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1. Verwendungszweck
Das QlAamp® DSP DNA Blood Mini Kit ist ein System, das die Silika-Membran-Technologie

(QlAamp-Technologie) zur Isolierung und Aufreinigung genomischer DNA aus biologischen

Proben nutzt.

Das QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit ist fir die In-vitro-Diagnostik bestimmt.

2. Vorgesehene Anwender

Das Produkt darf nur von professionellen Anwendern wie z. B. Technikern und Arzten, die in

molekularbiologischen Techniken geschult sind, verwendet werden.
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3. Beschreibung und Prinzip

Jedes Verfahren mit dem QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit umfasst 4 Schritte:

¢ Lysieren der Zellen in der Probe

* Binden der im Zelllysat enthaltenen genomischen DNA an die Membran einer QlAamp

Mini Spin-Saule
* Waschen der Membran
* Eluieren der genomischen DNA von der Membran
Diese Gebrauchsanweisung enthélt Protokolle fir 2 alternative Verfahren mit dem QlAamp
DSP DNA Blood Mini Kit:
 Das Zentrifugationsverfahren, fir das eine Zentrifuge erforderlich ist oder das auf dem
QIAcube® Connect MDx (Abbildung 1) automatisiert werden kann, und

¢ Das Vakuumverfahren, fir das eine Zentrifuge und ein Vakuumsystem erforderlich sind.

Weitere Einzelheiten entnehmen Sie bitte dem Flussdiagramm ,Die QIAamp DSP DNA Blood
Mini Spin- und Vakuum-Verfahren” auf Seite 9.

3.1. Verfahrensprinzip

Lysieren der Proben

Die Proben werden bei stark denaturierenden Bedingungen und erhdhten Temperaturen

lysiert. Die Lyse erfolgt in Gegenwart von QIAGEN® Protease (QP) und dem Lysepuffer (AL).

Binden der genomischen DNA an die Membran der QlAamp Mini Spin-Séule

Zunéchst wird den Lysaten Ethanol zugesetzt, um die Bindung der genomischen DNA an die
Membran der QlAamp Mini Spin-Séule zu optimieren. AnschlieBend wird jedes Lysat auf eine
QIAamp Mini Spin-Saule aufgetragen und die genomische DNA wird auf der Silikamembran

adsorbiert, wéhrend das Lysat durch Vakuumdruck oder Zentrifugalkraft die Saule passiert.
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Entfernen von Restverunreinigungen

Waéhrend die genomische DNA an der Membran der QIAamp Mini Spin-Séule gebunden
bleibt, werden die Verunreinigungen zunéchst mit Waschpuffer 1 (AW1) und dann mit
Waschpuffer 2 (AW?2) effizient weggewaschen.

Elution reiner genomischer DNA

Die genomische DNA wird mit 50-200 pl Elutionspuffer (AE) von der Membran der QlAamp
Mini Spin-Saule eluiert. Das Elutionsvolumen héngt von der nachgeschalteten Anwendung ab

und muss vom Anwender ermittelt und validiert werden.

Die eluierte DNA kann fir verschiedene nachgelagerte Anwendungen verwendet werden,
einschlieBlich verschiedener nachgelagerter Anwendungen der In-vitro- Diagnostik. Der
Elutionspuffer (AE) sollte vor dem Auftragen auf die Séule auf Raumtemperatur (15-25 °C)

dquilibriert werden.

Aufgrund des nach der Zentrifugation in der Membran der Spin-Séule zuriickgehaltenen
Elutionspuffers kann das gewonnene Eluatvolumen geringer sein als das auf die Saule
aufgegebene Volumen an Elutionspuffer (AE). AuBBerdem héangt das Volumen des

wiedergewonnenen Eluats von der Beschaffenheit der Probe ab.

Eluierte DNA wird in Elutionsréhrchen (ET) aufgefangen und kann fir die weitere Verwendung

gelagert werden.

Hinweis: Die Eluatstabilitat hangt stark von verschiedenen Faktoren ab und ist von der
jeweiligen nachgelagerten Anwendung abhdngig. Sie wurde fir das QlAamp DSP DNA
Blood Mini Kit in Verbindung mit beispielhaften nachgelagerten Anwendungen bewertet. Es
obliegt dem Anwender, die Gebrauchsanweisung zu der speziellen, in seinem Labor
nachgelagerten Anwendung zu lesen und/oder den gesamten Arbeitsablauf zu validieren,

um geeignete Lagerbedingungen festzulegen.
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Ausbeute und Qualitét der genomischen DNA

Die DNA-Ausbeute hangt vom Probentyp und der Qualitat des Ausgangsmaterials ab. Durch
eine Elution in kleineren Volumina wird zwar die endgiltige DNA-Konzentration im Eluat
erhoht, die DNA-Gesamtausbeute wird jedoch leicht reduziert. Das Elutionsvolumen sollte

entsprechend den Anforderungen der nachgelagerten Anwendung gewdéhlt werden.

Die Ausbeute und Qualitdt der isolierten genomischen DNA eignen sich fir nachgelagerte
Nachweisverfahren in der molekularen Diagnostik, wie z. B. PCR. Diagnostische Assays

sollten gemdf3 den Anweisungen der Hersteller durchgefiihrt werden.

Automatisierte Aufreinigung auf dem QIAcube Connect MDx

Das QlAcube Connect MDx Gerét fihrt eine automatisierte Isolierung und Aufreinigung von

Nukleinsduren durch. Pro Einzellauf kénnen bis zu 12 Proben verarbeitet werden.

Die Probenvorbereitung mit dem QIAcube Connect MDx erfolgt in denselben Schritten wie
das manuelle Verfahren (d. h. Lyse, Bindung, Waschen und Elution), sodass Sie das QlAamp
DSP DNA Blood Mini Kit weiterhin zur Aufreinigung hochwertiger DNA verwenden kdnnen.

Bei der Automatisierung des QlAamp DSP DNA Blood Mini Kits auf dem QIAcube Connect
MDx kann das Gerdt aufgrund von Totvolumina, Verdampfung und zusétzlichem
Reagenzienverbrauch durch automatisiertes Pipettieren mdglicherweise weniger als
50 Proben verarbeiten. QIAGEN garantiert nur bei manueller Verwendung des QlAamp
DSP DNA Blood Mini Kits 50 Probenvorbereitungen.
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‘QlAcube Connect MDx

Scan a kit bar cade

Abbildung 1. QlAcube Connect MDx
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Die QlAamp DSP DNA Blood Mini Spin- und Vakuum-Verfahren
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QIAamp Spin-Verfahren

QIAamp Vakuum-Verfahren
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Lesen Sie die Protokolle ("Protokoll: Isolierung und
Aufreinigung genomischer DNA aus Kno-
chenmarkaspirat-Proben mittels einer Mikro-
zentrifuge" auf Seite 36 und "Protokoll: Isolierung
und Aufreinigung genomischer DNA aus Blutproben
unter Verwendung eines Vakuumsystems" auf Seite

40) vor Beginn sorgfdltig durch.

Geben Sie 20 pl QP, 200 pl Probe und 200 pl AL in
LT.

15 s vortexen.
10 min bei 56 °C inkubieren.
Geben Sie 200 pl Ethanol zu.

15 s vortexen.

Lysat auf eine QlAamp Mini Spin-Séule aufbringen.

Zentrifugationsverfahren ~ Vakuumverfahren

1 min lang bei 6000 x g

zentrifugieren.

Vakuum anlegen.

Die QlAamp Mini Spin-
Saule in ein neves WT
einsetzen, 500 pl AW1

hinzugeben und 1 min bei

750 pl AW1 zugeben

und Vakuum anlegen.

