Blood
entstehen, sind nicht auf infektidses Material geprift. Durch die stark denaturierende
Wirkung des Lysepuffers und der Proteinase K ist eine Kontamination mit infektidésem
Material aus der urspriinglichen Blutprobe héchst unwahrscheinlich, kann jedoch nicht
ganzlich ausgeschlossen werden. Daher sind die Abfélle und Flussigabfalle als infek-
tiés zu betrachten und gemaf den értlichen Sicherheitsbestimmungen zu handhaben
und zu entsorgen.

14 MACHEREY-NAGEL - 09/2009, Rev. 01
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5

Aufreinigung genomischer DNA mit
NucleoSpin® Dx Blood

Die Beschreibung der Prozedur bezieht sich auf das Bearbeiten einer einzelnen
Vollblutprobe. Es kénnen jedoch mehrere Proben gleichzeitig bearbeitet werden; die
Anzahl richtet sich dabei nach der Kapazitat der Mikrozentrifuge.

Vor Beginn der Aufreinigung:

Stellen Sie sicher, dass Wash Buffer B5 und Proteinase K nach Angaben in
Kapitel 3 vorbereitet sind.

Stellen Sie sicher, dass 96 — 100% Ethanol (reines oder vergélltes) zur
Einstellung der Bindebedingungen zur Verfligung steht.

Stellen Sie einen Inkubator (z.B. Thermoblock) auf 70°C ein.

Temperieren Sie die Blutproben auf Raumtemperatur (18 — 25°C). Stellen Sie
sicher, dass die Blutproben gut durchmischt sind.

Sollten sich im Lysis Buffer B3 oder im Wash Buffer BW weiBe Prazipitate
gebildet haben, inkubieren Sie die Pufferflaschen bei 70°C bis die Prazipitate
wieder in L&sung gehen.

Verwenden Sie generell keine S&ulen mit Puffern aus anderen Kits oder
Chargen.

Temperieren Sie den Elutionspuffer BE auf Raumtemperatur (18 — 25°C).
Geben Sie Proteinase K Lésung niemals direkt zu Lysis Buffer B3 (stellen
Sie kein Vorgemisch her). Proteinase K muss gut mit der Blutprobe vermischt
werden, bevor Lysis Buffer B3 hinzugegeben wird.

Alle Zentrifugationsschritte sind bei Raumtemperatur (18 — 25°C) durchzufiih-
ren.

MACHEREY-NAGEL - 09/2009, Rev. 01 15
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5.1 Ubersichtsprotokoll

Das Ubersichtsprotokoll dient nur zur Ergdnzung. Bitte lesen Sie das detaillierte
Protokoll (Abschnitt 5.2) bevor Sie mit der Durchfliihrung beginnen.

Lyse der 1 25 pl Proteinase K
Blutproben
2 200 pl Blut, mischen
3 200 pl B3, mischen
4 Raumtemperatur, 5 min
5 70°C, 10 min, mischen
6 ca.2.000xg,1s
Einstellen 7 210 pl Ethanol, mischen
der DNA-
Bindungs-

bedingungen
ca.2.000xg,1s

Bindung 9 Lysat auftragen

der DNA
10 11.000 x g, 1 min

11 Stecken Sie die NucleoSpin® Dx Blood Column
in ein neues Collection Tube

Waschen 12 500 pl BW
der Silika- .
membran 13 11.000 x g, 1 min

14 Stecken Sie die NucleoSpin® Dx Blood Column
in ein neues Collection Tube

15 600 pl B5
16 11.000 x g, 1 min
Trocknung 17 Stecken Sie die NucleoSpin® Dx Blood Column
der Silika- in ein neues Collection Tube ©
membran
18 11,000 x g, 1 min
Elution 19 Stecken Sie die NucleoSpin® Dx Blood Column
der DNA in ein neues Elution Tube
20 50 — 200 pl BE
21 11.000 x g, 1 min

16 MACHEREY-NAGEL - 09/2009, Rev. 01
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5.2 Protokoll zur Aufreinigung genomischer DNA mit

10.

1.

12.

13.

NucleoSpin® Dx Blood

Pipettieren Sie 25 pl Proteinase K Lésung in ein Lysis Tube (1,5 ml; mitgelie-
fert).

Flgen Sie 200 pl Blutprobe in das Lysis Tube und mischen Sie.

Flagen Sie 200 pl Buffer B3 in das Lysis Tube, schlieBen Sie den Deckel und
mischen Sie pulsartig und kréaftig fir 10 s auf einem Vortex Mixer.

