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Zweckbestimmung

Das AmoyDx® Blood/Bone Marrow DNA Kit wurde speziell fiir die Isolierung und Aufreinigung von DNA aus Vollblut/ Knochenmark
entwickelt. Die aufgereinigte DNA eignet sich fiir Downstream-Anwendungen wie Reverse Transkription, RT-PCR und quantitative Real-Time

PCR (qRT-PCR).

Vorgesehener Anwender

Das AmoyDx® Blood/Bone Marrow DNA Kit ist ausschlieBlich fiir die Verwendung durch ausgebildetes Laborpersonal bestimmt.
Prinzip

Das AmoyDx® Blood/Bone Marrow DNA Kit verfiigt iiber eine Membran auf Silica-Basis und ein spezielles Lysepuffersystem fiir die effektive
Extraktion von Blut-/ Knochenmark-DNA. Vollblut-/ Knochenmarkproben werden mit Puffer BDL und Proteinase K-Losung lysiert, um die
DNA freizusetzen. Das Lysat wird dann mit Ethanol gemischt, um geeignete Bindungsbedingungen fiir die DNA zu schaffen. AnschlieBend
wird die Mischung auf eine DNA-Spin-Séule aufgetragen, wo die DNA an die Membran bindet und Verunreinigungen mit Waschpuffer entfernt
werden. Die DNA wird in Puffer BDE eluiert.

Inhalt des Kits

Dieses Kit enthilt geniigend Reagenzien, um 36 Tests durchzufiihren (Tabelle 1).
Tabelle 1: Inhalt des Kits

Rohrchen-Nr. Komponente Kennzeichnung Menge

— DNA-Spin-Siulen ggi fﬁ’;; é"‘“m“s 36 Stek. x1
— Sammelréhrchen (2 mL) Sﬁtc&ggbes (2 mL) 72 Stck. x1
— Zentrifugenréhrchen (1,5 mL) igngifg?é\gbes (1.5 mL) 72 Stck. x1
1 Puffer BDL g‘g‘%‘;ﬁ 27 mL x1
2 Proteinase K-Losung ggﬁﬁ??egﬂ;mmion 1,4 mL x1
3 Puffer DW1 g;‘g;&?)‘\‘;’ll 13 mL x1
4 Puffer DW2 ggg“f&‘]’)“’jfz 6 mL x1

5 Puffer BDE g&lﬂg‘%‘;ﬁ 10 mL x1

Hinweis:

1) Puffer BDL und Puffer DWI1 enthalten Guanidinsalz, das nicht in Kontakt mit bleichmittelhaltigen Desinfektionsmitteln oder
sdurehaltigen Losungen gebracht werden darf.

2)  Vor der ersten Verwendung geben Sie 17 mL Ethanol (96~100 %) zu Puffer DW1 und mischen Sie griindlich; geben Sie 24 mL Ethanol
(96~100 %) zu Puffer DW2 und mischen Sie ebenfalls griindlich. Kreuzen Sie das Kontrollkéstchen auf dem Flaschenetikett an.

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)  Ethanol (96~100 %).

2)  Wasserbad oder beheizter Orbital-Inkubator (56 °C einstellbar).
3)  Mikrozentrifuge (13.000 xg einstellbar).

4)  Vortexer.

5)  Handzentrifuge.

6)  Sterile, DNase-freie Pipettenspitzen
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Vorsichtsmafinahmen und Anforderungen an die Handhabung
Fiir den Einsatz in der In-Vitro Diagnostik.
Vorsichtsmainahmen

. Bitte lesen Sie vor der ersten Verwendung die Anleitung sorgfiltig 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 Komponenten 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 BDL und Puffer DW1 enthalten Guanidinsalz, das in Verbindung mit Bleichmittel hochreaktive Verbindungen bilden kann.
Geben Sie keine Bleichmittel oder sdurehaltigen Losungen direkt in den Probenaufbereitungsabfall. Wenn die Fliissigkeit, die

diesen Puffer enthélt, 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 DEN 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.

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

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

. NICHT mit dem Mund pipettieren.

Dekontamination und Entsorgung

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

. Verwenden Sie beim Umgang mit Proben und Reagenzien separate Pipetten und Filterspitzen, um Kreuzkontaminationen 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 bespriithen Sie die Pipetten und Gerdte mit 75 %igem Ethanol oder 10 %
Natriumhypochlorid.

Probenentnahme, Transport und Lagerung

Vollblut- (mit Antikoagulantien wie Citrat oder EDTA)/ Knochenmarkprobe. Beachten Sie folgende Empfehlungen:
1)  Verwenden Sie kein Heparin als Antikoagulans, da Heparin die PCR-Amplifikation und den Verdau durch Restriktionsenzyme hemmt.

