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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN ist der fuhrende Anbieter von innovativen Probenvorbereitungs- und
Testtechnologien, die die Isolierung und die Analyse von Nukleinséuren und
Proteinen in jedem biologischen Probenmaterial erméglicht. Unsere fortschritt-
lichen, qualitativ hochwertigen Produkte und Dienstleistungen stellen den Erfolg
von der Probe bis zum Ergebnis sicher.

QIAGEN setzt Standards in:

der Reinigung von DNA, RNA und Proteinen,
Nukleinséure- und Protein-Assays,
microRNA-Forschung und RNAI sowie

der Automatisierung von Probenvorbereitungs- und Testtechnologien.

Unsere Mission ist es, lhnen herausragende Erfolge und bahnbrechend neue
Erkenntnisse bei lhrer Forschung zu erméglichen. Weitere Informationen finden
Sie auf der Website www.giagen.com.
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Vorgesehener Verwendungszweck

Der QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit ist ein System, das auf der Silica-
membran-Technologie (der QIAamp Technologie) fur die Isolierung und
Reinigung genomischer Nukleins@uren aus biologischen Probenmaterialien
basiert.

Das Produkt sollte nur von Sachkundigen, wie z. B. technischen Angestellten,
Laboranten oder Arzten, die in der Anwendung molekularbiologischer
Methoden geschult sind, verwendet werden.

Der QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit ist fur in-vitro-diagnostischen Gebrauch
vorgesehen.

Kurze Zusammenfassung des Verfahrens

Der QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit basiert auf einer langjéhrig bewdhrten
Technologie und bietet eine schnelle und einfache Methode fir die Isolierung
und Reinigung genomischer DNA aus 200 ul Vollblut.

Die Protokolle fir den QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit wurden fur die
gleichzeitige Verarbeitung mehrerer Blutproben entwickelt. Sie ergeben eine
reine DNA, die direkt fir Folgeapplikationen verwendet werden kann. Die
Protokolle sind sowohl fir die Verwendung von frischem als auch gefrorenem
Vollblut sowie fUr Blutproben geeignet, die mit Citrat oder EDTA (als Antikoa-
gulans) behandelt wurden.

Die Spin- und Vakuum-Variante des einfachen QlAamp DSP DNA Blood Mini
Verfahrens eignen sich fur die gleichzeitige Verarbeitung mehrerer Proben. Zur
Steigerung der Standardisierung und Vereinfachung der Arbeitsabldufe kénnen
einige der QlAamp Spin-Protokolle mit dem QIAcube® automatisiert werden

(siehe Seite 5).

Eine vorherige Abtrennung der Leukozyten ist nicht notwendig. Die Protokolle
beinhalten weder eine Phenol/Chloroform-Extraktion noch eine Alkohol-Fallung
und erfordern nur wenige manuelle Eingriffe durch den Anwender, sodass eine
sichere Handhabung von potenziell infektidsen Proben maéglich ist. Die Proto-
kolle wurden so konzipiert, dass die Wahrscheinlichkeit einer Kreuzkonta-
mination von Probe zu Probe minimiert ist. Die gereinigte DNA kann direkt in
einer PCR oder anderen Applikationen eingesetzt oder zur spateren Verwen-
dung bei -25 bis =15 °C gelagert werden.
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Das Prinzip des QlAamp DSP DNA Blood Mini Kits
und seine Anwendung

Jedes Protokoll for den QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit besteht aus vier
Arbeitsschritten:

B Lyse der Zellen in der Blutprobe

B Bindung der genomischen DNA im Zelllysat an die Membran einer
QIAamp Mini-Spinsaule

B  Waschen der Membran
M Elution der genomischen DNA von der Membran

Dieses Handbuch enthalt zwei Protokolle fur die DNA-Isolierung mit dem
QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit: das Spin-Protokoll, fir das eine Zentrifuge
erforderlich ist, und das Vakuum-Protokoll, fir das eine Zentrifuge und ein
Vakuumsystem bendtigt werden (siehe Flussdiagramm auf Seite 7).

Lyse der Blutzellen

Die Proben werden unter denaturierenden Bedingungen bei erhéhten Tempera-
turen lysiert. Die Lyse erfolgt in Gegenwart der QIAGEN Protease (QP) in
Lysepuffer (AL).

Bindung genomischer DNA an die QlAamp Mini
Spinsdulen-Membran

Um die adsorptive Bindung der genomischen DNA an die Membran der
QIAamp Mini-Spinsdulen zu optimieren, werden die Lysate zuerst mit Ethanol
versetzt. Jedes Lysat wird dann auf eine QlAamp Mini-Spinséule aufgetragen
und mittels Unterdruck (Vakuum) oder Zentrifugalkraft durch die Silicagel-
Membran gesaugt, wobei die genomische DNA an die Membran gebunden
wird.

Automatisierte Reinigung

Die Reinigung der DNA mithilfe des QIAamp DSP DNA Blood Mini Kits kann
mit dem QIlAcube vollstdndig automatisiert werden. Der innovative QlAcube
verwendet hochmoderne Technologien bei der Verarbeitung der Proben in den
QIAGEN Spinséulen; damit |&sst sich die automatisierte Probenverarbeitung bei
niedrigem Durchsatz nahtlos in Ihre Labor-Arbeitsabléufe integrieren. Die
Probenverarbeitung mit dem QlAcube erfolgt nach denselben Arbeitsschritten
wie beim manuellen Protokoll (d. h. Lysieren, Binden, Waschen und Eluieren),
sodass Sie weiterhin den QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit zur Isolierung
qualitativ hochwertiger DNA verwenden kénnen.
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Weitere Informationen Uber das automatisierte Verfahren finden Sie im
entsprechenden Protokollblatt, das unter www.giagen.com/MyQIAcube zur
Vertigung steht. Aktualisierte Protokollblétter kénnen kostenfrei herunter-
geladen oder beim Technischen Service von QIAGEN (siehe Seite 34)

angefordert werden.

Bei der automatisierten DurchfUhrung des QlAamp DSP DNA Blood Mini
Verfahrens mit dem QIlAcube kann das Gerét aufgrund von Totvoluminag,
Verdunstung und zuséizlichem Reagenzienverbrauch durch das automatische
Pipettieren eventuell weniger als 50 Proben verarbeiten. QIAGEN garantiert nur
bei manueller DurchfGhrung des Verfahrens mit dem QlAamp DSP DNA Blood
Mini Kit, dass 50 Probenverarbeitungen durchgefihrt werden kénnen.

QlAcube —

Abbildung 1. Der QlAcube.
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Spin- und Vakuum-Protokoll for den
QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit

QIAamp Spin- QIAamp Vakuum-
Protokoll
rotoko Profokell | <en Sie bitte die Protokolle (auf Seite 19 ff. bzw. 23
ff.) vor Praparationsbeginn grindlich durch.
Probe Probe

20 ul QP, 200 ul Probe und 200 ul AL in Lyserdhrchen (LT)
l 1 pipettieren
15 Sekunden schutteln (Vortex)
For 10 Minuten (= 1 Minute) bei 56 °C = 1 °C inkubieren
200 ul Ethanol zugeben
15 Sekunden schitteln (Vortex)

Lysieren

Lysat in QlAamp Mini-Spinséule UberfGhren
Spin-Protokoll: 1 Minute bei 6000 x g zentrifugieren

Binden
Vakuum Vakuum-Protokoll: Vakuum anlegen
< :
Spin-Protokoll: QIAamp Mini-Spinsdule in neues Wasch-
réhrchen (WT) setzen, 500 ul AW1 zugeben und 1 Minute
(P\xfdesrczwl) bei 6000 x g zentrifugieren

Vakuum-Protokoll: 750 ul AW1 zugeben und Vakuum

Vakuum anlegen

f
t

¥
Spin-Protokoll: QIAamp Mini-Spinsdule in neues WT setzen,
Waschen 500 ul AW?2 zugeben und 1 Minute bei maximaler Drehzahl
(Puffer AW?2) (ca. 20.000 x g oder 14.000 UpM) zentrifugieren

Vakuum-Protokoll: 750 ul AW?2 zugeben und Vakuum
Vokuum Gnlegen

QIAamp Mini-Spinsaule in WT setzen

Eluieren
3 Minuten bei maximaler Drehzahl (ca. 20.000 x g
oder 14.000 UpM) zentrifugieren

QlAamp Mini-Spinsdule in Elutionsréhrchen (ET) setzen

50-200 ul AE zugeben und 1 Minute inkubieren

9

1 Minute bei 6000 x g zentrifugieren

Reine genomische oder
virale DNA
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Mit dem Kit gelieferte Materialien

Kit-Inhalt
QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit
Katalog-Nr. 61104
Anzahl Praparationen 50*
QlAamp QlAamp Mini Spin Columns 50

Mini with Wash Tubes (WT) (2 ml)
Spin (QlAamp Mini-Spinséulen mit
2-ml-Waschréhrchen)

ET Elution Tubes (1,5 ml) (1,5-ml- I ELU | TUBE 50
Elutionsréhrchen)

VC VacConnectors (Luerverbinder) I‘H’AC CON | 50

LT Lysis Tubes (1.5 ml) (1,5-ml- LYS [TUEE 50
Lyseréhrchen)

WT Wash Tubes (2 ml) (2-ml- WASH| TUBE 3 x50
Waschréhrchen)

AL Lysis Buffer (Lysepuffer)t LYS | BUF | 12 ml

AW Wash Buffer 11 (concentrate) WASH JBUF[ 1 ICOHC' 19 ml
(Waschpuffer 1 [Konz.])