6000 x g zentrifugieren.

QlAamp Mini Spin-Saule
in ein neves WT
einsetzen, 500 pl AW2

zugeben und 1 min bei

750 pl AW2 zugeben

und Vakuum anlegen.

voller Drehzahl (ca.
20 000 x g oder 14 000

U/min) zentrifugieren.

QlAamp Mini Spin-Séule in WT einsetzen.

3 min bei voller Drehzahl (ca. 20 000 x g oder
14 000 U/min) zentrifugieren.

QIAamp Mini Spin-Séule in ET einsetzen.
50-200 pl Puffer AE zugeben und 1 min inkubieren.

1 min lang bei 6000 x g zentrifugieren.
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3.2. Zusammenfassung und Erléuterung

Das QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit nutzt bewdhrte Technologien fur die schnelle und
einfache Isolierung und Aufreinigung genomischer DNA aus 200 pl Vollblut.

Die Verfahren des QlAamp DSP DNA Blood Mini Kits sind fir die gleichzeitige Verarbeitung
mehrerer Proben ausgelegt und liefern gebrauchsfertige, aufgereinigle DNA. Die Verfahren
eignen sich fir die Anwendung mit frischem oder gefrorenem Vollblut und Blut, das mit Citrat
oder EDTA behandelt wurde.

Das manuelle Exiraktionsprotokoll unter Verwendung einer Mikrozentrifuge kann in
Verbindung mit dem ipsogen® IDH1 RGQ PCR Kit zur Isolierung genomischer DNA aus
Knochenmarkaspirat-Proben verwendet werden.

Eine vorangehende Auftrennung der Leukozyten ist nicht erforderlich. Die Verfahren erfordern
weder eine Phenol-Chloroform-Extraktion noch eine Alkoholféllung und erfordern nur minimale
Interaktion durch den Anwender, was eine sichere Handhabung potenziell infektidser Proben
erméglicht. Die Verfahren sind darauf ausgelegt, Kreuzkontaminationen zwischen Proben zu
minimieren. Die aufgereinigte DNA ist gebrauchsfertig fir den Einsatz bei einer PCR oder
anderen Anwendungen oder kann alternativ fir die spatere Verwendung gelagert werden. Es
obliegt dem Anwender, die Gebrauchsanweisung zu der speziellen, in seinem Labor
nachgelagerten Anwendung zu lesen und/oder den gesamten Arbeitsablauf zu validieren,
um geeignete Lagerbedingungen festzulegen.

Die QlAamp DSP Spin- und Vakuum-Verfahren eignen sich fir die gleichzeitige Verarbeitung
mehrerer Proben. Fir Blutproben kénnen einige der QlAamp Spin-Verfahren fir eine
verbesserte Standardisierung und Benutzerfreundlichkeit auf dem QlAcube Connect MDx
vollstandig automatisiert werden (siehe Abschnitt 10. ,Protokoll: Isolierung und Aufreinigung
genomischer DNA aus Blutproben unter Verwendung einer Mikrozentrifuge oder
automatisierte Aufreinigung mit dem QIAcube Connect MDx ).

Bei dem Vakuum-Verfahren werden fir das Protokoll ein Vakuumverteiler (z. B. der QlAvac
24 Plus mit dem QlAvac Connecting System) sowie eine Vakuumpumpe benétigt, die ein
Vakuum von ca. 800-900 mbar erzeugen kann (z. B. die QIAGEN Vacuum Pump). Fir die
einfache Uberwachung des Vakuumdrucks und einen leichten Vakuumabbau sollte der
Vacuum Regulator (Teil des QlAvac Connecting System) verwendet werden.

QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit Gebrauchsanweisung, Rev. 02, 05/2026 11



4. Im Lieferumfang enthaltene Materialien

4.1. Kit-Inhalt

QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit

Katalog-Nr. 61104

Anzahl Préparationen 50*
Bezeichnung Symbole Menge

5 QIAamp Mini Spin Columns with Wash Tubes (Spin-Séulen oL 50
mit Waschrdhrchen) (WT) (2 ml)

ET Elution Tubes (Elutionsrdhrchen) (1,5 ml) [ ELU | TUBE | 50

vC VacConnectors (Verbindungssticke) 50

T Lysis Tubes (Lyserdhrchen) (1,5 ml) | LYs [TuBE 50

WT Wash Tubes (Waschrshrchen) (2 ml) WaSH] TUBE | 3 x50

AL Lysis Buffer (Lysepuffer) 12 ml
AW Wash Buffer 1 (Waschpuffer 1) (Konzentrat) 19 ml
AW2#  Wash Buffer 2 (Waschpuffer 2) (Konzentrat) [wwasr [eur] 2 Jeond] 13 ml

AE* Elution Buffer (Elutionspuffer) B ] BUF 25 ml

pS* Protease Solvent (Proteaseldsemittel) 2 ml

QPS¢ QIAGEN Protease 1 Fléschchen

* Bei der Automatisierung des QlAamp DSP DNA Blood Mini Kits auf dem QlAcube Connect MDx Instrument kann
das Gerdt aufgrund von Totvolumina, Verdampfung und zusétzlichem Reagenzienverbrauch durch automatisiertes
Pipettieren méglicherweise weniger als 50 Proben verarbeiten. QIAGEN garantiert bei manueller Verwendung des
QlAamp DSP DNA Blood Mini Kits nur 50 Probenvorbereitungen.

T Enthélt Guanidinhydrochlorid. Nicht mit bleichehaltigen Desinfektionsmitteln kompatibel. Weitere Informationen

finden Sie in Abschnitt 6. ,Warnungen und VorsichtsmaBnahmen”
* Enthélt Natriumazid als Konservierungsmittel.

§ Siehe Abschnitt 9 fir das "Vorbereiten der Reagenzien und Puffer" auf Seite 25.
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4.2. Bestandteile des Kits

Die Hauptbestandteile des Kits, die aktive Inhaltsstoffe enthalten, sind im Folgenden

beschrieben.

Tabelle 1. Aktive Inhaltsstoffe in den enthaltenen Reagenzien

Reagenz Wirkstoffe Konzentration (w/w) [%]

QIAGEN Protease Subtilisin >0to< 100
Guanidinhydrochlorid > 30 bis < 50

A Maleinsdure >0,1bis< 1

AW1 Guanidinhydrochlorid > 50 bis <70

Kontrollen und Kalibratoren

Um das Risiko einer negativen Auswirkung auf die Ergebnisse der diagnostischen Tests zu

minimieren, sollten in nachgelagerten Anwendungen geeignete Kontrollen verwendet werden.
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5. Erforderliche, nicht im Lieferumfang
enthaltene Materialien

Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien immer einen geeigneten Laborkittel, Einmal-
Handschuhe und eine Schutzbrille. Weitere Informationen entnehmen Sie den entsprechenden

Sicherheitsdatenblattern, die vom Hersteller des jeweiligen Produkts bereitgestellt werden.

5.1. Zusétzliche Reagenzien

« Ethanol (96-100 %)"

5.2. Verbrauchsmaterialien

e Pipettenspitzen (zur Vermeidung von Kreuzkontaminationen empfehlen wir dringend

Pipettenspitzen mit Aerosolbarrieren)

5.3. Ausstattung

Stellen Sie vor dem Gebrauch sicher, dass die Gerdte gemdB den Empfehlungen des

Herstellers gepriift und kalibriert wurden.