2)  Blutproben sollten wie infektigses Material behandelt werden. Seien Sie vorsichtig im Umgang mit den Proben.
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Assay-Verfahren

Hinweis:

) Vor der ersten Verwendung geben Sie bitte 17 mL Ethanol (96~100 %) zu Puffer DW1, und 24 mL Ethanol (96~100 %) zu Puffer DW2,
und markieren Sie dies deutlich.

° Uberpriifen Sie vor der DNA-Extraktion, dass die Reagenzien nicht auslaufen. Schiitteln Sie die Reagenzien vorsichtig, um die Losungen
zu mischen. Wenn die Reagenzien Prézipitate enthalten, 16sen Sie diese durch Erhitzen auf 50 °C auf.

1)  Pipettieren Sie 200 pnL Vollblut-/ Knochenmarkprobe in ein sauberes 1,5 mL Zentrifugenréhrchen.

2)  Geben Sie 30 pL Proteinase K-Losung und 600 uL Puffer BDL hinzu und vortexen Sie fiir 10 Sekunden.

3)  Zentrifugieren Sie kurz fiir 5 Sekunden. Inkubieren Sie bei 56 °C fiir 20 Minuten.

4)  Geben Sie 200 pL Ethanol (96~100 %) hinzu und vortexen Sie fiir 10 Sekunden. Zentrifugieren Sie kurz fiir 5 Sekunden.

5)  Ubertragen Sie 600 pL Lysat auf die DNA-Spin-Siule (in einem 2 mL Sammelrshrchen), ohne den Rand zu benetzen, schlieBen Sie den

Deckel und zentrifugieren Sie bei 13.000 xg fiir 30 Sekunden. Verwerfen Sie den Durchfluss im Sammelréhrchen.

6)  Ubertragen Sie das restliche Lysat auf die DNA-Spin-Siule und zentrifugieren Sie bei 13.000 xg fiir 30 Sekunden. Verwerfen Sie das

Sammelréhrchen mit dem Durchfluss.

7)  Geben Sie die DNA-Spin-Sdule in ein sauberes 2 mL Sammelzentrifugenrohrchen.
8)  Geben Sie 700 pL Puffer DW1 auf die DNA-Spin-Séule und zentrifugieren Sie bei 13.000 xg fiir 30 Sekunden. Verwerfen Sie den

Durchfluss im Sammelréhrchen.

9)  Geben Sie 700 pL Puffer DW2 auf die DNA-Spin-Séule und zentrifugieren Sie bei 13.000 xg fiir 30 Sekunden. Verwerfen Sie den

Durchfluss im Sammelréhrchen.

10) Geben Sie 700 uL Puffer Ethanol (96~100%) auf die DNA-Spin-Séule und zentrifugieren Sie bei 13.000 xg fiir 30 Sekunden. Verwerfen

Sie den Durchfluss im Sammelréhrchen.

11) Zentrifugieren Sie bei 13.000 xg filir 3 Minuten. Verwerfen Sie das Sammelrohrchen mit dem Durchfluss.

12) Geben Sie die DNA-Spin-Siule in ein sauberes 1,5 mL Zentrifugenrohrchen. Offnen Sie das Rohrchen und inkubieren Sie es bei 56 °C
fiir 3 Minuten.

13) Geben Sie 50~200 pL Puffer BDE in die Mitte der Membran. Beriihren Sie die Membran nicht. Inkubieren Sie bei 56 °C fiir 2 Minuten.

Zentrifugieren Sie bei 13.000 xg fiir 1 Minute.

Hinweis:

J Puffer BDE ist nur fiir die Elution und Lagerung von DNA, NICHT fiir andere Zwecke geeignet.

J Wenn das Elutionsvolumen mehr als 50 uL betrdigt, sorgt eine zweifache Elution fiir eine hohere DNA-Ausbeute. (z.B. Wenn das
Elutionsvolumen 100 uL betrdgt, geben Sie zundchst 50 uL Puffer DTE in die Mitte der Membran, inkubieren Sie fiir 2 Minuten
bei 56 °C und zentrifugieren Sie fiir 1 Minute bei 13.000 xg. Geben Sie dann erneut Puffer DTE in die Mitte der Membran,
inkubieren Sie bei 56 °C fiir 2 Minuten und zentrifugieren Sie bei 13.000 xg fiir 1 Minute.)

14) Die eluierte DNA ist sofort einsatzbereit. Wenn die DNA nicht innerhalb von 6 Stunden verwendet wird, sollte sie bei -20 °C gelagert

werden.
Leistungsmerkmale

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

Einschrinkungen

1) Die Qualitit 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 Qualitét 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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