AW?2 Wash Buffer 2+ (concentrate) WASH | BUF | 2 ICOHC' 13 ml

(Waschpuffer 2 [Konz.])

AE Elution Buffer* (Elutionspuffer) ELU | BUF 25 ml
PS Protease Solvent* (Protease-  [QPROT] SOLV 2 ml
Lésungsmittel)
QP QIAGEN Protease? QPROT 1
Flaschchen
CD 1

Handbuch

= &

* Bei der automatisierten DurchfGhrung des QIAamp DSP DNA Blood Mini Verfahrens mit
dem QIAcube kann das Gerét aufgrund von Totvolumina, Verdunstung und zusétzlichem
Reagenzienverbrauch durch das automatische Pipettieren eventuell weniger als 50 Proben
verarbeiten. QIAGEN garantiert nur bei manueller Durchfihrung des QlAamp DSP DNA
Blood Mini Verfahrens, dass mit dem Kit 50 Proben verarbeitet werden kénnen.
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t Enthalt Guanidinhydrochlorid. Nicht mit Desinfektionsmitteln in Kontakt bringen, die
Chlorbleiche (Natriumhypochlorit, NaOCI) enthalten. Auf Seite 11 finden Sie weitere
Sicherheitshinweise.

t Enthalt Natriumazid als Konservierungsmittel.

¥ Resuspendieren Sie den Réhrcheninhalt in einem Volumen von 1,2 ml. Siehe auch
+Vorbereitung der QIAGEN Protease” auf Seite 27.

Vom Anwender bereitzustellende Ausristung und
Reagenzien

Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien immer einen Laborkittel, Schutz-
handschuhe und eine Schutzbrille. Weitere Informationen kénnen Sie den

entsprechenden Sicherheits-Datenbléattern (Material Safety Data Sheets, MSDS)
entnehmen, die Sie vom jeweiligen Hersteller beziehen kénnen.

For das Spin- und das Vakuum-Protokoll
M Ethanol (96-100 %)

M Pipetten* und Pipettenspitzen (zur Vermeidung von Kreuzkontaminationen
empfehlen wir dringend, Pipettenspitzen mit Aerosolbarriere zu benutzen)

B Einmalhandschuhe

M Heizblock* fur die Lyse der Proben bei 56 °C (wir empfehlen den
Eppendorf® Thermomixer comfort mit einem Thermoblock fir 1,5-ml-
Mikro-ReaktionsgefaBef)

Mikrozentrifuge*

M Messzylinder (50 ml)
M Laborschuttler (Vortex)

Nur for das Vakuum-Protokoll

B QIAvac 24 Plus Vakuumsystem (QIAvac 24 Plus, Kat.-Nr. 19413, QlAvac
Verbindungssystem, Kat.-Nr. 19419 und Vakuumpumpe, Kat.-Nr. 84020)
oder ein gleichwertiges universell einsetzbares Labor-Vakuumsystem

* Stellen Sie sicher, dass die Geréte (z. B. Pipetten und Heizblock) regelméfiig und geméf den
Herstellerangaben Uberprift und kalibriert werden, damit die ordnungsgeméfie Verarbeitung
der Proben nach den QIAamp DSP DNA Blood Mini Protokollen gewdhrleistet ist.

t Diese Liste der Anbieter erhebt keinen Anspruch auf Vollsténdigkeit.
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Sicherheitshinweise

Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien immer einen Laborkittel, Schutz-
handschuhe und eine Schutzbrille. Weitere Informationen kénnen Sie den
entsprechenden Sicherheits-Datenbléttern entnehmen (Material Safety Data
Sheets, MSDS). In unserer Online-Sammlung der Materialsicherheits-Daten-
blatter unter www.giagen.com/support/MSDS.aspx finden Sie zu jedem
QIAGEN Kit und zu jeder Kit-Komponente das jeweilige MSDS als PDF-Datei,
die Sie einsehen und ausdrucken kénnen.

ACHTUNG: GEBEN SIE KEINE Chlorbleiche oder saure Lésungen direkt
in den FlUssigabfall, der wahrend der Probenverarbeitung anfallt.

Der Lysepuffer (AL) und Waschpuffer 1 (AW 1) enthalten Guanidinhydrochlorid,
das sehr reaktive Verbindungen bilden kann, wenn es mit Chlorbleiche zusam-
mengebracht wird. Wenn eine FlUssigkeit, die einen oder mehrere dieser Puffer
enthdlt, verschittet wird, reinigen Sie die betroffenen Flachen mit einem geeig-
neten Labordetergens und Wasser. Enthalt die verschittete Flussigkeit potenziell
infektidse Agenzien, reinigen Sie die Fléche zuerst mit Detergens und Wasser,
danach mit 1 % (v/v) Natriumhypochlorit. Tragen Sie bei der Entsorgung von
beschadigten oder undichten Pufferflaschen Handschuhe und Schutzbrille, um
eine persénliche Verletzung oder Verletzungsgefahr fir andere zu vermeiden.

Der FlUssigabfall, der wéhrend der Probenverarbeitung nach den Protokollen
fir den QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit anféallt, ist von QIAGEN nicht auf
eventuell noch vorhandenes infektiéses Material getestet worden. Eine Konta-
mination des FlUssigabfalls mit Resten infektidsen Materials ist unwahrschein-
lich, kann jedoch nicht vollkommen ausgeschlossen werden. Behandeln Sie den
Flussigabfall daher als potenziell infektiés und verwerfen Sie ihn gemaf den
anzuwendenden Sicherheitsbestimmungen.
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Die folgenden Gefahrenhinweise und Sicherheitsratschldge (R- und S-Sétze)
gelten fUr einzelne Reagenzien des QlAamp DSP DNA Blood Mini Kits:

Lysepuffer (AL) und Waschpuffer 1 (AW1)

X

Enthalten Guanidinhydrochlorid: gesundheitsschédlich, reizend. R- und S-
Satze:* R22-36/38, S13-26-36-46.

QIAGEN Protease (QP)

X

Enthalt Subtilisin: sensibilisierend, reizend. R- und S-Séatze:* R37/38-41-42,
S22-24-26-36/37/39-46.

24-Stunden-Giftnotruf

Im Notfall kénnen Sie 24 Stunden am Tag medizinische Informationen (in
englischer, franzésischer und deutscher Sprache) erhalten Uber den:

Giftnotruf der Beratungsstelle bei Vergiftungen in Mainz (Deutschland),
Tel.: +49-6131-19240

* R22: Gesundheitsschadlich beim Verschlucken. R36/38: Reizt die Augen und die Haut.
R37/38: Reizt die Atmungsorgane und die Haut. R41: Gefahr ernster Augenschaden.
R42: Sensibilisierung durch Einatmen mdéglich. S13: Von Nahrungsmitteln, Getrénken und
Futtermitteln fernhalten. S22: Staub nicht einatmen. S24: BerGhrung mit der Haut vermeiden.
S26: Bei Berthrung mit den Augen grindlich mit Wasser abspilen und Arzt konsultieren.
S36: Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung tragen. S36/37/39: Bei der Arbeit geeignete
Schutzkleidung tragen. S46: Bei Verschlucken sofort érztlichen Rat einholen und Verpackung
oder Etikett vorzeigen.