Verwenden Sie kein Vorgemisch aus Lysis Buffer B3 und Proteinase K!

Inkubieren Sie das Lysis Tube bei Raumtemperatur (18 — 25°C) fir 5 min
(=1 min).

Inkubieren Sie das Lysis Tube bei 70°C (+2°C) fir 10 min (+1 min). Mischen
Sie es anschlieBend pulsartig und kraftig fir 5 s auf einem Vortex Mixer.

Zentrifugieren Sie das Lysis Tube kurz (ca. 1 s bei 2.000 x g), um Tropfen vom
Deckel zu entfernen (lediglich kurze Zentrifugation).

Geben Sie 210 pl Ethanol (96 — 100%) zur Probe. SchlieBen Sie den Deckel
und mischen Sie pulsartig fur 5 s auf einem Vortex Mixer.

Stellen Sie sicher, dass Ethanol und Lysat gut vermischt sind.

Zentrifugieren Sie das Lysis Tube kurz (ca. 1 s bei 2.000 x g), um Tropfen vom
Deckel zu entfernen (lediglich kurze Zentrifugation).

Laden Sie das gesamte Lysat sorgféltig auf eine NucleoSpin® Dx Blood
Column, die in einem Collection Tube (2 ml) steckt, und schlieBen Sie den
Deckel.

Zentrifugieren Sie fiir 1 min bei 11.000 x g.

Sollte das Lysat die Membran nicht vollstdndig passiert haben, wiederholen Sie die
Zentrifugation bei héherer Beschleunigungskraft (15.000—20.800 x g fiir 1 min). Sollte
das Lysat die Membran dann immer noch nicht vollstédndig passiert haben, verwerfen
Sie die Probe und wiederholen Sie die Isolierung mit neuem Probenmaterial.

Stecken Sie die NucleoSpin® Dx Blood Column in ein frisches Collection
Tube (2 ml, mitgeliefert) und verwerfen Sie das Collection Tube mit Durchfluss
aus dem vorangegangenen Schritt.

Offnen Sie die NucleoSpin® Dx Blood Column und geben Sie 500 pl
Buffer BW hinein. SchlieBen Sie den Deckel.

Hinweis: Stellen Sie sicher, dass Lysatreste vollstindig mit Buffer BW ausgewa-
schen werden.

Zentrifugieren Sie fir 1 min bei 11.000 x g.

MACHEREY-NAGEL - 09/2009, Rev. 01 17
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14.

15.

16.
17.

18.

19.

20.

21.

Stecken Sie die NucleoSpin® Dx Blood Column in ein frisches Collection
Tube (2 ml, mitgeliefert) und verwerfen Sie das Collection Tube mit Durchfluss
aus dem vorangegangenen Schritt.

Offnen Sie die NucleoSpin® Dx Blood Columnund geben Sie 600 ul Buffer B5
hinein. SchlieBen Sie den Deckel.

Hinweis: Stellen Sie sicher, dass Waschpufferreste aus dem vorangegangenen
Schritt mit Buffer B5 ausgewaschen werden.

Zentrifugieren Sie fiir 1 min bei 11.000 x g.

Stecken Sie die NucleoSpin® Dx Blood Column in ein frisches Collection
Tube (2 ml, mitgeliefert) und verwerfen Sie das Collection Tube mit Durchfluss
aus dem vorangegangenen Schritt.

Zentrifugieren Sie fir 1 min bei 11.000 x g.
Ethanolreste werden durch diesen Schritt entfernt.

Stecken Sie die NucleoSpin® Dx Blood Column in ein frisches Elution Tube
(1,5 ml, mitgeliefert) und verwerfen Sie das Collection Tube mit Durchfluss aus
dem vorangegangenen Schritt.

Offnen Sie die NucleoSpin® Dx Blood Column und geben Sie 50 — 200 pl
Buffer BE direkt auf die Mitte der Membran.

Zentrifugieren Sie fir 1 min bei 11.000 x g, um die DNA von der Saule zu
eluieren.
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6 Anhang

6.1 Behebung von Problemen

Problem

Méogliche Ursache und Vorschlage zur Behebung

Keine oder
zu geringe
DNA-
Ausbeute

Geringe Anzahl weiBBer Blutzellen in der Probe

¢ Die DNA-Ausbeute hangt von der Anzahl weiBer Blutzellen in
der Probe ab. Die DNA-Ausbeute aus Blutproben mit niedriger
Anzahl weiBBer Blutzellen ist daher gering.

