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Genomova DNA z krve

1  Soucasti
1.1  Obsah sady

NucleoSpin® Dx Blood

50 davek 250 davek
REFERENCE 740899.50 740899.250
Pufr Buffer B3 BUF B3 15 mL 60 mL
Promyvaci pufr Wash BUF BW 30 mL 160 mL
Buffer BW
Koncentrat promyvaciho BUF B5 conc. 12 mL 50 mL
pufru Wash Buffer B5
(Concentrate)*
Elu¢ni pufr Elution Buffer BUF BE 13 mL 60 mL
BE**
Pufr proteindzy Proteinase BUF PB 1,8 mL 8 mL
Buffer PB
Proteindza Proteinase K 30 mg 2x75mg
(lyofilizovana)*
Kolony NucleoSpin® Dx Dx Blood Columns 50 250
Blood Column (&ervené
krouzky plus odbérové
zkumavky Collection Tube)
Odbérové zkumavky Collection Tubes 3 x50 3 x 250
Collection Tube (2 mL)
Lyza¢ni zkumavky Lysis 50 5x 50
Tube (1,5 mL)
Elucni zkumavky Elution Elution Tubes 50 5 x50
Tube (1,5 mL)
Uzivatelska prirucka l::ﬁ] 1 1

* Pripravu pracovnich roztokd a podminky jejich skladovani uvadi ¢ast 3.

** Slozeni elu¢niho pufru Elution Buffer BE: 5 mM Tris-HCI, pH 8,5
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1.2 Reagencie, spotrebni latky a vybaveni, které si musi
uzivatel zajistit
Reagencie:

e 96-100 % etanol (k Upravé podminek vazby DNA a k pfipravé promyvaciho pufru Wash
Buffer B5).

Spotrebni latky:
e jednorazové pipetovaci hroty (za Ucelem prevence zkfizené kontaminace jsou doporuceny
pipetovaci hroty s aerosolovou bariérou).

Vybavent:

e manualni pipetovace,

e odstfedivka pro mikrocentrifugacni zkumavky,

® vifivy mixér,

e tepelny ohfivaci blok nebo vodni lazen (pro lyzu vzorkd pfi teploté 70 °C),
e osobni ochranné prostfedky (napf. laboratorni plast, rukavice, bryle).

1.3 O této uzivatelské pfrirucce

Je dlrazné doporuéeno si v této uZivatelské priruéce precist podrobnou protokolarni ¢ast.
Protokol do kapsy slouzi pouze jako doplnék pro rychlou napovédu pfi provadéni postupu
purifikace.

UZivatelské prirucky spole¢nosti MACHEREY-NAGEL jsou k dispozici na internetu na adrese
www.mn-net.com.

Chcete-li ziskat informace o zménach v aktualni uZivatelské pfirucce oproti pfedchozim verzim,
kontaktuijte technicky servis.

Kontaktni udaje

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG

Valencienner Str. 11

52355 Duren, Némecko

Tel.: +49 24 21 969-0

Nezpoplatnény: 0800 26 16 000 (plati pouze pro Némecko)
E-mail: info@mn-net.com

Technicka podpora pro bioanalyzu

Tel.: +49 24 21 969-270
E-mail: tech-bio@mn-net.com

Benutzerhandblcher in weiteren Sprachen sind im Download-Bereich auf der Produktseite
verfugbar.

Lesmanuels d'utilisation dans d’autres langues sont disponibles dans la section Telechargements
de la page du produit.

Los manuales de usuario en otros idiomas estan disponibles en la seccion de descargas de la
pagina del producto.

. e E
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2  Popis produktu

2.1 Zamyslené pouziti

NucleoSpin® Dx Blood je sada k izolaci genomové DNA z Serstvé i mrazené lidské piné
krve stabilizované EDTA, citratem nebo heparinem ziskané z béznych systémd pro odbér
krve k nasledné analyze in vitro. Poskytuje purifikovanou genomovou DNA, kterou Ize pouzit
k nasledné analyze za ucelem ziskani informaci o0 genomové DNA ve vzorku, jako je napf. PCR,
gPCR nebo sekvenace. Tento produkt pouzivaji profesionalové v diagnostickych laboratofich.

Sada NucleoSpin® Dx Blood neni vhodna k samotestovani ani testovani pfimo u pacienta.
UZivatel této sady musi mit zkuSenosti s molekularné biologickymi technikami véetné prace
s plnou krvi a jinymi potencialné infek&nimi lidskymi vzorky.

Je doporu¢eno pouzivat vhodné kontroly, jako napf. vnitfni kontroly, extrakéni kontroly
a pozitivni/negativni kontroly.