1
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Lagerung und Handhabung der Reagenzien

QIAamp Mini-Spinsdulen sollten nach Erhalt bei 2-8 °C gelagert werden und
kénnen bis zum Haltbarkeitsdatum auf der Kit-Verpackung verwendet werden.

Alle Puffer kénnen bei Raumtemperatur (15-25 °C) gelagert werden und sind
mindestens bis zum Haltbarkeitsdatum auf der Kit-Verpackung stabil.

Die lyophilisierte QIAGEN Protease (QP) kann bei Raumtemperatur (15-25 °C)
mindestens bis zu dem auf der Kit-Verpackung angegebenen Haltbarkeitsdatum
gelagert werden, ohne dass es zu einer Beeintréichtigung der Funktion kommt.
In Protease-Lésungsmittel rekonstituierte QIAGEN Protease ist bei Lagerung bei
2-8 °C bis zu ein Jahr, héchstens jedoch bis zu dem auf der Kit-Verpackung
angegebenen Haltbarkeitsdatum, stabil.

Waschpuffer T (AW1) und Waschpuffer 2 (AW2) sind nach Rekonstitution bei
Lagerung bei Raumtemperatur (15-25 °C) bis zu ein Jahr, héchstens jedoch bis
zu dem auf der Kit-Verpackung angegebenen Haltbarkeitsdatum, stabil.

Handhabung und Lagerung der Proben

Kryoprdzipitate, die sich beim Auftauen gefrorener Proben bilden, verstopfen
die Membran der QlAamp Mini-Spinséule. Wenn Kryoprézipitate sichtbar sind,
dirfen diese beim Pipettieren der Probe nicht mit angesaugt werden. Die Aus-
wirkungen des Einfrierens und Wiederauftauens von Blutproben auf die DNA-
Reinigung mit dem QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit wurden experimentell
untersucht (siehe Abb. 2).

125 =
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Anzahl der Einfrier-/Auftauzyklen

Abbildung 2. Einfluss des wiederholten Einfrierens und Auftauens der Blutproben auf
die DNA-Ausbeute. Mit EDTA behandeltes Blut wurde bis zu 3-mal eingefroren und wieder
aufgetaut und anschlieflend einer DNA-Reinigung mit dem QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit
unterzogen. Die ermittelten DNA-Ausbeuten sind auf die Ausbeute bei der Frischprobe norma-
lisiert (100 %). Jeder Balken im Diagramm stellt die Ergebnisse von 32 Wiederholproben dar
(Mittelwert = Standardabweichung).
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Die Menge an DNA, die bei Anwendung der QlAamp DSP DNA Blood Mini
Verfahren gereinigt wird, ist abhdngig von der Leukozytenzahl in der Probe.
Sowohl beim Spin- als auch beim Vakuum-Protokoll wird genomische DNA aus
einer 200-ul-Blutprobe (von gesunden Spendern) gereinigt. Zur Entnahme der
Blutproben fir die QIAamp DSP DNA Blood Mini Protokolle kénnen verschie-
dene Blutentnahmerdhrchen (auch Primérréhrchen genannt) mit unterschied-
lichen Antikoagulanzien eingesetzt werden (siehe Tab. 1).

Tabelle 1. Durchschnittliche DNA-Ausbeute aus Blutproben, die unter
Verwendung verschiedener Primérréhrchen und Antikoagulanzien
entnommen wurden

Nominal- Durchschnittl.
Primdrréohrchen  Hersteller Kat.-Nr. Volumen Ausbeute*
BD™ Vacutainer® BD 366007 9 ml 6,4 ug
ONC
BD Vacutainer K3E BD 36847 10 ml 6,6 ug
BD Vacutainer K2E BD 367864 6 ml 6,4 ug
S-Monovette® Sarstedt® 02.1066.001 9 ml 6,5 ug
EDTA
S-Monovette Sarstedt 01.1610.001 8,5 ml 6,3 ug
CPDA1
Vacuette® K3E Greiner Bio- 455036 9 ml 6,5 ug
One®
Vacuette INC Greiner Bio- 454382 2 ml 6,3 ug
One

Fur die Reinigung der genomischen DNA wurden 200-ul-Blutproben (mit 4,0 x 10° Zellen/ml
bis 9,0 x 10° Zellen/ml) von gesunden Spendern verwendet.

* FUr jeden Primdrréhrchen-Typ wurde die durchschnittliche Ausbeute aus 11 Dreifach-
bestimmungen ermittelt.

Entfernen verbliebener Kontaminationen

Wadhrend die genomische DNA an die Membran der QIAamp Mini-Spinsdule
gebunden ist, werden verbleibende Verunreinigungen in zwei Waschschritten
effizient entfernt, ohne die Bindung der DNA zu beeinflussen: zuerst mit
Waschpuffer T (AW1) und anschlieBend mit Waschpuffer 2 (AW?2).
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Elution gereinigter genomischer DNA

Die genomische DNA wird mit 50-200 ul Elutionspuffer (AE) von der Membran
der QIAamp Mini-Spinsdule eluiert. Die eluierte DNA kann direkt in
nachfolgenden Tests, u. a. in verschiedenen in-vitro-diagnostischen Assays,
eingesetzt werden.

Wichtige Hinweise

Wichtige Hinweise vor Beginn der Nukleinséure-Reinigung

B Uberprifen Sie alle Kit-Komponenten auf Beschédigung, nachdem Sie den
Kit bekommen haben. Bei Beschédigungen der Blisterverpackungen oder
der Pufferflaschen wenden Sie sich an den Technischen Service von
QIAGEN oder lhren Lieferanten. Im Falle von verschitteten/ausgelaufenen
Flussigkeiten lesen Sie bitte den Abschnitt ,Sicherheitshinweise” (siehe Seite
10). Verwenden Sie keine beschadigten Kit-Komponenten, da die Leis-
tungsfahigkeit des Kits dadurch beeintrdchtigt sein kénnte.

B Wechseln Sie nach jedem Pipettierschritt die Pipettenspitzen. Als Schutz vor
Kreuzkontaminationen empfehlen wir die Verwendung von Pipettenspitzen
mit Aerosolbarriere.

M Alle Zentrifugationsschritte werden bei Raumtemperatur (15-25 °C)
durchgefhrt.

B Tragen Sie stets Einmalhandschuhe und Uberprifen Sie regelméafig, ob sie
nicht mit Probenmaterial kontaminiert sind. Entsorgen Sie die Handschuhe,
falls sie kontaminiert wurden.

M Offnen Sie immer nur ein Gefaf3, um Kreuzkontaminationen zu vermeiden.

B Kombinieren Sie nicht die Komponenten verschiedener Kits miteinander, es
sei denn, die Chargennummern sind identisch.

B Vermeiden Sie eine mikrobielle Kontamination der Kit-Reagenzien.

B Um das Risiko einer Infektion durch potenziell infektiéses Material so
gering wie méglich zu halten, empfehlen wir, bis zur Lyse der Proben an
einer sterilen Werkbank (mit laminarem Luftstrom) zu arbeiten.

B Dieser Kit sollte nur von Personal verwendet werden, das in Verfahren der
In-vitro-Labordiagnostik geschult ist.

Vorbereitung der Reagenzien und Puffer
M Vorbereitung der QIAGEN Protease

Geben Sie 1,2 ml Protease-Lésungsmittel (“Protease Solvent”, PS) in das
Flaschchen mit lyophilisierter QIAGEN Protease (QP) und mischen Sie die
Lésung sorgféltig. Drehen Sie dazu das Flaschchen mehrmals um, um
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Schaumbildung zu vermeiden. Vergewissern Sie sich, dass die QIAGEN
Protease (QP) vollstdndig geldst ist.

® Geben Sie die QIAGEN Protease (QP) nicht direkt in den Lysepuffer (AL).
B Vorbereitung von Waschpuffer 1

Geben Sie mithilfe eines Messzylinders 25 ml Ethanol (96-100 %) in die
Flasche mit 19 ml Waschpuffer-1-(AW1-)Konzentrat. Lagern Sie den
rekonstituierten Waschpuffer 1 (AW1) bei Raumtemperatur (15-25 °C).

®Mischen Sie den rekonstituierten Waschpuffer 1 (AW1) stets vor
Praparationsbeginn durch mehrmaliges Umdrehen der Flasche.