Unvollstandige Lyse der Probe

* Inhomogene Blutproben oder Blutklumpen in der Probe: Stellen
Sie sicher, dass die Blutproben streng nach Anweisung des
Herstellers des verwendeten Blutentnahmesystems abge-
nommen und gehandhabt werden. Stellen Sie sicher, dass
nur Blutproben verwendet werden, die sich leicht pipettieren
lassen. Homogenisieren Sie die Blutprobe falls nétig vor der
Anwendung.

¢ Die Blutprobe wurde nicht grindlich mit Proteinase K und
Lysis Buffer B3 gemischt. Unmittelbar nach Zugabe von Lysis
Buffer B3 ist die Probe pulsartig und kraftig zu mischen (Vortex
Mixer, 10 s).

e Der Proteinase K Verdau ist nicht optimal. Vermischen sie
niemals Proteinase K unmittelbar mit Lysis Buffer B3.

Reagenzien wurden nicht korrekt angewandt.

e Bereiten Sie alle Puffer und Proteinase K Lésung nach den
Angaben in Kapitel 3 vor. Folgen Sie streng dem Protokoll und
stellen sie sicher, dass Ethanol zu der Probe gegen wird bevor
sie das Lysat auf die S&ule transferieren.

Ungeeignete Zentrifugationszeit oder -geschwindigkeit

¢ Verlangern sie nicht die Zentrifugationszeiten bei Schritt 6 und
Schritt 8. Zentrifugieren sie lediglich kurz, um Tropfen von der
Innenseite des Deckels zu entfernen.

Nicht optimale Elution der DNA von der Séule

¢ DieEffizienzderElutionistvondemverwendeten Elutionsvolumen
abhangig. Verwenden Sie 200 pl Elutionsvolumen, um die
hdchste Elutionseffizienz zu erreichen; verwenden Sie 50 pl um
die héchste DNA-Konzentration zu erreichen.
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Problem

Mégliche Ursache und Vorschlage zur Behebung

Verstopfte
Séule

Inhomogene Blutprobe

Cryopréazipitate, die beim Auftauen gefrorener Blutproben ge-
legentlich entstehen, kénnen die Membran der NucleoSpin®
Dx Blood Saule verstopfen. Wenn Prazipitate in der Probe
erkennbar sind, sollte vermieden werden, diese mit der
Pipette aufzunehmen. Préazipitate kénnen sich auch in fri-
schen Blutproben bilden. Stellen Sie sicher, dass die Proben
gut durchmischt sind. Sollten die Saulen wéhrend des DNA-
Bindeschritts verstopfen, wiederholen Sie die Zentrifugation bei
héherer Umdrehungszahl (15.000 — 20.800 x g; 1 min).

Schlechte
DNA-
Qualitat

Reagenzien wurden nicht korrekt angewandt.

Bereiten Sie alle Puffer und Proteinase K Lésung nach den
Angaben in Kapitel 3 vor. Folgen Sie streng dem Protokoll und
stellen sie sicher, dass Ethanol zu der Probe gegen wird bevor
sie das Lysat auf die S&ule transferieren.

Unvollstandige Lyse der Probe

Die Blutprobe wurde nicht grindlich mit Proteinase K und
Lysis Buffer B3 gemischt. Unmittelbar nach Zugabe von Lysis
Buffer B3 ist die Probe pulsartig und kréftig zu mischen (Vortex
Mixer, 10 s).

Der Proteinase K Verdau ist nicht optimal. Vermischen sie
niemals Proteinase K unmittelbar mit Lysis Buffer B3.

Verwendete Blutproben sind zu alt oder zu verklumpt

Stellen Sie sicher, dass nur Blutproben verwendet werden, die
sich leicht pipettieren lassen. Homogenisieren Sie die Blutprobe
falls nétig vor der Anwendung.
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Problem

Mégliche Ursache und Vorschlage zur Behebung

Enzyma-
tische
Reaktionen
mit der DNA
funktionieren
nicht optimal

Verschleppung von Ethanol

Stellen Sie sicher, dass der ethanolhaltige Buffer B5 vor der
Elution komplett von der Saule entfernt ist. Sollte nach dem
zweiten Waschschritt der Wash Buffer B5 Durchfluss den
Saulenausgang berihren, ist der Durchfluss zu verwerfen und
die S&ule erneut zu zentrifugieren.