2.2 Omezeni pouziti produktu

Sada NucleoSpin® Dx Blood neni urdena k pouziti se vzorky tkan& nebo stolice ani
bezbunécnymi télnimi tekutiny, jako je plazma, sérum, mo¢ nebo mozkomisni mok. Funkce
sady nebyla hodnocena v pfipadé vrstvy buffy coat, kultivovanych nebo izolovanych bunék,
stérd, suchych krevnich skvrn a virové DNA. Sada rovnéZ neni uréena k izolaci a purifikaci
bakterialnich, plisnovych nebo parazitarnich nukleovych kyselin.

2.3 Kontrola kvality

V souladu se systémem pro fizeni kvality spole¢nosti MACHEREY-NAGEL je kazda Sarze sady
NucleoSpin® Dx Blood testovana proti pfedem definovanym specifikacim, aby byla zajisténa
stéla kvalita téchto produktd.
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2.4 Uvod a specifikace sady

Sada NucleoSpin® Dx Blood je zaloZena na osvéd&ené technologii kfemikovych membran
NucleoSpin® a poskytuje snadny zplisob izolace genomové DNA z 200 pl vzorkd piné krve.
Purifikovana DNA je pfipravena k pouziti k nasledné amplifikaci PCR.

Postup pouziti sady NucleoSpin® Dx Blood je zalozen na sérii jednoduchych kroku:

Nejprve se vzorky krve lyzuji za pritomnosti chaotropnich soli a proteinazy Proteinase K.
Genomova DNA v lyz&tu se poté navaze na kolonu NucleoSpin® Dx Blood Column. Nésledné
se membrana s navazanymi nukleovymi kyselinami promyje a nakonec se eluuje vysoce &ista
genomova DNA.

Vzorky

Sadu Ize pouzit s 200 pl Cerstvé nebo mrazené lidské piné krve oSetfené EDTA, citratem nebo
heparinem, ziskané z béznych systém pro odbér krve.

Obvykle Ize z 200 pl lidské pIné krve ziskat 3—5 ug genomoveé DNA v zavislosti na poctu bilych
krvinek ve vzorku.

NiZe je uveden vybér vhodnych prostifedkd pro odbér krve:

Tabulka 1: Vybér vhodnych systému pro odbér krve

Systém pro odbér krve Vyrobce
S-Monovette® Lithium-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

Omezeni tykajici se vzorkul

KryosraZeniny vzniklé pii rozmrazovani mraZenych vzorkd mohou ucpat kolonu NucleoSpin® Dx
Blood Column. Pokud jsou takové srazeniny viditelné, vyhnéte se jejich aspiraci pfi vkladani
lyzatu do vazaci kolony.

Hemolytické a hyperlipidemické vzorky mohou pochopitelné ovlivnit vytéznost a Cistotu DNA.
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Tabulka 2: Prehled specifikaci sady

Parametr NucleoSpin® Dx Blood

Materiél vzorkd Cerstva nebo mrazena lidska plna krev oSetiena
EDTA, citratem nebo heparinem ziskana z béznych
systémd pro odbér krve

Objem vzorku 200 ul
Obvykla vytéZznost DNA 3-5 ug v zavislosti na poctu bilych krvinek
Obvykla kvalita DNA Pomeér Asgy/Aogo 1,7-1,9
Pomér Asgy/Aogp 1,8-2,3
Eluéni objem 50-200 I
Obvykla koncentrace DNA 40-60 ng/pl
Zpracovani Odstredéni

2.5 Analyticka funkce

Opakovatelnost v ramci jednoho béhu byla vypocitana na zakladé paralelni izolace
12 identickych alikvotl vzorkd krve. Prdmérna vytéZznost DNA byla 5,2 ug + 0,3, coZ odpovida
variacnimu koeficientu (CV) 6 %. Opakovatelnost mezi jednotlivymi béhy byla testovana ve dvou
nezavislych bézich. V ramci kazdého béhu byla DNA izolovana z jednoho vzorku krve, a to vzdy
v 6 opakovanich. Rozdil mezi priimérnou vytéZnosti obou béhd byl 0,2 ug DNA, coZ odpovida
6 %. Za Ucelem zjisténi opakovatelnosti mezi jednotlivymi Sarzemi byly spole¢né porovnany
tfi Sarze sad NucleoSpin® Dx Blood. U kazdé SarZe byla gDNA izolovana v 6 opakovéanich.
Vechna opakovani byla odebrana z jednoho vzorku krve. Primérna vytéznost DNA ze Sesti
preparatl byla 5,2; 4,8 a 5,0 ug se smérodatnymi odchylkami 0,4; 0,5 a 0,5 ug. Variaéni
koeficient (CV) priimérné vytéznosti tii Sarzi byl 4 %.