M Vorbereitung von Waschpuffer 2

Geben Sie mithilfe eines Messzylinders 30 ml Ethanol (96-100 %) in die
Flasche mit 13 ml Waschpuffer-2-(AW2-)Konzentrat. Lagern Sie den
rekonstituierten Waschpuffer 2 (AW2) bei Raumtemperatur (15-25 °C).

® Mischen Sie den rekonstituierten Waschpuffer 2 (AW2) stets vor
Praparationsbeginn durch mehrmaliges Umdrehen der Flasche.

B Vorbereitung des Elutionspuffers

Im Kit ist eine Flasche Elutionspuffer (AE) enthalten. Um eine Kontamination
des Elutionspuffers (AE) zu vermeiden, empfehlen wir, bei der Entnahme
von Elutionspuffer (AE) aus der Flasche Pipettenspitzen mit Aerosolbarriere
zu verwenden und die Flasche sofort nach Entnahme wieder zu verschlieBen.

® Der Elutionspuffer (AE) enthdlt das Konservierungsmittel Natriumazid, das
eine Absorption bei 260 nm zeigt. Daher sollte bei der Quantifizierung der
DNA im Eluat durch Absorptionsmessung bei 260 nm, bei der Bestimmung
der DNA-Reinheit im Eluat durch Absorptionsmessungen bei 260 nm und
280 nm sowie bei Aufnahme eines Spektrums zwischen 220 und 350 nm
die Leerwertprobe dieselbe Natriumazid-Konzentration enthalten wie das
Eluat. Bereiten Sie z. B. das DNA-Eluat fir die Absorptionsmessungen
durch Verdionnen von 50 ul Eluat mit 100 ul Wasser vor und stellen Sie
dann die Leerwert-Probe durch Verdinnen von 50 ul Elutionspuffer (AE) mit
100 ul Wasser her. Verwenden Sie fur die Verdinnungen frisches, destil-
liertes Wasser.
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Handhabung der QlAamp Mini-Spinsdulen

Aufgrund der Empfindlichkeit von Nukleinsdure-Amplifikationstechniken sollten
Sie die folgenden Vorsichtsmaf3nahmen bei der Handhabung der QlAamp
Mini-Spinséulen beachten, um eine Kreuzkontamination bei der Probenverar-
beitung zu vermeiden:

B Tragen Sie die Probe oder Lésung vorsichtig auf die Membran in der
QIAamp Mini-Spinséule auf. Pipettieren Sie die Probe in die QlAamp Mini-
Spinséule, ohne den Rand der Sédule zu benetzen.

B Wechseln Sie nach jedem Pipettierschritt die Pipettenspitzen. Es empfiehlt
sich, Pipettenspitzen mit integriertem Filter (als Schutz vor Kreuzkonta-
minationen durch Aerosole) zu verwenden.

B Vermeiden Sie es, die Membran in der QlAamp Mini-Spinsdule mit der
Pipettenspitze zu berUhren.

M Zentrifugieren Sie die Reaktionsgeféfie nach allen Mischvorgdngen (auf
dem Vortex) ganz kurz, um Kreuzkontaminationen durch Verspritzen von
ProbenflUssigkeit im Deckelinneren beim Offnen der Geféf3e zu vermeiden.

B Offnen Sie vorsichtig immer nur eine QlAamp Mini-Spinséule und
vermeiden Sie Aerosolbildung.

M Tragen Sie wahrend der gesamten Préparation Laborhandschuhe. Falls Sie
mit der Probe in Kontakt geraten sollten, wechseln Sie sofort die Handschuhe.

Elution genomischer DNA

Das Volumen der von einer QlAamp Mini-Spinséule eluierten DNA kann bis zu
20 ul geringer sein als das auf die Spinsdule gegebene Volumen des Elutions-
puffers (AE). Das wiedergefundene Eluatvolumen héngt von der Art der Probe
ab. Der Elutionspuffer (AE) sollte auf Raumtemperatur (15-25 °C) aquilibriert
sein, bevor er auf die Spinsdule gegeben wird. Die eluierte DNA wird in
Elutionsréhrchen (ET) aufgefangen. Falls die DNA bis zu vier Wochen aufbe-
wahrt werden soll, empfehlen wir eine Lagerung bei 2-8 °C. Zur langeren
Aufbewahrung empfehlen wir eine Lagerung bei —20 °C.

Ausbeute und Qualitat genomischer DNA

Die isolierte genomische DNA ist hinsichtlich der Ausbeute und Qualitat for
nachfolgende molekulardiagnostische Nachweisverfahren jeglicher Art
geeignet. Die diagnostischen Tests sollten gemd&f3 den Angaben des jeweiligen
Herstellers durchgefihrt werden.
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Vorbereitung des QlAvac 24 Plus Vakuumsystems

Vergewissern Sie sich, dass Sie die QlAamp Mini-Spinséule, den VacConnector
(VC, Luerverbinder) und das VacValve Vakuumventil richtig zusammensetzen

(siehe Abb. 3).

Abbildung 3. Zusammensetzen der Komponenten des QlIAamp DSP DNA Blood Mini
Kits zur Verarbeitung von Proben nach dem Vakuum-Protokoll.

1. VacValve Vakuumventil (im Lieferumfang des Vakuumsystems enthalten)
2. VacConnector Luerverbinder (VC)
3. QIAamp Mini-Spinsdule

Um eine Verwechslung der Proben zu vermeiden, empfehlen wir bei Anwen-
dung des Vakuum-Protokolls mit dem QIAvac 24 Plus Vakuumsystem, die
Lyseréhrchen (LT), Elutionsréhrchen (ET) und QlAamp Mini-Spinséulen gemaf
dem Schema in Abbildung 4 zu beschriften. Diese Abbildung kénnen Sie foto-
kopieren und mit den Bezeichnungen der Proben beschriften. Wir empfehlen,
ein dhnliches Schema zu verwenden, wenn Sie ein anderes Vakuumsystem
benutzen oder das Spin-Protokoll durchfGhren.
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Datum:

Laborant:
Lauf-Nr.:

20 RO
20 =0
80 RO
50 20
30 2O
80 ~0
30 20
80 20

Abbildung 4. Beschriftungsschema fur Lyseréhrchen (LT), Elutionsréhrchen (ET) und
QIAamp Mini-Spinsédulen bei Verwendung auf dem QlAvac 24 Plus Vakuumsystem.
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Protokoll: Isolierung und Reinigung genomischer DNA aus
Blutproben mit einem Vakuumsystem (Vakuum-Protokoll)

Zur Isolierung und Reinigung genomischer DNA aus 200 ul mit EDTA oder
Citrat behandelten Vollblutproben mithilfe eines Vakuumsystems (z. B. QlAvac
24 Plus).

Wichtige Hinweise vor Préparationsbeginn

B Die folgenden Anweisungen zur DurchfUhrung des Protokolls beziehen sich
auf die Verarbeitung einer einzelnen Blutprobe. Mit dem QIAvac 24 Plus
Vakuumsystem kénnen jedoch bis zu 24 Proben gleichzeitig verarbeitet
werden.

Vor Protokollbeginn durchzufihrende Arbeiten

B Agquilibrieren Sie die Blutproben auf Raumtemperatur (15-25 °C) und
vergewissern Sie sich, dass sie gut durchmischt sind.

M Falls sich im Lysepuffer (AL) ein Niederschlag gebildet hat, 16sen Sie diesen
durch Erwérmen auf 56 °C auf.

B Vergewissern Sie sich, dass Waschpuffer 1 (AW 1), Waschpuffer 2 (AW?2)
und die QIAGEN Protease (QP) gemdaf3 den Anweisungen im Abschnitt
.Yorbereitung der Reagenzien und Puffer” auf den Seiten 14 und 15
vorbereitet wurden.

B Agquilibrieren Sie den fur Schritt 14 benétigten Elutionspuffer (AE) auf
Raumtemperatur (15-25 °C).

B Temperieren Sie fur Schritt 4 einen Heizblock auf 56 °C.

M Stecken Sie als Schutz vor Kreuzkontaminationen einen VacConnector (VC)
auf jeden Luer-Adapter des Vakuumsystems.

B Bei der Qualitatskontrolle von QIAGEN wird jede Kit-Charge vor der Frei-
gabe einer FunktionsUberprifung unterzogen. Mischen Sie daher nicht
Reagenzien verschiedener Kit-Chargen miteinander und kombinieren Sie
auch nicht einzelne Reagenzien aus unterschiedlichen Reagenzien-Chargen.