DNA-Eluate kénnen Spuren von Ethanol enthalten. Es wurde
jedoch keinerlei Beeintrdchtigungen der PCR bei Einsatz von
bis zu 20% des Eluates als Template beobachtet (z.B. 4 pl Eluat
in einem 20 pl PCR-Mix). Der héchstmdégliche Anteil an Eluat
(Template) im PCR-Mix hangt vom jeweiligen PCR-System und
dessen Stabilitat ab und ist vom Anwender zu ermitteln.

Kontamination mit PCR Inhibitoren

Stellen Sie bei alten oder verklumpten Probenmaterialien
sicher, dass nur Blutproben verwendet werden, die sich leicht
pipettieren lassen. Homogenisieren Sie die Blutprobe falls nétig
vor der Anwendung.

6.2 Bestellinformationen

Produkt

Kat. Nr. Anzahl Reaktionen

NucleoSpin® Dx Blood 740899.50/.250 50/250

Unter www.mn-net.com finden Sie detaillierte Produktinformationen.
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6.3 Anwendungseinschrankung/Gewahrleistung

NucleoSpin® Dx Blood ist ein generisches System zur Isolierung und Aufreinigung
genomischer DNA aus menschlichen Vollblut-Proben fiir nachfolgende in-vitro
diagnostische Anwendungen. Das Kit ist fur sich der Aufreinigung anschlieBende
Anwendungen vorgesehen, die enzymatische Amplifikation und Detektion der DNA
umfassen (z.B. PCR). Jedwede diagnostischen Ergebnisse, die unter Verwendung
von DNA, isoliert und aufgereinigt mit NucleoSpin® Dx Blood, in einem diagnostischem
Assay generiert wurden, sind unter Berlcksichtigung zusatzlicher klinischer Befunde
und Laborergebnisse zu bewerten. NucleoSpin® Dx Blood liefert keine diagnostischen
Ergebnisse. Es liegt in der alleinigen Verantwortung des Anwenders, das Kit mit nach-
folgenden in-vitro diagnostischen Assays zu validieren und zu verwenden. Nur die
MACHEREY-NAGEL Produkte, die ausdriicklich als IVD gekennzeichnet sind, sind zur
in-vitro -diagnostischen Anwendung geeignet.

NucleoSpin® Dx Blood ist zur Anwendung durch Fachpersonal bestimmt, wie
Labortechniker und Arzte, die im Umgang mit molekularbiologischen Techniken
geschult und erfahren sind, sowie Erfahrungen mit der Isolierung von DNA aus
Vollblutproben und dem Umgang mit Vollblutproben haben. Bitte entnehmen Sie
die Sicherheitsanweisungen den entsprechenden Kapiteln dieses Handbuchs.
NucleoBond® Dx Blood darf ausschlieBlich in einer geeigneter Testumgebung, wie zum
Beispiel einem angemessen ausgestatteten Labor, angewendet werden.

Der Anwender ist firjedweden Schaden haftbar, der aus einer vom Bestimmungszweck,
wie er im Handbuch ausgewiesen ist, abweichenden Anwendung entsteht.

Diesem MACHEREY-NAGEL Produkt liegen Unterlagen mit Angaben zu Spezifikationen
und weiteren technischen Informationen bei. MACHEREY-NAGEL gewahrleistet das
Einhalten der angegebenen Spezifikationen. Die einzige Verpflichtung fir MACHEREY-
NAGEL und der einzige Anspruch des Kunden in dem Fall, dass die gewahrleistete
Funktion nicht erfullt wird, beschrénkt sich auf den kostenlosen Ersatz des Produktes.

Darliber hinaus finden die allgemeinen Geschaftsbedingungen von MACHEREY-
NAGEL Anwendung, welche auf der Preisliste aufgefuhrt sind. Bitte kontaktieren Sie
uns, falls sie ein Exemplar wiinschen.

