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Zweckbestimmung

®

Das AmoyDx® Circulating DNA Kit wurde speziell fiir die Isolierung und Aufreinigung von DNA aus peripherem Blut (Serum oder Plasma)
und Pleuraerguss entwickelt. Die aufgereinigte DNA ist fiir Downstream-Anwendungen wie quantitative Real-Time PCR (qPCR & ddPCR)

und NGS geeignet.

Vorgesehener Anwender

Das AmoyDx® Circulating DNA Kit ist ausschlieBlich fiir die Verwendung durch ausgebildetes Laborpersonal bestimmt.

Prinzip

Das AmoyDx® Circulating DNA Kit verfiigt iiber eine Membran auf Silica-Basis und ein spezielles Lysepuffersystem fiir die effektive
Extraktion zirkulierender DNA. Peripheres Blut- und Pleuraergussproben werden mit Puffer CDL und Verdau-Losung lysiert, um die DNA
freizusetzen. Das Lysat wird mit Isopropanol und DNA-Tracer gemischt und die DNA durch Zentrifugieren gesammelt. Danach werden die
Prézipitate in Puffer CDB, Puffer CDD und Ethanol aufgeldst, um geeignete Bindungsbedingungen fiir die DNA zu schaffen. AnschlieBend

wird die Mischung auf eine Micro-NA-Spin-Séule aufgetragen, wo die DNA an die Membran bindet und Verunreinigungen mit Waschpuffer
entfernt werden. Die DNA wird in Puffer CDE eluiert.

Inhalt des Kits

Dieses Kit enthélt die folgenden Materialien (Tabelle 1):
Tabelle 1: Inhalt des Kits

Rohrchen-Nr.  Komponente Kennzeichnung Menge

- Micro-NA-Spin-Siulen g;g"&fnﬁug%g‘““m 24 Stck. x1

- Sammelréhrchen (2 mL) gﬁtc&gg bes (2 mL) 48 Stck. x1

- Zentrifugenréhrchen (1,5 mL) fgnl::]igl:ﬁ:\‘l;g es (1.5 mL) 24 Stck. x1

) Zentrifugenrohrchen (10 mL) e e A0mU ) 9g stek, 1
Buffer CDL

1 Puffer CDL B4R CDL 31 mL x2

2 Verdau-Loésung ;g%é;;sgll;']?on 6 mL x1
DNA Tracer

3 DNA-Tracer DNA BAS 11 mL x1

4 Puffer CDB Z;g;%cc‘]’)‘; 12 mL x1
Buffer CDD

5 Puffer CDD %5 CDD 1,1 mL x1

6 Puffer CW1 };g'g%cc‘:v‘l 13 mL x1

7 Puffer CW2 fé‘%@&?\% 6,5 mL x1

8 Puffer CDE gé‘ﬂg%ccl;)i 1,8 mL x3

Hinweis:

1. Puffer CDL, Puffer CDB und Puffer CW1 enthalten Guanidinsalz, das nicht in Kontakt mit bleichmittelhaltigen Desinfektionsmitteln
oder sdurehaltigen Losungen gebracht werden darf.

2. Vor der ersten Verwendung geben Sie 19 mL Ethanol (96~100 %) zu Puffer CW1 und mischen Sie griindlich; geben Sie 19 mL Ethanol
(96~100 %) zu Puffer CW2 und mischen Sie ebenfalls griindlich. Kreuzen Sie das Kontrollkéstchen auf dem Flaschenetikett an.

3. Wenn der DNA-Tracer, die Verdau-Losung oder der Puffer CDD Prizipitate enthalten, Iosen Sie diese auf, indem Sie die Lésungen
durch vorsichtiges Umdrehen mixen. Ein Auflosen durch Erhitzen sollte vermieden werden.

4.  Wenn andere Reagenzien Prdzipitate enthalten, losen Sie diese durch Erhitzen auf.
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Lagerung und Stabilitit

Die Haltbarkeit des Kits betrdgt 12 Monate. Das Kit sollte trocken bei Raumtemperatur (10~30 °C) transportiert und gelagert werden.