* Pipetten (einstellbar)

* Heizblock fir die Lyse von Proben bei 56 °C (fir 1,5-ml-Mikrotestréhrchen)
* Mikrozentrifuge

e Messzylinder (50 ml)

¢ Vortexer

“Es darf kein denaturierter Alkohol verwendet werden, der andere Stoffe wie z. B. Methanol oder Methylethylketon
enthélt.
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Nur fir das Vakuum-Verfahren

* QlAvac 24 Plus vacuum system (Vakuumsystem) (Kat. -Nr. 19413) oder gleichwertig
 Optional: VacValves (Kat. -Nr. 19408)

* QlAvac Connecting System (Verbindungssystem) (Kat. -Nr. 19419) oder gleichwertig

e Vacuum Pump (Vakuumpumpe) (Kat. -Nr. 84020 oder 9003250) oder eine gleichwertige

Pumpe, die ein Vakuum von —800 bis =900 mbar erzeugen kann

Nur fir das automatisierte Verfahren

* QlAcube Connect MDx Instrument (Kat. -Nr. 2003070)

 Rotor Adapter (Kat. -Nr. 990394)

* Rotor Adapter Holder (Kat. -Nr. 990392)

« Sample Tubes CB (Kat. -Nr. 990382; Proben-Eingangsréhrchen)

* Shaker Rack Plugs (Schittelblock-Verschlisse) (Kat. -Nr. 9017854)

* Reagent Bottles (Reagenzienflaschen), 30 ml (Kat. -Nr. 990393)

e Filter-Tips (Filterspitzen), 1000 pl (Kat. -Nr. 990352)

* Filter-Tips (Filterspitzen), 200 pl (Kat. -Nr. 990332)

* SafeSeal Tube (SafeSeal-Reaktionsgefaf), 1,5 ml (Sarstedt®, Kat. -Nr. 72.706)
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6. Warnungen und Vorsichtsmaf3nahmen

Bitte beachten Sie, dass Sie bei der Meldung schwerwiegender Vorkommnisse im
Zusammenhang mit dem Gerdat an den Hersteller und/oder dessen autorisierten Vertreter und
die Aufsichtsbehorde, die fir den Benutzer und/oder Patienten zustdndig ist, maglicherweise

lhre lokalen Vorschriften beachten missen.
Zur Verwendung in der In-vitro-Diagnostik.

Lesen Sie alle Anweisungen vor Verwendung des Kits genau durch.

6.1. Sicherheitshinweise

Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien immer einen geeigneten Laborkittel, Einmal-
Handschuhe und eine Schutzbrille. Weitere Informationen sind den entsprechenden
Sicherheitsdatenblattern (SDB) zu entnehmen. Diese sind online in einem praktischen und
kompakten PDF-Format unter www.qiagen.com/safety verfiigbar. Dort kénnen Sie das SDB fiir
jedes QIAGENKit und jede Kit-Komponente finden, einsehen und ausdrucken.

WARNUNG Verletzungsgefahr
if Es diirfen KEINE Bleichldsungen oder sauren Lésungen direkt zum Abfall der

Probenvorbereitung gegeben werden.

o Llysepuffer (AL) und Waschpuffer 1 (AW1) enthalten Guanidinhydrochlorid, das in
Kombination mit Bleiche hochreaktive Verbindungen bilden kann. Wenn eine Flussigkeit
mit diesen Puffern verschiittet wird, reinigen Sie den Bereich mit einem geeigneten
Laborreinigungsmittel und Wasser. Wenn die verschittete Flissigkeit potenziell infektidse
Stoffe enthdlt, reinigen Sie die Flache zuerst mit Laborreinigungsmittel und Wasser und

danach mit 1 % (v/v) Natriumhypochlorit.

 Bei Beschadigung bzw. Auslaufen missen die Pufferflaschen entsorgt werden. Dabei
missen Sie Handschuhe und eine Schutzbrille tragen, um eine Verletzung bei lhnen und

anderen Personen zu vermeiden.
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* Proben sind potenziell infektids und missen gem&B den lokalen Sicherheitsbestimmungen

behandelt und entsorgt werden.

* QIAGEN hat den bei den Verfahren mit dem QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit
anfallenden Flussigabfall nicht auf infektise Ricksténde untersucht. Daher missen bei der
Arbeit mit diesem Produkt die allgemeinen VorsichtsmaBnahmen im Umgang mit potenziell
infektidsem humanem Ausgangsmaterial (Handschuhe, Laborkittel und Augenschutz)
getroffen werden. Flissigabfall muss als infektids betrachtet und gemdf den lokalen

Sicherheitsbestimmungen behandelt und entsorgt werden.

Notfallinformationen

CHEMTREC
USA und Kanada: 1 800 424 9300

Auflerhalb der USA und Kanadas: +1 703 527 3887
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6.2. Vorsichtsmaf3nahmen

Die folgenden Risiko- und Sicherheitssatze gelten fir die Komponenten des QlAamp DSP DNA
Blood Mini Kits.

Puffer AL Enthélt: Guanidinhydrochlorid und Maleinséure. Warnung! Kann bei Verschlucken oder
Einatmen gesundheitsschadlich sein. Verursacht Hautreizungen. Kann allergische

Hautreaktionen verursachen. Verursacht schwere Augenreizung.

©

Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/Augenschutz/Gesichtsschutz tragen. Bei Unwohlsein
GIFTNOTRUFZENTRALE oder Arzt anrufen. Bei Hautreizung oder -ausschlag: Arztlichen Rat
einholen/drztliche Hilfe hinzuziehen. Kontaminierte Kleidung ausziehen und vor erneutem

Tragen waschen. Inhalt/Behdlter einer zugelassenen Entsorgungsanlage zufihren.

Puffer AW1 Enthalt: Guanidinhydrochlorid. Warnung! Gesundheitsschadlich bei Verschlucken oder
Einatmen. Verursacht Hautreizungen. Verursacht schwere Augenreizung.

Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/Augenschutz/Gesichtsschutz tragen. Kontaminierte

&

Kleidung ausziehen und vor erneutem Tragen waschen. Inhalt/Behélter einer zugelassenen

Entsorgungsanlage zufihren.

QIAGEN Protease Enthélt: Subtilisin. Gefahr! Gesundheitsschadlich bei Verschlucken. Verursacht
Hautreizungen. Verursacht schwere Augenschéden. Kann bei Einatmen Allergie,
asthmaartige Symptome oder Atembeschwerden verursachen. Kann die Atemwege reizen.
Einatmen von Staub/Rauch/Gas/Nebel/Dampf/Aerosol vermeiden.
Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/Augenschutz/Gesichtsschutz tragen. Atemschutz tragen.
BEI KONTAKT MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang behutsam mit Wasser ausspilen.
Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach Méglichkeit entfernen. Weiter ausspilen. BEI
Exposition oder falls betroffen: Sofort GIFTINFORMATIONSZENTRUM oder Arzt anrufen. Die

betroffene Person an die frische Luft bringen und fir ungehinderte Atmung sorgen.
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/. Entsorgung

Der Abfall besteht aus Proben und Reagenzien. In diesem Abfall kdnnen toxische oder
infektiose Materialien enthalten sein, die sachgerecht entsorgt werden missen. Bitte beachten

Sie bei der Entsorgung die geltenden Sicherheitsbestimmungen.
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8. Lagerung und Handhabung

8.1. Lagerung und Handhabung der Reagenzien

Die auf der Verpackung aufgedruckten Verfallsdaten und Lagerungsbedingungen sind zu

beachten. Abgelaufene oder falsch gelagerte Komponenten dirfen nicht verwendet werden.