Za ucelem hodnoceni reprodukovatelnosti byla DNA izolovana ze vzorkd piné krve dvéma
pracovniky soubé&zné. Primérna vytéznost (n =6) byla 2,9+ 0,3pug a 3,0 +0,2 ug, coz
odpovida varia¢nimu koeficientu (CV) 9 % a 7 % na Sest preparat(. Rozdil prdmérné vytéznosti
u obou pracovnikd byl 0,1 pg.

Priklady diagnostického pouziti sady NucleoSpin® Dx Blood in vitro jsou uvedeny v nasledujicich
publikacich:

Hadzsiev, K. et al. (2019) Rubinstein-Taybi syndrome 2 with cerebellar abnormality and neural
tube defect. Clin Dysmorphol., 28(3), 137 — 141.

Komldsi, K. et al. (2015) Phenotypic variability in a Hungarian patient with the 4g21 microdeletion
syndrome. Mol Cytogenet., 8, 16.

Czako, M. et al. (2019) Possible Phenotypic Consequences of Structural Differences in Idic(15)
in a Small Cohort of Patients. Int J Mol Sci., 20(19), 4935.

Szabo, A. et al. (2015) Partial tetrasomy of the proximal long arm of chromosome 15 in two
patients: the significance of the gene dosage in terms of phenotype. Mol Cytogenet., 8, 41.
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2.6 Postupy eluce

DNA se eluuje z kolon NucleoSpin® Dx Blood Column pomoci 50 aZ 200 pl eluéniho pufru
Elution Buffer BE. Celkova vytéznost DNA se zvySuje s rostoucim elu¢nim objemem, zatimco
koncentrace DNA klesa (viz obrazek 1).

Obvykle Ize az 10 pl eluatu pouzit jako templat v 50 pl smeési PCR, aniz by doslo k ovlivnéni
funkce PCR. Je doporuceno skladovat eluovanou DNA pfi teploté —-20 °C. Na vétSinu
naslednych aplikaci nebude mit nékolik béht zmrazeni a rozmrazeni viiv.

Skladovani nukleovych kyselin

Doporucent:
Kratkodobé skladovani (do 24 h): 2-8 °C
Dlouhodobé skladovani (pres 24 h): =20 °C

6.0 100

r 80

o
o

r 60

t 40

DNA yield [pg]
o
o

>
o

r20

DNA concentration [ng/pL]

4.0 T T T T 0
0 50 100 150 200

Elution volume [pL]

Obrazek 1
Vliv elu¢niho objemu na celkovou vytéznost DNA (Earkovana ¢ara) a koncentraci (plna ¢ara). Eluce

byla provedena s 50, 100 a 200 pL.
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3 Podminky skladovani a priprava pracovnich

roztoku

Pozor:

e Po obdrzeni sady zkontroluijte, jestli néktera ze soucasti neni posSkozena. Pokud jsou
soucasti sady, jako napt. lahvicky s pufry nebo blistry, poskozené, obratte se na
technickou podporu a zakaznicky servis spole¢nosti MACHEREY-NAGEL ¢&i na svého

mistniho distributora.

e Poskozené soucasti sady nepouZzivejte.
e Po dodani musf byt sada NucleoSpin® Dx Blood skladovana pii teploté 18 —25 °C. NENi
nutné sadu pfi dodani otevrit a vyjmout jednotlivé soucasti k oddélenému skladovani.

e Kolony NucleoSpin® Dx Blood Column Ize pouZivat az do uplynut data spotfeby

uvedeného na krabici sadly.

Pted zahajenim protokolu NucleoSpin® Dx Blood si pfipravte nasledujici:

e Promyvaci pufr Wash Buffer B5: Pridejte uvedeny objem etanolu (96 - 100 %, viz
tabulka nize nebo na lahvi¢ce) do koncentratu promyvaciho pufru Wash Buffer B5S
Concentrate. Oznacte Stitek lahviCky, aby bylo zfejmé, ze byl pfidan etanol. Promyvaci
pufr Wash Buffer B5 skladujte pfi teploté 18-25 °C az do uplynuti data spotreby.

e |yofilizovanou proteindzu Proteinase K Ize skladovat pfi teploté 18 -25 °C az do uplynuti
data spotreby, aniz by se snizila jeji funkce. Pred prvnim pouzitim sady pridejte uvedeny
objem pufru proteindzy Proteinase Buffer PB, abyste rozpustili lyofilizovanou proteinazu

Proteinase K. Rekonstituovanou proteinazu Proteinase K Ize skladovat pfi teploté —20 °C
po dobu az 6 mésict, ale pouze do uplynuti data spotreby.

Béhem skladovani, zejména pfi nizkych teplotach, se mdze v pufrech Buffer B3 a Buffer
BW vytvorit bila srazenina. Tyto srazeniny Ize snadno rozpustit inkubaci lahvicky pfi teploté
70 °C po dobu 5 min pred pouzitim.