B Vergewissern Sie sich, dass die Abfallflasche des Vakuumsystems leer ist
und alle Verbindungssticke richtig angeschlossen sind.

M Einzelheiten zur Bedienung des Vakuumsystems, insbesondere zur
Wartung, entnehmen Sie bitte dem Handbuch des jeweiligen Systems.
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Durchfihrung
1. Pipettieren Sie 20 uyl QIAGEN Protease (QP) in ein Lyseréhrchen (LT).

@ Uberprifen Sie vor Gebrauch das Verfallsdatum der gelésten Protease.

2. Geben Sie 200 pul Blutprobe in ein Lyseréhrchen (LT).

3. Pipettieren Sie 200 ul Lysepuffer (AL) hinzu, verschlieBen Sie den
Deckel und mischen Sie durch Schitteln fur 15 Sekunden auf einem
Voriex-Mischer.

Um eine effiziente Lyse sicherzustellen, ist es besonders wichtig, Probe und
Lysepuffer (AL) sofort und grindlich zu mischen, bis eine homogene Lésung
vorliegt.

®Ach’ren Sie wegen der hohen Viskositat des Lysepuffers (AL) besonders auf
eine korrekte Dosierung des Lysepuffers (AL), indem Sie sorgfaltig pipet-
tieren oder eine entsprechend geeignete Pipette verwenden.

® Geben Sie die QIAGEN Protease (QP) nicht direkt in den Lysepuffer (AL).

4. Inkubieren Sie fir 10 Minuten (+ 1 Minute) bei 56 °C (£ 1 °C).

5. Zentrifugieren Sie das Lyseréhrchen (LT) kurz (ca. 5 Sekunden) bei
maximaler Drehzahl, um Trépfchen aus dem Deckelinneren mit der
Ubrigen FlUssigkeit zu vereinigen und Kreuzkontaminationen zu
vermeiden.

6. Geben Sie 200 ul Ethanol (96-100 %) in das Lyserohrchen (LT),
schlieBen Sie den Deckel und mischen Sie grindlich for
= 15 Sekunden auf einem Vortex-Laborschittler.

7. Zentrifugieren Sie das Lyserohrchen (LT) kurz (ca. 5 Sekunden) bei
maximaler Drehzahl, um Trépfchen aus dem Deckelinneren mit der
Ubrigen FlUssigkeit zu vereinigen und Kreuzkontaminationen zu
vermeiden.

8. Stecken Sie die QlAamp Mini-Spinsdule in einen VacConnector (VC)
auf dem Vakuumsystem. Vergewissern Sie sich, dass das Haupt-
Vakuumventil (zwischen Vakuumsystem und Vakuumkammer) und
das Schraubdeckel-Ventil (auf der Vakuumkammer) geschlossen
sind. Schalten Sie die Vakuumpumpe ein.

Verwerfen Sie das 2-ml-Waschréhrchen (WT), in dem die QlAamp Mini-
Spinséule in der Blisterverpackung steckte.

Das Vakuum liegt nur am Verbindungssystem (sofern verwendet) und nicht
an der Vakuumkammer an.

9. Geben Sie das gesamte Lysat aus Schritt 7 vorsichtig — ohne den
oberen Rand zu benetzen - in die QlAamp Mini-Spinsdule.
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Vermeiden Sie es, die Membran in der QlAamp Mini-Spinsdule mit
der Pipettenspitze zu berGhren.

@ Bei der gleichzeitigen Verarbeitung mehrerer Proben empfehlen wir, immer
nur ein Lyseréhrchen (LT) zu 6ffnen.

10. Offnen Sie das Haupt-Vakuumventil. Wenn das Lysat vollsténdig
durch die Membran der QIAamp Mini-Spinsdule gesaugt ist,
schlieBen Sie das Haupt-Vakuumventil und 6ffnen das Schraub-
deckel-Ventil an der Vakuumkammer, um die Vakuumkammer zu
belGften. SchlieBen Sie das Schraubdeckel-Ventil wieder, nachdem
Druckausgleich hergestellt ist und in der Kammer kein Vakuum mehr
anliegt.

Nach Schlie3en des Haupt-Vakuumventils liegt bei Verwendung des
Verbindungssystems das Vakuum nur an diesem an und nicht an der
Vakuumkammer.

®Ve|wenden Sie das Schraubdeckel-Ventil der Vakuumkammer, um das
Vakuum schnell aufzuheben.

® Bei der gleichzeitigen Verarbeitung mehrerer Proben mit QlAamp Mini-
Spinsdulen empfehlen wir, das VacValve jeder Séule nach dem Durch-
saugen des Lysats zu schlieflen, um die Dauer dieses Vakuumschritts zu
verkUrzen.

®Wenn das Lysat die Membran nach 10 Minuten nicht vollsténdig passiert
hat, setzen Sie die QIAamp Mini-Spinsdule in ein sauberes Waschréhrchen
(WT), schlieBen Sie den Deckel und zentrifugieren Sie fur 3 Minuten bei
6000 x g (8000 UpM), bis das Lysat die Membran vollstdndig passiert hat.
Setzen Sie die QIAamp Mini-Spinsdule in ein anderes sauberes Waschrohr-
chen (WT) und fahren Sie dann mit Schritt 10 des (Spin-)Protokolls auf Seite
24 fort.

@ Sollte das Lysat wéhrend der Zentrifugation immer noch nicht die Membran
passieren, verwerfen Sie die Probe und wiederholen Sie das Isolierungs-
und Reinigungsprotokoll mit einer neuen Probe beginnend bei Schritt 1 auf
Seite 20.

11. Geben Sie 750 ul Waschpuffer 1 (AW1) auf die QlAamp Mini-
Spinsdule, ohne den oberen Rand zu benetzen. Vermeiden Sie es,
die Membran in der QIAamp Mini-Spinsdule mit der Pipettenspitze
zu berUhren. Lassen Sie den Deckel der Spinséule geéffnet und
schlieBen Sie das Haupt-Vakuumventil. Wenn der Waschpuffer 1
(AW1) vollsténdig durch die Membran der QIAamp Mini-Spinséule
gesaugt ist, schlieBen Sie das Haupt-Vakuumventil und 6ffnen das
Schraubdeckel-Ventil an der Vakuumkammer, um die Vakuum-
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kammer zu belUGften. SchlieBen Sie das Schraubdeckel-Ventil wieder,
nachdem Druckausgleich hergestellt ist und in der Kammer kein
Vakuum mehr anliegt.

12. Geben Sie 750 ul Waschpuffer 2 (AW2) auf die QlAamp Mini-
Spinsdule, ohne den oberen Rand zu benetzen. Vermeiden Sie es,
die Membran in der QIAamp Mini-Spinsdule mit der Pipettenspitze
zu berUhren. Lassen Sie den Deckel der Spinsdule geéffnet und
schlieBen Sie das Haupt-Vakuumventil. Wenn der Waschpuffer 2
(AW2) vollsténdig durch die Membran der QlAamp Mini-Spinsdule
gesaugt ist, schlieBen Sie das Haupt-Vakuumventil und 6ffnen das
Schraubdeckel-Ventil an der Vakuumkammer, um die Vakuum-
kammer zu belUGften. SchlieBen Sie das Schraubdeckel-Ventil wieder,
nachdem Druckausgleich hergestellt ist und in der Kammer kein
Vakuum mehr anliegt.

13. SchlieBen Sie den Deckel der QlAamp Mini-Spinsdule, nehmen Sie
sie vom Vakuumsystem ab und verwerfen Sie den VacConnector
(VC). Setzen Sie die QlAamp Mini-Spinséule in ein sauberes Wasch-
réohrchen (WT) und zentrifugieren Sie fir 3 Minuten bei maximaler
Drehzahl (ca. 20.000 x g bzw. 14.000 UpM), um die Membran
vollstéindig zu trocknen.

@ Das Auslassen des Zentrifugationsschritts zur Trocknung der Membran kann
zu einer Beeintrachtigung des nachfolgenden Tests fihren.

14. Setzen Sie anschlieBend die QlAamp Mini-Spinsdule in ein sauberes
Elutionsréhrchen (ET) und verwerfen Sie das benutzte Waschréhr-
chen (WT) mitsamt Filtrat. Offnen Sie vorsichtig den Deckel der
QIAamp Mini-Spinsdule und tragen Sie 50 bis 200 ul Elutionspuffer
(AE) auf die Mitte der Membran auf. SchlieBen Sie den Deckel und
inkubieren Sie fUr 1 Minute bei Raumtemperatur (15-25 °C). Zentri-
fugieren Sie fir 1 Minute bei etwa 6000 x g (8000 UpM), um die
DNA zu eluieren.