Das QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit wird bei Umgebungstemperatur geliefert. Nach Erhalt
sollten die QlAamp Mini Spin-Séulen bei 2-8 °C in ihrer Originalverpackung gelagert
werden. Um ein Vermischen von Kit-Komponenten aus unterschiedlichen Kits zu vermeiden,
kennzeichnen Sie die QlAamp Mini Spin-Saulen bitte mit der jeweiligen Kit-Chargennummer.
Alle anderen Kit- Komponenten (Puffer, lyophilisierte  QIAGEN  Protease (QP) und

Kunststoffzubehar) sollten bei Raumtemperatur (15-25 °C) gelagert werden.

Bei korrekter Lagerung ist das QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit bis zu dem auf der
AuBenverpackung aufgedruckten Verfallsdatum haltbar. Unter diesen Bedingungen sind die
Komponenten in ungedffnetem Zustand 2 Jahre lang stabil, ohne EinbuBen bei Leistung und
Qualitat.

Das Produkt nicht verwenden, wenn es auBBerhalb der Spezifikationen gelagert wurde, die
Verpackung beschadigt wurde oder andere Anzeichen eines Verderbs oder einer Fehlfunktion

erkennbar sind.

Stabilitat nach dem Offnen

Rekonstituierte QIAGEN Protease (QP) ist bei 2-8 °C bis zu 1 Jahr oder bis zum Verfallsdatum
des Kits haltbar, je nachdem, was zuerst eintritt. Die QIAGEN Protease (QP)-Stammldsung

sollte nicht Gber léngere Zeitrdume bei Raumtemperatur aufbewahrt werden.

Rekonstituierter Waschpuffer 1 (AW 1) und rekonstituierter Waschpuffer 2 (AW2) kénnen bei
Raumtemperatur bis zu 1 Jahr oder bis zum Verfallsdatum des Kits gelagert werden, je

nachdem, welcher Zeitraum kiirzer ist.
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Befolgen Sie zur Puffervorbereitung fiir das automatisierte Verfahren die Anweisungen im
QIAcube Connect MDx Benutzerhandbuch (verfigbar unter der Registerkarte ,Resources”

(Ressourcen) auf der Produktseite unter www.qiagen.com).

8.2. Lagerung und Handhabung der Proben

Das QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit ist zur Verwendung mit den in Abschnitt 13
aufgefilhrten Probenarten bestimmt. , Anwendungseinschrénkungen”. Alle Proben sind als
potenziell gefdhrlich zu behandeln. Die Probenstabilitdt und die Leistung der
Nukleinsgureextraktion héngen in hohem Mafe von verschiedenen Faktoren ab, wie z. B.
dem Probenentnahmesystem und der Entnahmemethode, der Lagertemperatur, den Einfrier-
Auftau-Zyklen sowie den Transportbedingungen, und héngen zudem von der jeweiligen
nachgelagerten Anwendung ab. Dies wurde fir das QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit in
Verbindung mit beispielhaffen Methoden und Systemen der Probenentnahme sowie
nachgelagerten Anwendungen belegt. Es obliegt dem Anwender, die Gebrauchsanweisung
zu dem jeweiligen Gerat zur Probenentnahme und der nachgelagerten Anwendung, die in
seinem Labor genutzt werden, zu lesen und/oder den gesamten Arbeitsablauf zu validieren,

um die richtigen Bedingungen festzulegen.

8.2.1. Probenentnahme

Allgemeine Empfehlungen zu Entnahme, Transport und Llagerung finden Sie in der
genehmigten CLSI-Richtlinie MM13-A, Collection, Transport, Preparation, and Storage of
Specimens for Molecular Methods (1). Des Weiteren sind bei Probenvorbereitung, -lagerung
und -transport und der allgemeinen Handhabung die Anweisungen des Herstellers fir die

gewdhlte Probenentnahmevorrichtung einzuhalten.

Unabhdngig von den Anweisungen des Herstellers des Blutentnahmerdhrchens ist die Norm
ISO 20186-2:2019 (E) fir die Extraktion genomischer DNA aus vendsem Vollblut zu

bericksichtigen.

Es kénnen mit EDTA oder ACD (Citrat) behandelte Vollblutproben sowohl frisch als auch

gefroren verwendet werden.
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Hinweis : Informationen zu  Knochenmarkaspirat- Proben  finden Sie in  der
Gebrauchsanweisung (Handbuch) fir das ipsogen IDHT RGQ PCR Kit.
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8.2.2. Handhabung der Proben

Die Ausbeute und Qualitét der aufgereinigten DNA héngen von den Bedingungen bei der
Lagerung der Probe ab. Einfrieren und Auftauen von Proben kann Auswirkungen auf die DNA-
Ausbeute und -Qualitét haben. Gefrorene Blutproben sollten in einem 37 °C warmen
Wasserbad unter leichtem Schwenken aufgetaut werden, um eine grindliche Durchmischung
zu gewdhrleisten, und anschlieBend vor Beginn des Verfahrens auf Raumtemperatur gebracht
werden. Wenn frische Blutproben in Primarréhrchen verwendet werden, mischen Sie die
Blutproben (z. B. durch mehrmaliges Umdrehen der Rshrchen) vor der Uberfihrung von
Proben griindlich. Um eine zuverlassige Uberfihrung der Proben zu gewdhrleisten, vermeiden
Sie Schaumbildung in den Probenrdhrchen. Vermeiden Sie méglichst die Bildung von

Blutgerinnseln und iberfishren Sie die Probe nur, wenn keine Gerinnsel vorhanden sind.

Beim Auftauen der Proben entstandene Kryoprdzipitate verstopfen die Membran der QlAamp
Mini Spin-Séule oder kénnen das automatisierte Verfahren auf dem QlAcube Connect MDx

beeintréchtigen. Wenn Kryopréazipitate sichtbar sind, aspirieren Sie diese nicht.

Stérsubstanzen in Proben

GemaB 1SO 20186-2:2019 (E) kann Heparin aus Blutentnahmerdhrchen die Reinheit der
isolierten Nukleinsguren beeintrachtigen, und eine mdgliche Verschleppung in die Eluate
kénnte bei einigen nachgeschalteten Anwendungen zu Hemmungen fihren. Wir empfehlen
daher die Verwendung von Blutproben, die mit EDTA oder Citrat als Antikoagulans behandelt

wurden.
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9. Wichtige Hinweise vor Beginn

+ Uberpriifen Sie alle Kit-Komponenten nach der Lieferung auf Beschadigungen. Falls die
Blisterpackungen oder die Pufferflaschen beschadigt sind, wenden Sie sich an den
technischen Support von QIAGEN oder lhren lokalen Vertriebshéndler. Im Falle des
Verschittens von Flussigkeiten siehe Abschnitt 6.1. ,Sicherheitshinweise”. Verwenden Sie
keine beschadigten Kit-Komponenten, da dies zu einer Beeintréchtigung der Leistung des

Kits, zu Verletzungen des Anwenders oder Gerdteschdden fihren kann.

* Wechseln Sie zwischen den verschiedenen Pipettierschritten stets die Pipettenspitzen. Zur
Minimierung  von  Kreuzkontaminationen  empfehlen ~ wir,  Pipetftenspitzen  mit

Aerosolbarriere zu verwenden.

e Tragen Sie wéhrend des gesamten Verfahrens Einweghandschuhe und prifen Sie diese
regelmaBig auf Verschmutzung mit Probenmaterial. Entsorgen Sie die Handschuhe, falls

sie kontaminiert wurden.
 Um Kreuzkontamination zu minimieren, darf immer nur ein Réhrchen gedffnet werden.

o Zentrifugieren Sie die Mikrozentrifugenrdhrchen nach jedem Vortexen in Impulsen, um
Tropfen von der Unterseite der Deckel zu entfernen. Achten Sie darauf, dass wahrend des

gesamten Vorgangs die Rickverfolgbarkeit der Proben gewdhrleistet ist.
* Alle Zentrifugationsschritte werden bei Raumtemperatur durchgefihrt.