NucleoSpin® Dx Blood

50 davek 250 davek
REFERENCE 740899.50 740899.250
Koncentrat promyvaciho 12mL 50 mL

pufru Wash Buffer B5
(Concentrate)

Proteinaza Proteinase K

Pridejte 48 mL etanolu.

30 mg
Pridejte 1,35 mL pufru

proteinazy Proteinase Buffer.

Pridejte 200 mL etanolu.

2x75mg
Pridejte 3,35 mL pufru
proteinazy Proteinase Buffer
do kazdé zkumavky.

MACHEREY-NAGEL - 04/2022, Rev. 05
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4  Bezpecnostni pokyny

PHi praci se sadou NucleoSpin® Dx Blood pouZivejte vhodné osobni ochranné prosttedky
(napf. laboratorni plast, jednorazové rukavice a ochranné bryle). Vice informaci je k dispozici
v prislusnych bezpec&nostnich listech (Material Safety Data Sheets, MSDS, které jsou k dispozici
online na adrese http://www.mn-net.com/msds).

Upozorméni: Guanidin hydrochlorid v pufrech Buffer B3 a Buffer BW mi(ze v kombinaci
s bélidlem tvorit vysoce reaktivni slouceniny! Proto nepridavejte pfimo do odpadu po pfipravé
vzorkd bélidlo ani kyselé latky.

Odpad vznikajici p¥i pouzivani sady NucleoSpin® Dx Blood nebyl testovan na piftomnost
rezidualniho infekéniho materialu. Kontaminace kapalného odpadu rezidualnim infek&nim
materidlem je vysoce nepravdépodobna diky pouziti silného denaturuijiciho lytického pufru Lysis
Buffer a proteinazy Proteinase K, ale nelze ji zcela vyloucit. Proto je nutné povazovat kapalny
odpad za infekéni a nakladat s nim a likvidovat jej v souladu s mistnimi bezpe&nostnimi predpisy.

41 Likvidace

Likvidujte nebezpecné, infekéni nebo biologicky kontaminované materidly bezpeCnym
a prijatelnym zptsobem, ktery je v souladu se vdemi mistnimi predpisy.

MACHEREY-NAGEL - 04/2022, Rev. 05 11
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5

Purifikace genomové DNA pomoci sady
NucleoSpin® Dx Blood

Nize uvedeny postup obsahuje pokyny ke zpracovani jednoho vzorku krve. Je v8ak mozné
zpracovat nékolik vzorkd najednou. Jejich poCet zavisi na kapacité pouzité mikroodstredivky.

Pred zahajenim pfipravy:

Zkontrolujte, jestli byly pufr Buffer B5 a proteinaza Proteinase K pripraveny podle ¢asti 3.

Zkontrolujte, zda je dostupny 96—100 % etanol (denaturovany nebo nedenaturovany)
k Upravé podminek vazby DNA.

Nastavte inkubétor (napf. ohfivaci blok) nebo vodni lézen na teplotu 70 °C.
Vyrovnejte teplotu vzorkl krve s pokojovou teplotou. Zkontrolujte, jestli jsou vzorky
spravné promichané.

Pokud se v Iytickém pufru Lysis Buffer B3 nebo pufru Buffer BW vytvorila srazenina,
inkubuijte pufr pfi teploté 70 °C, dokud se srazenina nerozpusti.

Obecné plati, Zze se nesmi michat reagencie a kolony z rliznych sad a Sarzi.
Vyrovnejte teplotu eluéniho pufru Elution Buffer BE s pokojovou teplotou.
Nepridavejte roztok proteindzy Proteinase K piimo do lytického pufru Lysis Buffer B3.
Proteinaza Proteinase K se musi pred pridanim pufru Buffer B3 smichat se vzorkem krve.
VsSechny kroky odstrfedovani maji byt provadény pfi pokojové teploté.

MACHEREY-NAGEL - 04/2022, Rev. 05
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5.1 Prehled protokolu
Dodatecny prehled protokolu:

Nez zahajite postup, peclivé si pfectéte podrobny protokol (Cast 5.2).

Lyzace vzorka 1 25 pl proteinazy Proteinase K

krve
2 200 pl krve
3 200 pl pufru B3, promichani
4 RT, 5 min
5 70 °C, 10 min, promichani @
6 2000xg,1s
Uprava 7 210 pl etanolu, promichani
podminek
vazby DNA
8 2000xg,1s
)

Navazani DNA 9 VloZeni lyzatu

10 11000 x g, 1 min

Ce=m (]