® FUhren Sie im Anschluss an dieses Protokoll das Wartungsverfahren for das
Vakuumsystem durch (weitere Einzelheiten dazu entnehmen Sie bitte dem
Handbuch zum Vakuumsystem).
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Protokoll: Isolierung und Reinigung genomischer DNA aus
Blutproben mit einer Mikrozentrifuge (Spin-Protokoll)

Zur Isolierung und Reinigung genomischer DNA aus 200 ul mit EDTA oder
Citrat behandelten Vollblutproben mithilfe einer Mikrozentrifuge.

Wichtige Hinweise vor Préparationsbeginn

B Die folgenden Anweisungen zur DurchfUhrung des Protokolls beziehen sich
auf die Verarbeitung einer einzelnen Blutprobe. Es kénnen jedoch mehrere
Proben gleichzeitig verarbeitet werden; die Anzahl hangt von der Kapazitét
der verwendeten Mikrozentrifuge ab.

Vor Protokollbeginn durchzufihrende Arbeiten

B Agquilibrieren Sie die Blutproben auf Raumtemperatur (15-25 °C) und
vergewissern Sie sich, dass sie gut durchmischt sind.

M Falls sich im Lysepuffer (AL) ein Niederschlag gebildet hat, 16sen Sie diesen
durch Erwérmen auf 56 °C auf.

B Vergewissern Sie sich, dass Waschpuffer 1 (AW 1), Waschpuffer 2 (AW?2)
und die QIAGEN Protease (QP) gemaf3 den Anweisungen im Abschnitt
.Yorbereitung der Reagenzien und Puffer” auf den Seiten 14 und 15
vorbereitet wurden.

B Agquilibrieren Sie den fur Schritt 15 benétigten Elutionspuffer (AE) auf
Raumtemperatur (15-25 °C).

Temperieren Sie fUr Schritt 4 einen Heizblock auf 56 °C.

Bei der Qualitatskontrolle von QIAGEN wird jede Kit-Charge vor der Frei-
gabe einer Funktionstberprifung unterzogen. Mischen Sie daher nicht
Reagenzien verschiedener Kit-Chargen miteinander und kombinieren Sie
auch nicht einzelne Reagenzien aus unterschiedlichen Reagenzien-
Chargen.

Durchfihrung
1. Pipettieren Sie 20 ul QIAGEN Protease (QP) in ein Lyserohrchen (LT).

@ Uberprifen Sie vor Gebrauch das Verfallsdatum der gelésten Protease.

2. Geben Sie 200 ul Blutprobe in ein Lyseréhrchen (LT).

3. Pipettieren Sie 200 ul Lysepuffer (AL) hinzu, verschlieBen Sie den
Deckel und mischen Sie durch Schitteln fur 15 Sekunden auf einem
Vortex-Mischer.
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Um eine effiziente Lyse sicherzustellen, ist es besonders wichtig, Probe und
Lysepuffer (AL) sofort und grindlich zu mischen, bis eine homogene Lésung
vorliegt.

®Ach’ren Sie wegen der hohen Viskositat des Lysepuffers (AL) besonders auf
eine korrekte Dosierung des Lysepuffers (AL), indem Sie sorgfaltig pipet-
tieren oder eine entsprechend geeignete Pipette verwenden.

@ Geben Sie die QIAGEN Protease (QP) nicht direkt in den Lysepuffer (AL).

4. Inkubieren Sie for 10 Minuten (+ 1 Minute) bei 56 °C (£ 1 °C).

5. Zentrifugieren Sie das Lyserohrchen (LT) kurz (ca. 5 Sekunden) bei
maximaler Drehzahl, um Trépfchen aus dem Deckelinneren mit der
Ubrigen FlUssigkeit zu vereinigen und Kreuzkontaminationen zu
vermeiden.

6. Geben Sie 200 pl Ethanol (96-100 %) in das Lyseréhrchen (LT),
schlieBen Sie den Deckel und mischen Sie grindlich fior
> 15 Sekunden auf einem Vortex-Laborschittler.

7. Zentrifugieren Sie das Lyserohrchen (LT) kurz (ca. 5 Sekunden) bei
maximaler Drehzahl, um Trépfchen aus dem Deckelinneren mit der
Ubrigen FlUssigkeit zu vereinigen und Kreuzkontaminationen zu
vermeiden.

8. Geben Sie das gesamte Lysat aus Schritt 7 vorsichtig — ohne den
oberen Rand zu benetzen - in die QIAamp Mini-Spinsdule.
Vermeiden Sie es, die Membran in der QlAamp Mini-Spinsdule mit
der Pipettenspitze zu berGhren.

@ Bei der gleichzeitigen Verarbeitung mehrerer Proben empfehlen wir, immer
nur ein Lyseréhrchen (LT) zu 6ffnen.

9. SchlieBen Sie den Deckel der QIAamp Mini-Spinséule und zentrifu-
gieren Sie fir 1 Minute bei ca. 6000 x g. Setzen Sie anschlieBend die
QIAamp Mini-Spinséule in ein sauberes Waschréhrchen (WT) und
verwerfen Sie das benutzte R6hrchen mitsamt Filtrat.

@ Falls das Lysat nach der Zentrifugation bei 6000 x g (8000 UpM) die Mem-
bran nicht vollstdndig passiert hat, zentrifugieren Sie noch einmal fir
1 Minute bei maximaler Drehzahl (bis zu 20.800 x g).

® Sollte das Lysat nach dieser erneuten Zentrifugation immer noch nicht die
Membran passiert haben, verwerfen Sie die Probe und wiederholen Sie das
Isolierungs- und Reinigungsprotokoll mit einer neuen Probe beginnend bei
Schritt 1 auf Seite 23.

10. Offnen Sie die QIAamp Mini-Spinsdule vorsichtig und geben Sie
500 ul Waschpuffer 1 (AW1) hinein, ohne den oberen Rand zu
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benetzen. Vermeiden Sie es, die Membran in der QlAamp Mini-
Spinsdule mit der Pipettenspitze zu beriGhren.

11. SchlieBen Sie den Deckel der QlAamp Mini-Spinsdule und zentrifu-
gieren Sie fir 1 Minute bei ca. 6000 x g. Setzen Sie anschlieBend die
QIAamp Mini-Spinsdule in ein sauberes Waschréhrchen (WT) und
verwerfen Sie das benutzte R6hrchen mitsamt Filtrat.

12. Offnen Sie die QIAamp Mini-Spinséule vorsichtig und geben Sie
500 ul Waschpuffer 2 (AW2) hinein, ohne den oberen Rand zu
benetzen. Vermeiden Sie es, die Membran in der QIAamp Mini-
Spinscdule mit der Pipettenspitze zu berihren.

13. SchlieBen Sie den Deckel der QlAamp Mini-Spinsdule und zentrifu-
gieren Sie fir 1 Minute bei maximaler Drehzahl (ca. 20.000 x g bzw.
14.000 UpM). Setzen Sie anschlieBend die QIAamp Mini-Spinséule in
ein sauberes Waschréhrchen (WT) und verwerfen Sie das benutzte
Réhrchen mitsamt Filtrat.

14. Zentrifugieren Sie fir 3 Minuten bei maximaler Drehzahl (ca.
20.000 x g bzw. 14.000 UpM), um die Membran vollstdndig zu
trocknen.

@ Das Auslassen des Zentrifugationsschritts zur Trocknung der Membran kann
zu einer Beeintrachtigung des nachfolgenden Tests fihren.

15. Setzen Sie anschlieBend die QlAamp Mini-Spinsdule in ein sauberes
Elutionsréhrchen (ET) und verwerfen Sie das benutzte Waschréhr-
chen (WT) mitsamt Filtrat. Offnen Sie vorsichtig den Deckel der
QIAamp Mini-Spinsdule und tragen Sie 50 bis 200 ul Elutionspuffer
(AE) auf die Mitte der Membran auf. SchlieBen Sie den Deckel und
inkubieren Sie for 1 Minute bei Raumtemperatur (15-25 °C). Zentri-
fugieren Sie fir 1 Minute bei ca. 6000 x g (8000 UpM), um die DNA
zu eluieren.
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Qualitatskontrolle

GemaB dem ISO-zertifizierten QualitGtsmanagement-System von QIAGEN wird
jede Charge des QIAamp DSP DNA Blood Mini Kits nach festgelegten Prif-
kriterien getestet, um eine einheitliche Produktqualitat sicherzustellen.