Zusitzlich benotigte Reagenzien und Ausriistung

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7
8)
9)

Ethanol (96~100 %).

Isopropanol (vorgekiihlt).

Wasserbad (60 °C einstellbar).

Heizblock (56 °C einstellbar).

Mikrozentrifuge (1,5 mL Rotor und 13.000 xg einstellbar).
Zentrifuge (10 mL Rotor und 10.000 xg einstellbar).
Vortexer (2.500 U/min einstellbar)

Handzentrifuge.

Sterile, DNase-freie Pipettenspitzen.

Vorsichtsmafinahmen und Anforderungen an die Handhabung

Vorsichtsmafinahmen

Bitte lesen Sie vor der ersten Verwendung die Anleitung sorgfaltig durch und machen Sie sich mit allen Komponenten des Kits vertraut.
Befolgen Sie wihrend des Gebrauchs strikt die Anweisungen.

Verwenden Sie das Kit oder einzelne Komponente des Kits NICHT nach Ablauf des Verfallsdatums.

Verwenden Sie fiir die Tests KEINE Reagenzien aus anderen Chargen.

Verwenden Sie KEINE Reagenzien anderer Testkits.

Sicherheitsinformationen

Puffer CDL, Puffer CDB und Puffer CW1 enthalten Guanidinsalz, das in Verbindung mit Bleichmittel hochreaktive Verbindungen
bilden kann. Geben Sie KEINE Bleichmittel oder siurehaltigen Losungen direkt in den Probenaufbereitungsabfall. Wenn die
Fliissigkeit, die diesen Puffer enthilt, verschiittet wird, reinigen Sie die betroffene Stelle mit einem geeigneten Laborreinigungsmittel

und Wasser.

Signalwort Warnung

Gefahrenhinweise:

H302+H332: Gesundheitsschidlich beim Verschlucken oder beim Einatmen.

H315: Verursacht Hautreizungen.

H319: Verursacht schwere Augenreizungen.

Sicherheitshinweise

P261: Vermeiden Sie das Einatmen von Staub/Rauch/Gas/Nebel/Dampf/Aerosol.

P264: Waschen Sie die Haut nach dem Umgang griindlich.

P301+P312: BEIM VERSCHLUCKEN: Rufen Sie ein GIFTINFORMATIONSZENTRUM oder
einen Arzt an, wenn Sie sich unwohl fiihlen.

P302+P352: BEI BERUHRUNG MIT DER HAUT: Waschen Sie sich mit viel Wasser und Seife.

P304+P340+P312: BEI EINATMEN: Bringen Sie die Person an die frische Luft und sorgen Sie fiir eine
ungehinderte Atmung.

P305+P351+P388: BEI KONTAKT MIT AUGEN: Einige Minuten lang behutsam mit Wasser spiilen.

Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach Moglichkeit entfernen. Weiter spiilen

Behandeln Sie alle Proben und Komponenten des Kits als potenziell infektidses Material unter Anwendung sicherer Laborverfahren.
Verwendung nur durch geschultes Fachpersonal. Bitte tragen Sie beim Umgang mit den Reagenzien einen geeigneten Laborkittel und
Einweghandschuhe.

Vermeiden Sie den Kontakt von Haut, Augen und Schleimhiuten mit den Chemikalien. Im Falle eines Kontakts spiilen Sie sofort mit
Wasser.

Wenn ein verschiittetes Produkt potenziell infektidse Reagenzien enthélt, reinigen Sie den betroffenen Bereich mit Laborreinigungsmittel
und Wasser und anschlieBend mit 1 % (v/v) Natriumhypochlorid oder einem geeigneten Labordesinfektionsmittel.

NICHT mit dem Mund pipettieren.

Dekontamination und Entsorgung
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. Beim Umgang mit Proben und Reagenzien sollten Sie Handschuhe tragen und diese hdufig wechseln, um eine Kreuzkontamination zu
vermeiden.

. Verwenden Sie beim Umgang mit Proben und Reagenzien Filterspitzen, um eine Kontamination zu vermeiden.