* Achten Sie darauf, dass wdhrend des gesamten Vorgangs die Rickverfolgbarkeit der

Proben gewdhrleistet ist.

* Bei QIAGEN wird jede einzelne Kit-Charge im Rahmen der Qualitatskontrolle vor Freigabe
einem Funktionstest unterzogen. Mischen Sie daher keine Reagenzien aus verschiedenen
Kit- Chargen und kombinieren Sie keine einzelnen Reagenzien aus verschiedenen

Reagenzienchargen.
* Vermeiden Sie eine Verunreinigung der Kit-Reagenzien mit Mikroorganismen.

* Wir empfehlen, die Arbeiten an einer Sicherheitswerkbank durchzufihren, bis die Proben

lysiert sind, um das mit potenziell infektidsem Material verbundene Infektionsrisiko zu

24 QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit Gebrauchsanweisung, Rev. 02, 05/2026



minimieren.

 Befolgen Sie fir die Automatisierung die Anweisungen auf der Benutzeroberfléche
(QlAcube Connect MDx) und beachten Sie das QIAcube Connect MDx
Benutzerhandbuch, www.qiagen.com/HB-2794

 Allgemeine Informationen zum QlAvac 24 Plus System finden Sie im QIAvac 24 Plus
Handbuch, www.qiagen.com/HB-0496

¢ Das Kit darf nur von Personen verwendet werden, die in der Laborpraxis fir die In-vitro-

Diagnostik geschult sind.

Vorbereiten der Reagenzien und Puffer
» Vorbereiten der QIAGEN Protease

Geben Sie 1,2 ml Protease-Lsungsmittel (PS) in das Flaschchen mit der lyophilisierten
QIAGEN Protease (QP) und mischen Sie vorsichtig. Mischen Sie das Fldschchen mehrmals
durch Umschwenken, um Schaumbildung zu vermeiden. Stellen Sie sicher, dass die
QIAGEN Protease (QP) vollsténdig geldst ist.

Die QIAGEN Protease (QP) darf nicht direkt in den Lysepuffer (AL) gegeben werden.

Hinweis: Rekonstituierte QIAGEN Protease (QP) ist bei Lagerung bei bis zu 1 Jahr stabil.2—
8 °C oder bis zum Verfallsdatum des Kits, je nachdem, welcher Zeitpunkt friher liegt. Eine
Aufbewahrung der QIAGEN Protease (QP) Stammlésung bei Raumtemperatur  iber

l&ngere Zeitrdume ist zu vermeiden.
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« Vorbereiten von Waschpuffer 1

Geben Sie 25 ml Ethanol (96-100 %) in die Flasche mit 19 ml Waschpuffer 1 (AW1)-
Konzentrat, wie auf der Flasche beschrieben. Geben Sie auf dem Etikett an, dass Ethanol
hinzugefigt wurde. Llagern Sie den rekonstituierten Waschpuffer 1 (AWIT) bei

Raumtemperatur.

Mischen Sie vor Beginn des Verfahrens stets den rekonstituierten Waschpuffer 1 (AW1),

indem Sie die Flasche mehrmals Gber Kopf drehen.
« Vorbereitung von Waschpuffer 2 '

Geben Sie (wie auf der Flasche beschrieben) 30 ml Ethanol (96100 %)* in die Flasche mit
13 ml Waschpuffer 2 (AW2)-Konzentrat. Geben Sie auf dem Etikett an, dass Ethanol
hinzugefigt wurde. Llagern Sie den rekonstituierten Waschpuffer 2 (AW2) bei

Raumtemperatur.

Mischen Sie vor Beginn des Verfahrens stets den rekonstituierten Waschpuffer 2 (AW?2),

indem Sie die Flasche mehrmals iber Kopf drehen.

*Enthélt ein Guanidinsalz. Ergreifen Sie bei der Handhabung geeignete LaborsicherheitsmaBnahmen und tragen Sie
Schutzhandschuhe. Nicht mit bleichehaltigen Desinfektionsmitteln kompatibel. Siehe Abschnitt 6.1 ,Sicherheitshinweise”.
TEs darf kein denaturierter Alkohol verwendet werden, der andere Stoffe wie z. B. Methanol oder Methylethylketon
enthalt.

TEnthalt Natriumazid als Konservierungsmittel.

*Es darf kein denaturierter Alkohol verwendet werden, der andere Stoffe wie z. B. Methanol oder Methylethylketon
enthélt.
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* Vorbereiten des Elutionspuffers

Im Lieferumfang des Kits ist eine Flasche Elutionspuffer (AE) enthalten. Um eine
Kontamination des Elutionspuffers (AE) zu vermeiden, empfehlen wir dringend, beim
Pipettieren von Elutionspuffer (AE) aus der Flasche Pipettenspitzen mit Aerosolfiltern zu

verwenden und die Flasche sofort danach wieder zu verschliefBen.

Der Elutionspuffer (AE) enthdlt das Konservierungsmittel Natriumazid, das eine Extinktion
bei 260 nm aufweist. Stellen Sie daher bei der Quantifizierung von DNA im Eluat durch
Messung der Extinktion bei 260 nm, bei der Bestimmung der DNA-Reinheit im Eluat durch
Messung der Extinktion bei 260 nm und 280 nm oder beim Scannen der Extinktion im
Bereich zwischen 220 nm und 350 nm sicher, dass der Leerwert die gleiche Konzentration
an Natriumazid enthélt wie das Eluat. Wenn Sie beispielsweise das Eluat fir
Extinktionsmessungen vorbereiten, indem Sie 50 pl Eluat mit 100 pl Wasser verdinnen,
sollten Sie den Leerwert vorbereiten, indem Sie 50 pl Elutionspuffer (AE) mit 100 pl Wasser

verdinnen. Verwenden Sie fir die Verdiinnungen frisches, destilliertes Wasser.
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Handhabung von QIAamp Mini Spin-Séulen

Wegen der Sensitivitat der Nukleinsaure-Amplifikationstechnik sind bei der Handhabung der
QlAamp  Mini  Spin- Séulen die folgenden  VorsichtsmaBnahmen  nétig, um

Kreuzkontaminationen zwischen den Probenvorbereitungen zu vermeiden:

* Gehen Sie beim Auftragen der Probe bzw. Lésung auf die QlAamp Mini Spin-Sdule
behutsam vor. Achten Sie beim Pipettieren der Probe in die QlAamp Mini Spin-Sdule

darauf, den Rand der Séule nicht zu benetzen.

* Wechseln Sie zwischen allen Pipettierschritten stets die Pipettenspitzen. Wir empfehlen die

Verwendung von Pipettenspitzen mit Aerosolbarrieren.

» Achten Sie darauf, dass Sie die Membran der QlAamp Mini Spin-Séule nicht mit der

Pipettenspitze berihren.

+ Offnen Sie stefs nur eine QlAamp Mini Spin-Séule und vermeiden Sie Aerosolbildung.

Einrichtung des QlAvac 24 Plus Vakuumsystems

Allgemeine Informationen zum QlAvac 24 Plus-System finden Sie im entsprechenden

Handbuch.

Stellen Sie sicher, dass Sie die QlAamp Mini Spin-Séule, den VacConnector (VC) und das
VacValve korrekt einrichten (siehe Abbildung 2).
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Abbildung 2. Zusammenbau der Komponenten des QlAamp DSP DNA Blood Mini Kits fiir die Vakuumverarbeitung

von Proben.

(1) VacValve, (2) VacConnector (VC) und (3) QlAamp Mini Spin-Séule.