11 Preneseni kolony
NucleoSpin® Dx Blood
Column
do nové odbérové zkumavky
Collection Tube

G

Promyti 12 500 pl pufru BW

kfemikové
membrany 13 11000 x g, 1 min

14  Preneseni kolony
NucleoSpin® Dx Blood
Column
do nové odbérové zkumavky -
Collection Tube

15 600 pl pufru Buffer B5
16 11000 x g, 1 min

Vysuseni 17  Preneseni kolony
kfemikové NucleoSpin® Dx Blood
membrany Column )

do nové odbérové zkumavky
Collection Tube

18 11000 x g, 1 min
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Eluce DNA 19  Preneseni kolony

NucleoSpin® Dx Blood
Column

do eluéni zkumavky Elution
Tube

20  50-200 ul pufru Buffer BE )
21 11000 xg, 1 min

5.2 Postup

1

Napipetujte 25 pl roztoku proteinazy Proteinase K do lyzaéni zkumavky Lysis Tube
(1,5 mL, soucasti baleni).

2 Do lyza¢ni zkumavky Lysis Tube pfidejte 200 pl vzorku krve. Promichejte.
3 Do lyzaéni zkumavky Lysis Tube pridejte 200 pl pufru Buffer B3 zavrete viko a michejte
intenzivnim pulznim vifenim po dobu 10 s.
Pufr Buffer B3 a proteinazu Proteinase K nepredmichavejte!
4 Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 5 min (+ 1 min).
5 Lyzaéni zkumavku Lysis Tube inkubuijte pfi teploté 70 °C (+ 2 °C) po dobu 10 min
(= 1 min). Po inkubaci promichaveijte intenzivnim pulznim vifenim po dobu 5 s.
6 Kratce odstredujte lyzacni zkumavku Lysis Tube (pfiblizné 1 s pii 2 000 x g), abyste
odstranili kapky z vika (pouze kratké odstredéni).
7 Ke vzorku pridejte 210 pl etanolu (96 -100 %). Zavrete viko a promichavejte pulznim
vifenim po dobu 5 s.
Zkontrolujte, jestli se etanol a lyzat dobre promichaly.
8 Kratce odstredujte lyzacni zkumavku Lysis Tube (pfiblizné 1 s pfi 2 000 x g), abyste
odstranili kapky z vika (pouze kratké odstredéni).
9 Opatmné viozte cely lyzat do kolony NucleoSpin® Dx Blood Column umisténé
v odbérové zkumavce Collection Tube a zavrete viko.
10 Odstredujte po dobu 1 min pfi 11 000 x g.
Pokud se lyzat nepodarli zcela protahnout membranou, opakujte odstfedovani pri
vy$Sim tihovém zrychleni (15 000—-20 800 x g po dobu 1 min). Pokud lyzat presto zcela
neprojde membranou, vzorek Zlikvidujte a izolaci opakujte s novym materidlem vzorku.
11 Umistéte kolonu NucleoSpin® Dx Blood Column do nové odbérové zkumavky
Collection Tube (2 mL, soucasti balen) a odbérovou zkumavku Collection Tube
s pritokem z predchoziho kroku zlikviduite.
14 MACHEREY-NAGEL - 04/2022, Rev. 05
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12

Oteviete kolonu NucleoSpin® Dx Blood Column a pridejte do ni 500 pL pufru Buffer
BW. Zaviete viko.

Poznamka: Zkontrolujte, jestli je rezidualni lyzat promyt pufrem Buffer BW.

13

Odstredujte po dobu 1 min pfi 11 000 x g.

14

Umistéte kolonu NucleoSpin® Dx Blood Column do nové odbgrové zkumavky
Collection Tube (2 mL, soucasti baleni) a odbérovou zkumavku Collection Tube
s pritokem z predchoziho kroku zlikviduite.

15

Oteviete kolonu NucleoSpin® Dx Blood Column a pridejte do ni 600 pL pufru Buffer
B5. Zavrete viko.

Poznamka: Zkontrolujte, jestli je rezidudini promyvaci pufr z pfedchoziho kroku promyt
pufrem Buffer B5.

16

Odstredujte po dobu 1 min pfi 11 000 x g.

17

Umistéte kolonu NucleoSpin® Dx Blood Column do nové odbgrové zkumavky
Collection Tube (2 mL, soucasti baleni) a odbérovou zkumavku Collection Tube
s pritokem z predchoziho kroku zlikviduite.

18

Odstredujte po dobu 1 min pfi 11 000 x g.

Béhem tohoto kroku se odstrani rezidualni etanol.

19

Umistéte kolonu NucleoSpin® Dx Blood Column do &isté eludni zkumavky Elution
Tube (1,5 mL, soucasti baleni) a odbérovou zkumavku Collection Tube z predchoziho
kroku zlikvidujte.

20

Oteviete kolonu NucleoSpin® Dx Blood Column a pfidejte 50 - 200 pL pufru Buffer
BE pfimo do stfedu membrany.