. Alle Einwegmaterialien sind fiir den einmaligen Gebrauch bestimmt. BITTE NICHT wiederverwenden.

. Die nicht verwendeten Reagenzien, das gebrauchte Kit und der Abfall miissen ordnungsgemaf entsorgt werden.

Reinigung

. Reinigen Sie nach dem Experiment den Arbeitsbereich und bespriihen Sie die Pipetten und Gerite mit 75 %igem Ethanol oder 10 %
Natriumhypochlorid.

Probenentnahme, Transport und Lagerung

Plasma (mit Antikoagulantien wie Citrat oder EDTA) oder Serum sowie Pleuraerguss — gelagert bei unter -15 °C fiir weniger als 2 Jahre..

Beachten Sie folgende Empfehlungen:

1)  Periphere Blut- und Pleuraergussproben sollten wie infektioses Material behandelt werden. Seien Sie vorsichtig im Umgang mit den
Proben.

2)  Verwenden Sie kein Heparin als Antikoagulans, da Heparin die PCR-Amplifikation und den Enzymverdau hemmt.

Assay-Verfahren

Hinweis:

*  Vordem ersten Gebrauch geben Sie bitte 19 mL Ethanol (96~100 %) zu Puffer CW1 und mischen Sie griindlich; geben Sie 19 mL Ethanol
(96~100 %) zu Puffer CW2 und mischen Sie ebenfalls griindlich. Markieren Sie dies deutlich.

e Uberpriifen Sie vor der DNA-Extraktion, dass keine Reagenzien auslaufen, und mischen Sie die Reagenzien gut.

*  Wenn der DNA-Tracer ein Prdzipitat enthdlt, I6sen Sie es auf, indem Sie ihn durch vorsichtiges Umdrehen mischen; vermeiden Sie ein
Auflosen durch Erhitzen.

1) Geben Sie 4 mL Serum, Plasma oder Pleuraerguss vorsichtig in ein sauberes 10 mL Zentrifugenrohrchen.

2)  Geben Sie 2,4 mL Puffer CDL, 210 pL Verdau-Lésung in das Rohrchen, schlieBen Sie den Deckel und mischen Sie durch Vortexen fiir
mehr als 10 Sekunden.

3) Inkubieren Sie bei 60 °C fiir 15 Minuten.
Hinweis: Wir empfehlen die Inkubation im Wasserbad.

4) Stellen Sie das Rohrchen fiir 5 Minuten auf Eis, um es auf Raumtemperatur abzukiihlen, und zentrifugieren Sie es dann kurz fiir 5~10
Sekunden.

5) Geben Sie 400 pL DNA-Tracer hinzu und mischen Sie vorsichtig durch Auf- und Abpipettieren.

6) Geben Sie 3,3 mL vorgekiihltes Isopropanol (unter 4 °C) hinzu, schlieBen Sie den Deckel und mischen Sie, indem Sie das Rohrchen 20-
mal umdrehen.

7)  Zentrifugieren Sie bei 10.000 xg fiir 5 Minuten.

8) Entfernen Sie den Uberstand und die restliche Lésung durch Pipettieren.
Hinweis: Stellen Sie sicher, dass die restliche Losung griindlich entfernt wird, damit keine PCR-Inhibitoren zuriickbleiben.

9) Geben Sie 470 uL Puffer CDB zum verbleibenden Prézipitat und fligen Sie dann 40 uL Puffer CDD hinzu, schlieBen Sie den Deckel.
Hinweis: Puffer CDD unter die Fliissigkeitsoberfliche entladen.

10) Auflosen des Prézipitats: Vortexen Sie das Rohrchen bei 2.500 U/min fiir 15 Minuten.
Hinweis:
*  Verlingern Sie, wenn notig, die Vortexzeit, um sicherzustellen, dass das Prdzipitat vollstindig aufgelost wird.
*  Wenn Sie diese Art von Vortexer nicht zur Verfiigung haben, vortexen Sie das Rohrchen mit Unterbrechungen mit einem herkémmlichen

Vortexer, um das Prdzipitat aufzuldsen.