Bei Anwendung des Vakuumverfahrens mit dem QlAvac 24 Plus Vakuumsystem empfehlen
wir, die Lyserdhrchen (LT), Elutionsréhrchen (ET) und QIAamp Mini Spin-Séulen gem&B dem
Schema in Abbildung 3 zu beschriften, um eine Verwechslung von Proben zu vermeiden.
Diese Abbildung kann ausgedruckt und mit den Probenbezeichnungen beschriftet werden.
Wir empfehlen die Verwendung einer vergleichbaren Vorlage bei Einsatz anderer

Vakuumsysteme oder Anwendung des Spin-Verfahrens.
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Abbildung 3. Beschriftungsschema fiir Lyseréhrchen (LT), Elutionsrdhrchen (ET) und QlAamp Mini Spin-Séulen zur
Verwendung auf dem QlAvac 24 Plus Vakuumsystem.

30 QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit Gebrauchsanweisung, Rev. 02, 05/2026



10. Protokoll: Isolierung und Aufreinigung
genomischer DNA aus Blutproben unter
Verwendung einer Mikrozentrifuge oder

automatisierte Aufreinigung mit dem QlAcube
Connect MDx

Zur Isolierung und Aufreinigung genomischer DNA aus mit EDTA oder Citrat versetzten 200-

pl- Vollblutproben unter Verwendung einer Mikrozentrifuge oder automatisiert mit dem

QlAcube Connect MDx.

Wichtige Hinweise vor Beginn

In den folgenden Verfahrensanweisungen wird die Verarbeitung einer einzelnen Blutprobe
beschrieben. Es kénnen jedoch mehrere Proben gleichzeitig verarbeitet werden. Die

genaue Anzahl ist abhdngig von der Kapazitdt der verwendeten Mikrozentrifuge.

Auf dem QIAcube Connect MDx Gerét kann die automatisierte Verarbeitung von 2-10
oder 12 Proben durchgefiihrt werden.

Befolgen Sie fir die Automatisierung die Anweisungen auf der Benutzeroberfléche
(QlAcube Connect MDx) und beachten Sie das QIAcube Connect MDx
Benutzerhandbuch, www.qiagen.com/HB-2794

10.1. Vorbereitende Schritte

Aquilibrieren Sie die Blutproben auf Raumtemperatur und stellen Sie sicher, dass sie gut

gemischt sind.

Achten Sie darauf, dass alle Reagenzien und die QlAamp Mini Spin-Sdulen (in

geschlossenen Blisterpackungen) auf Raumtemperatur dquilibriert werden.
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Stellen Sie einen Heizblock fiir Schritt 4 auf 56 °C ein (erforderlich fir das manuelle

Verfahren und das automatisierte Verfahren mit manueller Offboard-Lyse).

Vergewissern Sie sich, dass Waschpuffer 1 (AW 1), Waschpuffer 2 (AW2) und QIAGEN
Protease (QP) gemdf3 den Anweisungen in ,Vorbereiten der Reagenzien und Puffer” in

Abschnitt 9. ,Wichtige Hinweise vor Beginn” vorbereitet wurden.

Wenn sich im Lysepuffer (AL) Niederschlag gebildet hat, [&sen Sie diesen durch Inkubation
bei 56 °C auf.

Bei QIAGEN wird jede einzelne Kit-Charge im Rahmen der Qualitatskontrolle zur Freigabe
einem Funktionstest unterzogen. Mischen Sie daher keine Reagenzien aus verschiedenen
Kit- Chargen und kombinieren Sie keine einzelnen Reagenzien aus verschiedenen

Reagenzienchargen.

Verfahren

32

Fir das manuelle Verfahren mit einer Mikrozentrifuge fihren Sie die Schritte 1-17 aus.
Dieses Verfahren kann in 3 verschiedenen Versionen automatisiert werden:

© Elutionsvolumen: 100 pl, vollsténdig automatisiert (Automatisierung ab Schritt 1)

° Elutionsvolumen: 200 pl, vollstandig automatisiert (Automatisierung ab Schritt 1)

°© Manuelle Lyse: teilweise automatisiert mit manueller Off- Board- Lyse und
Elutionsvolumina von 100-200 pl in Schritten von 10 pl (Automatisierung nach Schritt
3)

Pipettieren Sie 20 pl QIAGEN Protease (QP) in ein Lyserdhrchen (LT).

® Uberprisfen Sie vor dem Gebrauch das Verfallsdatum der rekonstituierten Protease.
200 pl Blutprobe in das Lyserdhrchen (LT) geben.

Geben Sie 200 pl Lysepuffer (AL) in das Lysershrchen (LT). SchlieBen Sie den Deckel und

mischen Sie den Inhalt des Réhrchens > 15 s lang durch Vortexen in Impulsen.

® zur Gewdhrleistung einer effizienten Lyse missen Probe und Lysepuffer (AL) griindlich

vermischt werden, sodass eine homogene Lésung entsteht.
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® Da der Lysepuffer (AL) eine hohe Viskositat aufweist, achten Sie darauf, dass das

korrekte Volumen von Lysepuffer (AL) zugegeben wird, indem Sie genau pipettieren.
(® Die QIAGEN Protease (QP) darf nicht direkt in den Lysepuffer (AL) gegeben werden.
4. Inkubieren Sie 10 min lang bei 56 °C in einem Heizblock.

5. Zentrifugieren Sie das Lyserdhrchen (LT) = 5's lang bei voller Drehzahl, um Tropfen aus

dem Inneren des Deckels zu entfernen.

Hinweis: Falls die manuelle Lyse (Schritte 1-5) extern (off-board) durchgefiihrt wurde,
kénnen die folgenden Schritte (Schritte 6~17) auf dem QlAcube Connect MDx unter

Verwendung des Protokolls fir die manuelle Lyse automatisiert werden.

6. Geben Sie 200 pl Ethanol (96-100 %) in das Lysershrchen (LT). SchlieBen Sie den Deckel

und mischen Sie grindlich durch > 15 s langes Vortexen in Impulsen.

7. Zentrifugieren Sie das Lyserdhrchen (LT) > 5 s lang bei voller Drehzahl, um Tropfen aus

dem Inneren des Deckels zu entfernen.

8. Geben Sie vorsichtig das gesamte Lysat aus Schritt 7 in die QlAamp Mini Spin-Saule,
ohne dabei den Rand zu benetzen. Achten Sie darauf, dass Sie die Membran der

QIAamp Mini Spin-Séule nicht mit der Pipettenspitze berihren.

Hinweis: Wenn Sie mehrere Proben verarbeiten, &ffnen Sie immer nur ein Lyserdhrchen

(LT) gleichzeitig und achten Sie darauf, die Bildung von Aerosolen zu vermeiden.

9. SchlieBen Sie den Deckel der QlAamp Mini Spin-Séule und zentrifugieren Sie 1 min lang
bei ca. 6 000x g. Stellen Sie die QlAamp Mini Spin-Sdule in ein sauberes
Waschrohrchen (Wash Tube, WT) und verwerfen Sie das Réhrchen mit dem Filtrat.

a. Falls das Lysat nach der Zentrifugation bei 6 000 x g (8 000 U/min) die Membran
nicht vollsténdig passiert hat, zentrifugieren Sie erneut 1 min lang bei voller Drehzahl
(bis zu 20 800 x g).

b. Wenn das Lysat wahrend der Zentrifugation die Membran noch nicht passiert hat,
entsorgen Sie die QlAamp Mini Spin-Sdule und wiederholen Sie das Verfahren mit

einer neuen Probe.
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Offnen Sie vorsichtig die QlAamp Mini Spin-Séule und geben Sie 500 pl Waschpuffer 1
(AW1) hinzu, ohne dabei den Rand zu benetzen. Achten Sie darauf, dass Sie die
Membran der QlAamp Mini Spin-Saule nicht mit der Pipettenspitze berhren.