21

Odstredujte po dobu 1 min pfi 11 000 x g, aby se eluovala DNA z kolony.
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Genomova DNA z krve

6 Dodatek

6.1 Reseni problémd

Problém

Mozna pfic¢ina a doporuceni

Z4dna nebo slaba
vytéznost DNA

Nizka koncentrace bilych krvinek ve vzorku

e \WitéZznost DNA zavisi na poctu bilych krvinek ve vzorku. Ze vzork(
krve s nizkym poc¢tem bilych krvinek se ziskava nizké mnozstvi
DNA.

Nekompletni lyza vzorku

e Nehomogenni vzorek krve nebo krevni srazeniny ve vzorku:
Zkontrolujte, jestli jsou vzorky krve odebirany podle pokyn( vyrobce
zkumavky pro odbér krve. Zkontrolujte, jestli se jako material
vzorku pouziva pouze krev, kterou Ize snadno prenést pipetovanim.
V pfipadé potreby vzorek krve pred pouZitim homogenizujte.

e Vzorek neni dikladné promichan s proteinazou Proteinase K

a lytickym pufrem Lysis Buffer. Smés se musi ihned po pridani

lytického pufru Lysis Buffer B3 promichat intenzivnim vifenim.

Stépeni proteindzou Proteinase K neni optimalni. Nikdy nepiidaveite

proteinazu Proteinase K primo do lytického pufru Lysis Buffer B3.

Reagencie nebyly pouzity spravné
e Pripravujte pufry a roztok proteindzy Proteinase K podle pokynd
(Cast 3). Pred vlozenim lyzatu do kolony pfidejte do lyzatu etanol.

Nevhodné odstredovani

e Neprodluzujte dobu a nezvysSuite rychlost odstfedovani uvedené
v kroku 6 a 8. K odstranéni kapek z vika pouzivejte pouze kratké
odstredén.

Neoptimalni eluce DNA z kolony

o Uginnost eluce zavisi na objemu eludniho pufru Elution Buffer.
K dosazeni nejvyssi Ucinnosti eluce pouzijte 200 pl elu¢niho pufru
Elution Buffer. K dosazeni nejvyssi koncentrace DNA pouzijte 50
eluéniho pufru Elution Buffer.

Ucpana vazaci

Nehomogenni vzorek krve

e Kryosrazenina vznikld pfi rozmrazovani mrazenych vzork( mdze
ucpat kolonu NucleoSpin® Dx Blood Column. Pokud jsou takové
srazeniny viditelné, vyhnéte se jejich aspiraci pfi vkladani lyzatu

kolona DNA do vézaci kolony. Srazeniny se mohou tvorit i ve vzorcich Cerstvé
krve. Zkontrolujte, jestli jsou vzorky spravné promichané. Pokud se
kolona béhem kroku vazby DNA ucpe, opakujte odstfedovani pri
vy§§im tihovém zrychleni (15 000-20 800 x g po dobu 1 min).
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Problém

Mozna pfi¢ina a doporuceni

Slabé kvalita DNA

Reagencie nebyly pouZity spravné

e Pripravujte pufry a roztok proteinazy Proteinase K podle
pokynt (Gast 3). Pred viozenim do kolon pfidejte k lyzatu etanol
a promichejte.

Nekompletni lyza vzorku

e Vzorek neni dikladné promichan s roztokem proteindzy
Proteinase K a lytickym pufrem Lysis Buffer. Smés se musi ihned po
pridani lytického pufru Lysis Buffer promichat intenzivnim vifenim.

o Stépeni proteindzou Proteinase K neni optimaini. Neptidavejte
proteindzu Proteinase K pfimo do lytického pufru Lysis Buffer B3.

Zpracovani starych nebo srazenych vzorki krve

e Zkontrolujte, jestli se jako material vzorku pouziva pouze krev,
kterou Ize snadno prenést pipetovanim. V pfipadé potreby vzorek
krve pred pouzitim homogenizuijte.

Neoptimalni
funkce
genomové DNA
v enzymatickych
reakcich

Preneseni etanolu

e Pred eluci DNA nezapomerite odstranit veskery etanolovy pufr
Buffer B5. Pokud hladina plnéni pritoku promyvaciho pufru Wash
Buffer B5 po druhém promyvani z jakéhokoli déivodu dosahne Usti
kolony, zlikvidujte pratok, vioZte kolonu zpét do odbérové zkumavky
Collection Tube a znovu provedte odstredéni.

e FEluaty DNA mohou obsahovat stopy etanolu. Nebylo vSak
pozorovano zadné snizeni funkce PCR pfi pouziti eluatu DNA az
do 20 % konecného objemu PCR jako templatu (napf. pouziti 4 pl
ze 100 pl eluatu jako templatu ve 20 pl PCR). Maximalni procento
objemu templatu v PCR se miiZe liSit v zavislosti na robustnosti
systému PCR a musi byt stanoveno uzivatelem.