Anwendungseinschrdnkungen

Die Leistungsfahigkeit des Systems bei der Isolierung genomischer DNA wurde
unter Verwendung von Vollblut als Ausgangsmaterial ermittelt.

Es liegt in der Verantwortung des Anwenders, die Leistungscharakteristik des
Systems fur jede laboreigene Methode, die nicht durch die QIAGEN-Unter-
suchungen zur Leistungsevaluierung nicht abgedeckt ist, selbst zu validieren.

Um das Risiko einer negativen Auswirkung auf die Ergebnisse der diagnos-
tischen Tests zu minimieren, sollten bei der Nukleinséure-Reinigung und in den
anschlieBend durchgefihrten Nachweisreaktionen geeignete Kontrollen
mitgefOhrt werden. FUr weitere Validierungen werden die Richtlinien der
International Conference on Harmonization of Technical Requirements (ICH)
empfohlen (in: ICH Q2(R1) Validation Of Analytical Procedures: Text and
Methodology).

Alle mit dem System erhaltenen diagnostischen Ergebnisse sollten nur im
Zusammenhang mit anderen klinischen und/oder labormedizinischen
Untersuchungsergebnissen interpretiert werden.

Leistungscharakteristik

Ausbeute an gereinigter DNA

Der lineare Bereich der DNA-Ausbeute, die beim Vakuum-Protokoll mit dem

QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit erhalten wird, wurde mit Blut gesunder
Spender mit einer Leukozytenzahl von 3,8 x 10° bis 1,34 x 107 Zellen/ml
bestimmt (siehe Abb. 5 auf Seite 27).
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Abbildung 5. Linearer Bereich der DNA-Ausbeute bei Anwendung des Vakuum-
Protokolls fir den QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit mit einem Elutionsvolumen von
200 pl. Die Leukozytenzahl im verwendeten Blut der gesunden Spender lag im Bereich von
3,8 x 10° bis 1,34 x 107 Zelle/ml. Die Reinigung der DNA aus den Blutproben erfolgte nach
dem Vakuum-Protokoll fur den QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit; das verwendete Elutions-
volumen war 200 ul. Insgesamt wurden 87 Proben (jeweils in Dreifachbestimmung)
verarbeitet.

Leistungsfahigkeit in nachfolgenden Tests

Die eluierte genomische DNA kann direkt in nachfolgenden Tests, u. a. in
verschiedenen in-vitro-diagnostischen Assays, eingesetzt werden (siehe Tabellen
2 bis 6). Auch der Einfluss des Elutionsvolumens und des in einer PCR einge-
setzten Eluatvolumens auf die Funktionalitét der PCR wurden experimentell
untersucht (siehe Tabelle 7).
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Tabelle 2. HLA-Typisierung unter Verwendung der Dynal® AllSet*™
SSP-Assays HLA-A “Low Resolution”, HLA-B “Low Resolution”, DR “Low
Resolution” und DQ “Low Resolution”

HLA-Locus A HLA-Locus B HLA-Locus DR HLA-Locus DQ
Genotyp Anz. Genotyp Anz. Genotyp Anz. Genotyp Anz.
A2/A3 2 B51, B51/B13 1 DR1/DR3 1 DQ2 1
oder B51/B27
A3/AT 1 B13/B35 1 DR3 oder 1 DQ2/DQ3 2
DR3/DR13
A3/A25 1 B8/B27 1 DR3/DR7 1 DQ6 1
A2/A24 2 B7/B13 oder 1 DR7/DR15 2 DQ2/DQ5 1
B7/B15
A1/A2 2 B7/B18 1 DR4/DR15 1 DQ2/DQ5 2
A30/A68 1 B7/B44 1 DR4/DR7 1 DQ3 1
A2/A32 1 Andere 0 DR4 1 DQ3/DQ6 2
Andere 0 DR15 1 Andere 0
DR1/DR7 1
Andere 0

FOr die Reinigung genomischer DNA mit dem QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit
wurden 200-ul-Proben Vollblut, das von zuféllig ausgewdhlten Spendern
entnommen worden war, verwendet. Mithilfe der Dynal AllSet™ SSP-Assays (von
Dynal Biotech) wurden die jeweiligen Allele an den angegebenen Loci bei der
genannten Anzahl an Probanden identifiziert. Anz.: Anzahl Probanden.
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Tabelle 3. Faktor-V-Leiden-(FV-)Genotypisierung mithilfe des
LightCycler® Factor V Leiden Mutation Detection Kits

Genotyp Anzahl
Wildtyp 17
FV G16191 A heterozygot 13
FV G16191 A homozygot 0

FOr die Reinigung genomischer DNA mit dem QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit
wurden 200-ul-Proben Vollblut, das von 30 Spendern entnommen worden war,
verwendet. Der Allelstatus beim Locus FV G1691 A wurde mithilfe des
LightCycler Factor V Leiden Mutation Detection Kits (Roche Gruppe) bestimmt.

Tabelle 4. Faktor-V-Leiden-(FV-)Genotypisierung durch Endpunkt-PCR-
und Pyrosequencing® Analyse mit dem PSQ-96 SNP-Reagenzien-Kit auf
dem Pyrosequencing PSQ 96 MA

Genotyp Anzahl
Wildtyp 17
FV G16191 A heterozygot 13
FV G16191 A homozygot 0

For die Reinigung genomischer DNA mit dem QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit
wurden 200-ul-Proben Vollblut, das von 30 Spendern entnommen worden war,
verwendet. Der Allelstatus beim Locus FV G1691 A wurde mittels Endpunki-
PCR- und Pyrosequenzierungs-Analyse mit dem PSQ-96 SNP-Reagenzien-Kit
auf dem Pyrosequencing PSQ 96MA (Biotage) bestimmt.

1
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Tabelle 5. Prothrombin-(PT-)Genotypisierung mittels Endpunkt-PCR- und
Pyrosequencing-Analyse mit dem PSQ-Q96 SNP-Reagenzien-Kit auf dem
Pyrosequencing PSQ 96 MA

Genotyp Anzahl
Wildtyp 30
PT G20210A heterozygot 0
PT G20210A homozygot 0

FOr die Reinigung genomischer DNA mit dem QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit
wurden 200-ul-Proben Vollblut, das von 30 Spendern entnommen worden war,
verwendet. Der Allelstatus beim Locus PT G20210A wurde mittels Endpunki-
PCR- und Pyrosequenzierungs-Analyse mit dem PSQ-96 SNP-Reagenzien-Kit
auf dem Pyrosequencing PSQ 96MA (Biotage) bestimmt.

Tabelle 6. Analyse der ApoE-Polymorphismen T112C und C158T mittels
Endpunkt-PCR und Sequenzierung des Amplikons mit dem BigDye™ v1.1
Ready Reaction Cycle Sequencing Kit sowie Auftrennung auf dem ABI
PRISM® 3100 Genetic Analyzer

Genotyp Anzahl
ApoE*3/*3 5
ApoE*3/*4 5
Andere 0

FOr die Reinigung genomischer DNA mit dem QIlAamp DSP DNA Blood Mini Kit
wurden 200-ul-Proben Vollblut, das von 10 Spendern entnommen worden war,
verwendet. Die Analyse der ApoE-Polymorphismen T112C und C158T erfolgte
mittels Endpunkt-PCR und Sequenzierung des Amplikons unter Verwendung des
BigDye™ v1.1 Ready Reaction Cycle Sequencing Kits sowie Auftrennung auf
dem ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Life Technologies Corporation).
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Tabelle 7. Einfluss des Elutionsvolumens und des in einer PCR
eingesetzten Eluatvolumens auf die Funktionalitét der PCR

Eluatvolumen pro 50-ul-PCR*
Elutionsvolumen 2 ul 5 ul 10 ul
50 ul 100 % 100 % 100 %
100 ul 100 % 100 % 97 %
200 ul 100 % 100 % 100 %

* Die Werte geben die Trefferrate in der PCR an und reprdsentieren den Mittelwert aus
48 Proben.