SchlieBen Sie den Deckel der QlAamp Mini Spin-Séule und zentrifugieren Sie 1 min lang
bei ca. 6 000x g. Stellen Sie die QlAamp Mini Spin-Sdule in ein sauberes
Waschrohrchen (Wash Tube, WT) und verwerfen Sie das Rohrchen mit dem Filtrat.

Offnen Sie vorsichtig die QlAamp Mini Spin-Séule und geben Sie 500 pl Waschpuffer 2
(AW2) hinzu, ohne dabei den Rand zu benetzen. Achten Sie darauf, dass Sie die
Membran der QlAamp Mini Spin-Séule nicht mit der Pipettenspitze berihren.

SchlieBBen Sie den Deckel der QlAamp Mini Spin-Séule und zentrifugieren Sie 1 min lang
bei voller Drehzahl (ca. 20 000 x g oder 14 000 U/min). Stellen Sie die QlAamp Mini
Spin-Sdule in ein sauberes Waschréhrchen (Wash Tube, WT) und verwerfen Sie das

Réhrchen mit dem Filtrat.

Zentrifugieren Sie 3 min lang bei voller Drehzahl (ca. 20 000 x g oder 14 000 U/min),

um die Membran vollsténdig zu trocknen.

Hinweis: Das Auslassen der Zentrifugation zur Trocknung kann zu einer Hemmung der

nachgelagerten Anwendung fihren.

Setzen Sie die QlAamp Mini Spin-Séule in ein sauberes Elutionsrohrchen (ET) und
entsorgen Sie das Waschrshrchen (WT) mit dem Filtrat. Offnen Sie vorsichtig den Deckel
der QlAamp Mini Spin-Sdule und geben Sie 50 bis 200 pl Elutionspuffer (AE) (je nach
nachgeschalteter Anwendung) in die Mitte der Membran.

(® Verwenden Sie ein neves Elutionsréhrchen (ET), um eine Kontamination mit Resten der

Waschpuffer zu vermeiden, die zu einer Hemmung der nachgeschalteten Anwendung

fihren konnte.

(® Geben Sie bei kleineren Elutionsvolumina den Elutionspuffer (AE) in die Mitte der
Membran, um eine optimale Riickgewinnung von Nukleinsduren und Elutionspuffer (AE)

zu gewdhrleisten.
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17.

® Das Elutionsvolumen  sollre entsprechend den Anforderungen der nachgelagerten
Anwendung gewdhlt werden. Im automatisierten Workflow sind Elutionsvolumina von
100-200 pl in 10-pl-Schritten méglich. Das gewonnene Eluatvolumen kann geringer sein
als das auf die Séule aufgegebene Volumen an Elutionspuffer, da nach der Zentrifugation

Reste des Elutionspuffers von der Membran der Spin-Sdule zurickgehalten werden.
@ stellen Sie sicher, dass der Elutionspuffer auf Raumtemperatur temperiert ist.
SchlieBBen Sie den Deckel und inkubieren Sie 1 Minute lang bei Raumtemperatur.

Setzen Sie das Elutionsréhrchen (ET) in die Zentrifuge ein. Richten Sie die ET-Deckel so
aus, dass sie entgegen der Drehrichtung des Rotors zeigen (z. B. wenn sich der Rotor im
Uhrzeigersinn dreht, richten Sie die Deckel gegen den Uhrzeigersinn aus). Zentrifugieren
Sie ca. 1 min lang bei 6000 x g (8000 U/min), um die DNA zu eluieren.

Hinweis: Entnehmen Sie bei allen automatisierten Verfahren die Eluate unmittelbar nach

Abschluss des Laufs aus dem Gerdt und lagern Sie diese fir die weitere Verwendung.
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11. Protokoll: Isolierung und Aufreinigung
genomischer DNA aus Knochenmarkaspirat-
Proben mittels einer Mikrozentrifuge

Zur Isolierung und Aufreinigung genomischer DNA aus 200 pl Knochenmarkaspirat-Proben,
die mit K2- EDTA- Blutentnahmeréhrchen entnommen wurden, unter Verwendung einer

Mikrozentrifuge.

Hinweis: Siehe auch die Gebrauchsanweisung (Handbuch) fir das ipsogen IDHT RGQ PCR
Kit.

Wichtige Hinweise vor Beginn

¢ In folgendem Verfahren wird die Verarbeitung einer einzelnen Knochenmarkaspirat-Probe
beschrieben. Es kénnen jedoch mehrere Proben gleichzeitig verarbeitet werden. Die

genaue Anzahl ist abhdngig von der Kapazitdt der verwendeten Mikrozentrifuge.

11.1. Vorbereitende Schritte

+ Aquilibrieren Sie die Proben auf Raumtemperatur und stellen Sie sicher, dass sie gut

gemischt sind.

e Achten Sie darauf, dass alle Reagenzien und die QlAamp Mini Spin-Séulen (in

geschlossenen Blisterpackungen) auf Raumtemperatur aquilibriert werden.
« Stellen Sie einen Heizblock fir die Verwendung in Schritt 4 auf 56 °C ein.

 Vergewissern Sie sich, dass Waschpuffer 1 (AW1), Waschpuffer 2 (AW2) und QIAGEN
Protease (QP) gemaB den Anweisungen in ,Vorbereiten der Reagenzien und Puffer” in

Abschnitt 9. ,Wichtige Hinweise vor Beginn” vorbereitet wurden.

* Wenn sich im Lysepuffer (AL) Niederschlag gebildet hat, Isen Sie diesen durch Inkubation
bei 56 °C auf.
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Bei QIAGEN wird jede einzelne Kit-Charge im Rahmen der Qualitatskontrolle zur Freigabe
einem Funktionstest unterzogen. Mischen Sie daher keine Reagenzien aus verschiedenen
Kit- Chargen und kombinieren Sie keine einzelnen Reagenzien aus verschiedenen

Reagenzienchargen.

Verfahren

1.

Pipettieren Sie 20 pl QIAGEN Protease (QP) in ein Lyserdhrchen (LT).
Uberpriifen Sie vor dem Gebrauch das Verfallsdatum der rekonstituierten Protease.
Geben Sie 200 pl der Probe in das Lysershrchen (LT).

Geben Sie 200 pl Lysepuffer (AL) in das Lyserdhrchen (LT). SchlieBen Sie den Deckel und

mischen Sie den Inhalt des Réhrchens > 15 s lang durch Vortexen in Impulsen.

® zur Gewdhrleistung einer effizienten Lyse missen Probe und Lysepuffer (AL) grindlich

vermischt werden, sodass eine homogene Lésung entsteht.

® Da der Lysepuffer (AL) eine hohe Viskositat aufweist, achten Sie darauf, dass das

korrekte Volumen von Lysepuffer (AL) zugegeben wird, indem Sie genau pipettieren.
(® Die QIAGEN Protease (QP) darf nicht direkt in den Lysepuffer (AL) gegeben werden.
Inkubieren Sie 10 min lang bei 56 °C in einem Heizblock.

Zentrifugieren Sie das Lyserdhrchen (LT) > 5 s lang bei voller Drehzahl, um Tropfen aus

dem Inneren des Deckels zu entfernen.

Geben Sie 200 pl Ethanol (26-100 %) in das Lyserdhrchen (LT). SchlieBen Sie den Deckel

und mischen Sie grindlich durch > 15 s langes Vortexen in Impulsen.