11) Geben Sie 250 pL Ethanol (96~100 %) in das Rohrchen und mischen Sie gut, indem Sie auf- und abpipettieren. SchlieBen Sie den Deckel
und zentrifugieren Sie bei 500 xg fiir | Minute.

12) Ubertragen Sie das gesamte Lysat auf die Micro-NA-Spin-Séule (in einem 2 mL Sammelrdhrchen), ohne den Rand zu benetzen, schlieBen
Sie den Deckel und zentrifugieren Sie bei 10.000 xg fiir 30 Sekunden.

13) Verwerfen Sie den Durchfluss im Sammelréhrchen.

14) Geben Sie 700 uL Puffer CW1 auf die Micro-NA-Spin-Saule und zentrifugieren Sie bei 10.000 xg fiir 30 Sekunden.

15) Verwerfen Sie den Durchfluss im Sammelrohrchen.

16) Geben Sie 700 uL Puffer CW2 auf die Micro-NA-Spin-Saule und zentrifugieren Sie bei 10.000 xg fiir 30 Sekunden.

17) Verwerfen Sie das Sammelrohrchen mit dem Durchfluss.

18) Setzen Sie die Micro-NA-Spin-Séule in ein sauberes 2,0 mL Sammelrohrchen. Zentrifugieren Sie bei 13.000 xg fiir 1 Minute.

19) Verwerfen Sie das Sammelrdhrchen mit dem Durchfluss.

20) Geben Sie die Micro-NA-Spin-Séule in ein sauberes 1,5 mL Zentrifugenréhrchen und inkubieren Sie es bei 56 °C fiir 2 Minuten unter
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Verwendung des Heizblocks.
Hinweis: Lassen Sie die Micro-NA-Spin-Sdule gedffnet.
21) DNA-Elution: Geben Sie 30~100 uL Puffer CDE in die Mitte der Membran. SchlieBen Sie den Deckel und inkubieren Sie bei 56 °C fiir
2 Minuten, und zentrifugieren Sie danach bei 13.000 xg fiir 1 Minute.
Hinweis:
*  Beriihren Sie die Membran nicht.
*  Wenn das Elutionsmittel mehr als 50 uL betrdgt, verwenden Sie bitte zwei Elutionen, um eine hohere Ausbeute zu erhalten.
(Eluieren Sie die DNA zweimal mit dem gleichen Volumen an Elutionsmittel: Geben Sie zuerst 50 pL Puffer CDE in die Mitte der
Membran, inkubieren Sie bei 56 °C fiir 2 Minuten und zentrifugieren Sie bei 13.000 xg fiir I Minute Geben Sie dann erneut 50 pL
Puffer CDE in die Mitte der Membran, inkubieren Sie bei 56 °C fiir 2 Minuten und zentrifugieren Sie bei 13.000 xg fiir I Minute.
Die resultierende eluierte DNA betrdgt 100 pL.)
22) Die eluierte DNA ist sofort einsatzbereit oder kann bei unter -15 °C gelagert werden.
Hinweis: Puffer CDE ist nur fiir die Elution und Lagerung von DNA, NICHT fiir andere Zwecke geeignet.

Leistungsmerkmale

Die Extraktionseffizienz des Kits wurde durch die Untersuchung von sechs klinischen Serum-, Plasma- oder Pleuraergussproben nachgewiesen.
. Extrahierte DNA: Mittlere Absorption bei 260 nm (A260) > 0,1, und mittleres Verhiltnis A260/A280 > 1,6.

Einschrinkungen

1) Die Qualitdt der extrahierten DNA unterliegt dem Einfluss von Faktoren wie Probenquelle, Probennahmeverfahren, Entnahmeort und
Lagerbedingungen.
2)  Die Qualitét der Probe hat einen groBen Einfluss auf die Qualitit und Menge der aufgereinigten DNA.

Allgemeine Hinweise

Sollte es bei der Verwendung dieses Kits oder als Folge davon zu einem schwerwiegenden Zwischenfall gekommen sein, melden Sie dies bitte
dem Hersteller und Ihrer nationalen Behorde.
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