Kontaminace DNA inhibicnimi latkami

e Pokud pripravujete DNA ze starych nebo srazenych vzork( krve,
zkontrolujte, jestli se jako material vzorku pouziva pouze kreyv,
kterou Ize snadno prenést pipetovanim. V pfipadé potreby vzorek
krve pfed pouzitim homogenizuijte.

Kontaktni Udaje:

MACHEREY-NAGEL, Némecko
Tel.: +49 (0) 24 21 969 270
E-mail: TECH-BIO@mn-net.com
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6.2 Povinné hlaseni

Upozorfiujeme, 7ze jakoukoli zavaznou udélost, ktera se vyskytne v souvislosti
s timto produktem, je nutné ihned nahlasit wvyrobci a odpovédnému organu
Clenského statu, ve kterém k uddlosti doSlo. Evropské kontaktni body vigilance:
https://ec.europa.eu/health/md_sector/contact_en

6.3 Prehled literatury

Thiemann F. et al. (2006) Leitfaden Molekulare Diagnostik - Grundlagen, Gesetze, Tipps und
Tricks, WILEY-VCH, ISBN 3-527-31471-7.

Orzinska A. et al. (2015) 14 Years of Polish Experience in Non-Invasive Prenatal Blood Group
Diagnosis. Transfus Med Hemother, 42, 361 —-364.

Papadopoulou A. et al. (2014) Calcium sensing receptor in pregnancies complicated by
gestational diabetes mellitus. Placenta, 35, 632e638.

Bleda S. et al. (2012) Vascular endothelial growth factor polymorphisms are involved in the late
vascular complications in Type Il diabetic patients. Diabetes & Vascular Disease Research, 9(1),
68-74.

6.4 Informace pro objednavky

Produkt REFERENCE Velikost baleni
NucleoSpin® Dx Blood 740899.50/.250 50/250
NucleoSpin® Dx Virus 740895.50 50
NucleoMag® Dx Pathogen 7442154 384

Vice informaci o produktech najdete na adrese www.mn-net.com.

6.5 Vysvétlivky symbolu

Pripustny rozsah teplot pro
skladovani

m Cislo polozky

Identifikace Sarze E
“ Vyrobce A Upozornéni: Vice informaci najdete

Datum spotreby

v uzivatelské prirucce.
Nepouzivejte opakované.
Nastuduijte si navod k pouziti.

Dostatecné pro tento pocCet
testd: < n>

Diagnostické produkty in vitro
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6.6 Omezeni pouzitelnosti produktu / zaruka

Sada NucleoSpin® Dx Blood je genericky systém k izolaci a purifikaci genomové DNA ze
vzorkd lidské pIné krve k naslednym diagnostickym ucellim in vitro.

Tuto sadu Ize pouzit s naslednymi aplikacemi, které zahrnuji enzymatickou amplifikaci a detekci
DNA (napf. PCR). Jakékoli diagnostické vysledky ziskané z DNA izolované pomoci sady
NucleoSpin® Dx Blood spole¢né s dal$imi diagnostickymi analyzami je nutné interpretovat
s ohledem na dal$i klinické i laboratorni ndlezy. Sada NucleoSpin® Dx Blood nevytvai
zadné diagnostické vysledky. Je vyhradni odpovédnosti uzivatele, aby tuto sadu validoval
spoleCné s naslednymi diagnostickymi analyzami in vitro. POUZE produkty spoleCnosti
MACHEREY-NAGEL oznacené jako IVD jsou vhodné k diagnostickému pouZziti in vitro.

Bezped&nostni pokyny najdete v prislusné kapitole uzivatelské piirucky. Sadu NucleoSpin® Dx
Blood se smi pouzivat vyhradné ve vhodnych podminkach pro testovani, tzn. ve vhodném
laboratornim prostredi.

Uzivatel je odpovédny za jakoukoli a vedkerou kodu, které vznikne aplikaci sady NucleoSpin®
Dx Blood jinym zptisobem, nez je popsano v uzivatelské prirucee.

Tento produkt spolecnosti MACHEREY-NAGEL je dodavan spole¢né s dokumentaci, ktera
obsahuije jeho specifikace a dalsitechnické informace. Spoleénost MACHEREY-NAGEL zaruduie,
7e produkt splfiuje uvedené specifikace. Zavazek spoleénosti MACHEREY-NAGEL a narok
zékaznika je omezen na bezplatnou vymeénu produktl v pripadé, ze nespliuji uvedené zaruky.
Na produkt se také vztahuji obecné obchodni podminky spole¢nosti MACHEREY-NAGEL, které
jsou vytistény na ceniku. Pokud si pfejete jejich kopii, kontaktujte nas.