Es besteht keine Garantie, noch kann MACHEREY-NAGEL haftbar gemacht werden
fur Schaden oder Defekte, die im Zusammenhang mit der Handhabung der Ware,
einem Unfall oder unsachgemaBem bzw. abnormem Gebrauch auftreten. Gleiches gilt
fir Schaden an Sachen bzw. Produkten oder Produktteilen, die nicht von MACHEREY-
NAGEL hergestellt werden. Transportschaden sind nur insofern und soweit gedeckt,
soweit der Kunde die Eindeckung einer eigenen Transportversicherung auf seine
Kosten wiinscht und diese Ersatz leistet. MACHEREY-NAGEL gewéhrt keinerlei wei-
tere Zusagen, Garantieversprechen 0.8. und schlie3t explizit alle weiteren Garantien
— gleich aus welchem Rechtsgrund — seien sie direkt oder indirekt, ausdricklich oder
impliziert, betreffend, aber insoweit nicht abschlieBend, Aussagen Uber die Eignung,
Reproduktivitat, Haltbarkeit, Zweckbestimmung, Marktgangigkeit, Zustand oder jedwe-
de andere garantierelevante Aussage Uber das MACHEREY-NAGEL Produkt aus.
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In keinem Fall kann MACHEREY-NAGEL fur irgendwelche anderen direkten oder indi-
rekten Ersatzanspriiche, Nebenanspriiche oder Folgeschaden—basierend auf Garantie,
Gewahrleistung, Vertrag, unerlaubter Handlung oder anderem Rechtsgrund —, die
im Zusammenhang mit dem Verkauf des Produkts oder der Nichterreichung der in
dieser Bedienungsanleitung genannten Spezifikationen des Produkts entstehen,
haftbar gemacht werden, seien sie vorhersehbar oder nicht. Die von MACHEREY-
NAGEL gewahrleistete Einhaltung der in dieser Gebrauchsanweisung genannten
Spezifikationen ist insoweit ausschlieBlich und MACHEREY-NAGEL macht insoweit
keine dartiber hinausgehenden Gewahrleistungs-/ oder Garantieversprechen.

Die in dieser Drucksache gewéhrte Gewéhrleistung und die Daten, Spezifikationen
und Beschreibungen dieses MACHEREY-NAGEL Produkts, welches in MACHEREY-
NAGEL Katalogen erscheint, sind MACHEREY-NAGEL s ausschlieBliche Darstellung
der Produkts und dessen Gewdhrleistung.

Keine weiteren mindlichen, noch schriftichen Aussagen oder Darstellungen von
MACHEREY-NAGEL Angestellten, Vertretern, AuBBendienstmitarbeitern oder Handlern
— mit Ausnahme schriftlicher Aussagen, die von einem unterschriftsberechtigten
Leitenden Angestellten von MACHEREY-NAGEL vorgenommen werden — sind autori-
siert. Auf derlei Aussagen kann sich ein Kunde nicht verlassen und auch nicht berufen,
da sie nicht Teil des Kaufvertrages oder dieser Gewahrleistung geworden sind.

Anspriche andas Produkt&dndern sich. Daherkontaktieren Sie bitte unseren Technischen
Service fur die neuesten Informationen iber MACHEREY-NAGEL Produkte. Sie kénnen
auch Ihren lokalen Handler fir allgemeine wissenschaftliche Informationen kontaktie-
ren. Konkrete Anwendungen in MACHEREY-NAGEL s Literatur dienen nur dem Zweck
der Information. MACHEREY-NAGEL gewahrleistet oder garantiert nicht, dass alle
Anwendungen in eigenen Laboren getestet wurden. MACHEREY-NAGEL kann daher
nicht die Gewahr fir die Korrektheit dieser Anwendungen Gbernehmen.

Bitte kontaktieren Sie:

MACHEREY-NAGEL Germany
Tel.: +49 (0) 24 21 969 270
e-mail: TECH-BIO @mn-net.com

Zuletzt aktualisiert: 09/2009, Rev. 03

Warenzeichen:

BD VACUETTE is a trademark of BD

NucleoSpin is a trademark of MACHEREY-NAGEL GmbH & Co KG
S-Monovette is a registered trademark of Sarstedt

Vacuette is a trademark of GREINER BIO-ONE

Alle verwendeten Namen und Begriffe kébnnen Handelsmarken, eingetragene Marken, eingetragene
Warenzeichen ihrer entsprechenden Eigentiimer sein — auch wenn Sie keine spezielle Kennzeichnung
besitzen. Die Nennung von Produkten und Marken dient lediglich der Information, d.h. sie verstésst nicht
gegen eingetragene Handelsmarken, Warenzeichen und eingetragene Markennamen und kann nicht als
Empfehlung oder Bewertung angesehen werden. Bezlglich dieser Produkte oder Dienstleistungen uber-
nimmt MACHEREY-NAGEL keinerlei Garantie oder Gewahrleistung bzgl. der Auswahl, Effizienz oder
Funktion dieser Produkte und Dienstleistungen.
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