DNA-Stabilitat im Eluat

In Haltbarkeitsuntersuchungen mit DNA-Eluaten, die mit dem QlAamp DNA
Blood Mini Kit, einem fir den allgemeinen Laborgebrauch bestimmten Testkit
mit derselben Technologie, gewonnen wurden, war die mit Puffer AE von den
QIAamp Mini-Spinsaulen eluierte DNA acht Jahre stabil, sowohl bei Lagerung
bei 5 °C als auch bei —20 °C (siehe Abb. 6). Die Langzeituntersuchungen zur
Stabilitat der mit dem QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit gewonnenen DNA-
Eluate dauern derzeit noch an.

M 2-8 °C -20 °C M

vl A R A A B | LA A A N B Ko
L B

LB |
' "

Abbildung 6. Langzeitstabilitdt von DNA, die mit QlAamp Mini-Spinsdulen isoliert und
gereinigt wurde. Die DNA wurde mit dem QlAamp DNA Blood Mini Kit gereinigt, mit 200 ul
Puffer AE eluiert und entweder bei 2-8 °C oder bei —20 °C fur acht Jahre aufbewahrt. Die
DNA-Proben wurden in einem mit Ethidiumbromid gefarbten Agarosegel analysiert.

M: Marker.
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LYOPH Lyophilisiert

'RCNIS| Rekonstituieren in
Ethanol

GuHCl Guanidinhydrochlorid

SUBT Subtilisin

- FGhrt zu

DE Beachten Sie die Anwendungshinweise
@ Wichtiger Hinweis
Literaturhinweis

QIAGEN unterhalt eine umfangreiche, regelméfBig aktualisierte Online-
Datenbank mit wissenschaftlichen Publikationen, in denen QIAGEN Produkte
verwendet werden. Mehrere Suchoptionen erméglichen es lhnen, die Artikel zu
finden, die Sie brauchen — entweder mit der einfachen Suche nach Stichwértern
oder durch Eingabe der Applikation, des Forschungsgebiets, des Titels etc.

Eine vollstéindige Liste der Referenzen finden Sie online in der QIAGEN
Referenz-Datenbank unter www.qgiagen.com/RefDB/search.asp. Sie kénnen sich
auch an den Technischen Service von QIAGEN wenden, um sie anzufordern.
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Kontaktinformationen

Der Technische Service von QIAGEN garantiert Qualitét auch in der wissen-
schaftlichen Beratung unserer Kunden. Hier stehen Ilhnen erfahrene Wissen-
schaftler fUr Ihre Fragen zu Probenvorbereitungs- und Testtechnologien sowie
zur Anwendung der QIAGEN Produkte gerne zur Verfilgung. Rufen Sie uns an,
wenn Sie Fragen zum QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit oder zu anderen
QIAGEN Produkten haben.

Die Erfahrungen unserer Kunden sind eine wichtige Informationsquelle bei der
Entwicklung und Verbesserung unserer Produkte. Rufen Sie uns an, denn lhre
Vorschlége und Ideen zu unseren Produkten und zu neuen Techniken interes-
sieren uns.

Technische Hinweise und zusétzliche nitzliche Informationen finden Sie in
unserem Technischen Support Center unter www.qgiagen.com/support. DarGber
hinaus ist lhnen das Team vom Technischen Service gerne behilflich, falls Sie
Rat oder weitere Informationen zu QIAGEN Produkten benétigen (Kontaktinfor-
mationen siehe hintere Umschlagseite oder unter www.qgiagen.com).

QIAGEN GmbH, QIAGEN-Stra3e 1, D-40724 Hilden, Deutschland
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Bestellinformationen

Produkt Inhalt Kat.-Nr.
QIAamp DSP DNA FOr 50 DNA-Préparationen: QlAamp 61104
Blood Mini Kit (50) Mini-Spinséulen, VacConnectors

(Luerverbinder), QIAGEN Protease,
Reagenzien, Puffer und Auffanggeféfie
(Collection Tubes)

Zubehor
QIlAvac 24 Plus vacuum Vakuumkammer fir die Verarbeitung 19413
manifold* von 1-24 Proben in Spinsédulen:
QIAvac 24 Plus Vakuumkammer, Luer-
Stopfen, Schnellkupplungen
Vacuum Pump* Universal-Vakuumpumpe 84020

Aktuelle Lizenzinformationen und produktspezifische
Anwendungseinschrénkungen finden Sie im jeweiligen QIAGEN Kit- oder
Gerdte-Handbuch. QIAGEN Kit- und Geréte-Handbicher stehen unter
www.qgiagen.com zur Verfiogung oder kdnnen Sie vom QIAGEN Technischen
Service oder dem fiUr Sie zusténdigen Auflendienstmitarbeiter oder Distributor
anfordern.

* Zum Gebrauch bei Vakuum-Protokollen.
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Diese Seite wurde absichtlich leer gelassen
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Warenzeichen/Markennamen: QIAGEN®, QlAamp®, QlAcube®, artus®, Pyrosequencing® (QIAGEN Gruppe); ABI PRISM®, BigDye™ (Life
Technologies Corporation); BD™, Vacutainer® (Becton, Dickinson and Company); Bio-One®, Vacuette® (Greiner Bio-One); Dynal®, AllSet*™ (Dynal
Biotech); Eppendorf® (Eppendorf AG); LightCycler® (Roche Gruppe); Monovette®, Sarstedt® (Sarstedt AG & Co.). Es kann nicht davon ausgegangen
werden, dass die in diesem Handbuch verwendeten Markennamen oder Warenzeichen ungeschitzt sind, auch wenn sie nicht als Markenname oder
Warenzeichen gekennzeichnet sind.

Eingeschrankte Nutzungsvereinbarung fir den QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit
Mit der Nutzung dieses Produkts erkennen Kéufer und Anwender des Produkts die folgenden Bedingungen an:

1. Das Produkt darf nur geméfl den Angaben in den Protokollen und in diesem Handbuch zu diesem Produkt und ausschlieflich mit den
Komponenten, die im Kit geliefert werden, verwendet werden. QIAGEN gewéhrt im Rahmen seiner Eigentumsrechte keinerlei Lizenz, die zu
diesem Kit gehérenden Komponenten mit anderen Komponenten, die nicht zu diesem Kit gehdren, zu verwenden oder zu kombinieren, mit
Ausnahme der in den mitgelieferten Protokollen, in diesem Handbuch und in zusétzlichen, unter www.qgiagen.com verfigbaren Protokollen
beschriebenen Anwendungen. Einige dieser zusétzlichen Protokolle wurden von Anwendern von QIAGEN Produkten fir andere Anwender zur
Verfigung gestellt. Diese Anwender-Protokolle wurden von QIAGEN weder grindlich getestet noch optimiert. QIAGEN Gbernimmt fir sie
keinerlei Garantie; auch nicht dafir, dass dadurch die Rechte Dritter nicht verletzt werden.

2. Uber die ausdricklich erwdhnten Lizenzanwendungen hinaus Ubernimmt QIAGEN keinerlei Garantie dafir, dass dieser Kit und/oder die mit
ihm durchgefihrte(n) Anwendung(en) die Rechte Dritter nicht verletzt.

3. Dieser Kit und seine Komponenten sind fir die einmalige Verwendung lizenziert und dirfen nicht wiederverwendet, wiederaufgearbeitet oder
weiterverkauft werden.

4.  QIAGEN lehnt auBer der ausdricklich gewdhrten Lizenzgewdhrung jede weitere Lizenzgewdhrung ab, sowohl ausdricklich als auch
konkludent.

5. Ké&ufer und Anwender des Kits stimmen zu, keinerlei Schritte zu unternehmen oder anderen die Einleitung von Schritten zu gestatten, die zu
unerlaubten Handlungen im obigen Sinne fihren kénnten oder solche erleichtern kénnten. QIAGEN kann die Verbote dieser eingeschrénkten
Nutzungsvereinbarung an jedem Ort gerichtlich geltend machen und wird sémiliche Ermittlungs- und Gerichtskosten, inklusive Anwalts-
gebuhren, zurickfordern, die ihr bei der Geltendmachung dieser eingeschrénkten Nutzungsvereinbarung oder irgendeines ihrer geistigen
Eigentumsrechte im Zusammenhang mit dem Kit und/oder dessen Komponenten entstehen.

Aktualisierte Nutzungs- und Lizenzbedingungen kénnen unter www.giagen.com nachgelesen werden.

© 2012 QIAGEN, alle Rechte vorbehalten.
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