Spole¢nost MACHEREY-NAGEL neposkytuje zaruku na Skody nebo zavady vzniklé pfi prepravé
produktu a manipulaci s nim (mimo transportni pojidténi pro zakazniky) nebo v dlsledku nehody
¢i nespravného pouziti tohoto produktu ani za né nenese odpovédnost. TotéZ plati pro zavady
produktl Gi soucasti, které nevyrobila spole¢nost MACHEREY-NAGEL, nebo pro $kody vzniklé
kvdli takovymto produktdm &i soucastem jinych vyrobct neZ spole¢nosti MACHEREY-NAGEL.

Spole¢nost MACHEREY-NAGEL neposkytuje zadné dalsi zaruky zadného druhu a SPECIFICKY
VYLUCUJE JAKEKOLI JINE ZARUKY JAKEHOKOLI DRUHU, PRIME CINEPRIME, VYRCENE Cl
NAZNACENE, VCETNE ZARUK VHODNOSTI, REPRODUKTIVITY, ODOLNOSTI, VHODNOSTI
KE KONKRETNIMU UCELU NEBO POUZITI, PRODEJNOSTI, STAVU NEBO JAKEKOLI JINE
ZALEZITOSTI TYKAJICI SE PRODUKTU SPOLECNOSTI MACHEREY-NAGEL.

Spole¢nost MACHEREY-NAGEL neni v zadném pfipadé povinna poskytovat nahrady za
jakékoli jiné skody, pfimé &i nepfimé, vedlejsi, kompenzacni, predvidatelné, nasledné nebo
zvIastni (vCetné ztraty pouzitelnosti, vynosu &i zisku), at uz se zaklada na zaruce, kontraktu,
deliktu (v&etné zanedbani), nebo &isté odpoveédnosti vyplyvajici ze spojeni s prodejem produktd
spole¢nosti MACHEREY-NAGEL nebo jejich neschopnosti fungovat v souladu s uvedenymi
specifikacemi. Tato zaruka je exkluzivni a spolec¢nost MACHEREY-NAGEL neposkytuje zadné
dalsi zaruky, vyréené nebo naznacené.

Zde uvedena zaruka a data, specifikace a popis tohoto produktu spole¢nostiMACHEREY-NAGEL
uvedené v publikovanych katalozich spole¢nosti MACHEREY-NAGEL a dokumentaci pfislusnych
produktd jsou vyhradnimi dokumenty spolec¢nosti MACHEREY-NAGEL, které se vztahuijl
k tomuto produktu a jeho zaruce. Z&dné dal&f vyroky, pisemné &i Ustni, od zaméstnanc(l, agent(i
nebo zastupcl spoleénosti MACHEREY-NAGEL, kromé pisemnych vyjadieni podepsanych
fadné autorizovanym zastupcem spolecnosti MACHEREY-NAGEL, nejsou platné. Zakaznici se
na né nesmi spoléhat a nejsou soucasti prodejni smlouvy nebo této zaruky.
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Informace o produktech se mohou ménit. Proto se obratte na tym technického servisu

ziskat obecné védecké informace, mlzete kontaktovat také svého mistniho distributora. Aplikace
uvedené v dokumentech spolec¢nosti MACHEREY-NAGEL slouzi pouze pro informacni ucely.
Spole¢nost MACHEREY-NAGEL nezaruCuje, ze veSkeré aplikace byly testovany v laboratorich
spoleCnosti  MACHEREY-NAGEL pomoci produktd spoleénosti  MACHEREY-NAGEL.
Spole¢nost MACHEREY-NAGEL nezarucCuje spravnost zadneé z téchto aplikaci.

Posledni aktualizace: Duben 2022/ Rev. 05
Ddavod revize:

Pridani dat o analytické a klinické funkci do kapitoly 2.5. Reference pro nové jazyky uZivatelské
prirucky (kapitola 1.3).

Ochranné znamky:

BD VACUETTE je ochranna znamka spole¢nosti BD.

NucleoSpin® je ochranna zndmka spole¢nosti MACHEREY-NAGEL GmbH & Co KG.

S-Monovette je registrovana ochranna zndmka spolecnosti Sarstedt.

Vacuette je ochranna znamka spole¢nosti GREINER BIO-ONE.

V8echny pouzité ndzvy a oznaceni mohou byt znackami, ochrannymi zndmkami nebo registrovanymi oznacenimi
svych konkrétnich viastnikd — i v pfipadé, Ze se nejedna o zadné specifické oznageni. Zminéni produktli a znatek ma
pouze informativni charakter (nejedna se o poruseni ochrany ochranné zndmky a znacky a nelze ho povazovat za

doporuceni nebo hodnoceni). U téchto produktd nebo sluzeb nemdzeme poskytnout zadné garance ohledné vybéru,
ucinnosti nebo funkce.
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