Zentrifugieren Sie das Lysershrchen (LT) > 5 s lang bei voller Drehzahl, um Tropfen aus

dem Inneren des Deckels zu entfernen.

Geben Sie vorsichtig das gesamte Lysat aus Schritt 7 in die QlAamp Mini Spin-Saule,
ohne dabei den Rand zu benetzen. Achten Sie darauf, dass Sie die Membran der

QIAamp Mini Spin-Saule nicht mit der Pipettenspitze berihren.
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Hinweis: Wenn Sie mehrere Proben verarbeiten, &ffnen Sie immer nur ein Lyserdhrchen

(LT) gleichzeitig und achten Sie darauf, die Bildung von Aerosolen zu vermeiden.

SchlieBen Sie den Deckel der QIAamp Mini Spin-Séule und zentrifugieren Sie 1 min lang
bei ungefdhr 6 000 x g. Stellen Sie die QlAamp Mini Spin-Sdule in ein sauberes
Waschrohrchen (Wash Tube, WT) und verwerfen Sie das Réhrchen mit dem Filtrat.

a. Wenn das Lysat nach der Zentrifugation bei 6 000 x g (8 000 U/min) die Membran
nicht vollsténdig passiert hat, zentrifugieren Sie erneut 1 min lang bei voller Drehzahl
(bis zu 20 800 x g).

b. Wenn das Lysat wahrend der Zentrifugation die Membran noch nicht passiert hat,
entsorgen Sie die QlAamp Mini Spin-Séule und wiederholen Sie das Verfahren mit

einer neuen Probe.

Offnen Sie vorsichtig die QlAamp Mini Spin-Séule und geben Sie 500 pl Waschpuffer 1
(AW1) hinzu, ohne dabei den Rand zu benetzen. Achten Sie darauf, dass Sie die
Membran der QlAamp Mini Spin-Saule nicht mit der Pipettenspitze berhren.

SchlieBen Sie den Deckel der QIAamp Mini Spin-Séule und zentrifugieren Sie 1 min lang
bei ca. 6 000x g. Stellen Sie die QlAamp Mini Spin-Sdule in ein sauberes
Waschrohrchen (Wash Tube, WT) und verwerfen Sie das Rohrchen mit dem Filtrat.

Offnen Sie vorsichtig die QlAamp Mini Spin-Séule und geben Sie 500 pl Waschpuffer 2
(AW2) hinzu, ohne dabei den Rand zu benetzen. Achten Sie darauf, dass Sie die
Membran der QlAamp Mini Spin-Séule nicht mit der Pipettenspitze berihren.

SchlieBBen Sie den Deckel der QlAamp Mini Spin-Séule und zentrifugieren Sie 1 min lang
bei voller Drehzahl (ca. 20 000 x g oder 14 000 U/min). Stellen Sie die QlAamp Mini
Spin-Sdule in ein sauberes Waschréhrchen (Wash Tube, WT) und verwerfen Sie das

Réhrchen mit dem Filtrat.

Zentrifugieren Sie 3 min lang bei voller Drehzahl (ca. 20 000 x g oder 14 000 U/min),

um die Membran vollsténdig zu trocknen.

Hinweis: Das Auslassen der Zentrifugation zur Trocknung kann zu einer Hemmung der

nachgelagerten Anwendung fihren.
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16.
17.

Setzen Sie die QlAamp Mini Spin-Saule in ein sauberes Elutionsréhrchen (ET) und
entsorgen Sie das Waschréhrchen (WT) mit dem Filtrat. Offnen Sie vorsichtig den Deckel
der QlAamp Mini Spin-Séule und geben Sie 200 pl Elutionspuffer (AE) in die Mitte der
Membran.

@ Verwenden Sie ein neues Elutionsrdhrchen, um eine Kontamination durch
Waschpufferreste zu vermeiden, die zu einer Hemmung der nachgelagerten Anwendung

fihren kénnten.

(® Geben Sie bei kleineren Elufionsvolumina den Elutionspuffer (AE) in die Mitte der
Membran, um eine optimale Rickgewinnung von Nukleinséuren und Elutionspuffer (AE)

zu gewdhrleisten.

® Das Elutionsvolumen sollte entsprechend den Anforderungen der nachgelagerten
Anwendung gewdhlt werden. Denken Sie daran, dass das Volumen des
wiedergewonnenen Eluats geringer sein kann als das Volumen des auf die Séule
aufgegebenen Elutionspuffers, da Elutionspuffer nach der Zentrifugation von der

Membran der Spin-Séule zuriickgehalten werden kann.
@ stellen Sie sicher, dass der Elutionspuffer auf Raumtemperatur temperiert ist.
SchlieBen Sie den Deckel und inkubieren Sie 1 Minute lang bei Raumtemperatur.

Setzen Sie das Elutionsréhrchen (ET) in die Zentrifuge ein. Richten Sie die ET-Deckel so
aus, dass sie entgegen der Drehrichtung des Rotors zeigen (z. B. wenn sich der Rotor im
Uhrzeigersinn dreht, richten Sie die Deckel gegen den Uhrzeigersinn aus). Bei ca. 6 000
x g (8 000 U/min) 1 min lang zentrifugieren, um die DNA zu eluieren.
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12. Protokoll: Isolierung und Aufreinigung
genomischer DNA aus Blutproben unter
Verwendung eines Vakuumsystems

Zur Isolierung und Aufreinigung genomischer DNA aus 200 pl mit EDTA oder Citrat versetzten
Vollblutproben unter Verwendung eines Vakuumsystems wie dem QIAvac 24 Plus

Vakuumsystem.

Wichtiger Hinweis, der vor der Durchfihrung zu beachten ist

In den folgenden Verfahrensanweisungen wird die Verarbeitung einer einzelnen Blutprobe
beschrieben. Das QlAvac 24 Plus  Vakuumsystem erlaubt jedoch die gleichzeitige

Verarbeitung von bis zu 24 Proben.

12.1. Vorbereitende Schritte

+ Aquilibrieren Sie die Blutproben auf Raumtemperatur und stellen Sie sicher, dass sie gut

gemischt sind.

e Achten Sie darauf, dass alle Reagenzien und die QlAamp Mini Spin-Séulen (in

geschlossenen Blisterpackungen) auf Raumtemperatur aquilibriert werden.
« Stellen Sie einen Heizblock fir die Verwendung in Schritt 4 auf 56 °C ein.

* Vergewissern Sie sich, dass Waschpuffer 1 (AW 1), Waschpuffer 2 (AW2) und QIAGEN
Protease (QP) gemdB den Anweisungen in ,Vorbereiten der Reagenzien und Puffer” in

Abschnitt 9. ,Wichtige Hinweise vor Beginn” vorbereitet wurden.

e Wenn sich im Lysepuffer (AL) Niederschlag gebildet hat, [&sen Sie diesen durch Inkubation
bei 56 °C auf.

 Stecken Sie einen VacConnector (VC) in jeden Luer-Adapter des Vakuumsystems, um

Kreuzkontamination zu minimieren.
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Stellen  Sie sicher, dass die Abfallflasche des Vakuumsystems leer ist und alle

Verbindungssticke korrekt verbunden sind.

Bei QIAGEN wird jede einzelne Kit-Charge im Rahmen der Qualitatskontrolle zur Freigabe
einem Funktionstest unterzogen. Mischen Sie daher keine Reagenzien aus verschiedenen
Kit- Chargen und kombinieren Sie keine einzelnen Reagenzien aus verschiedenen

Reagenzienchargen.

Verfahren

1.

Pipettieren Sie 20 pl QIAGEN Protease (QP) in ein Lyserdhrchen (LT).
® Uberpriifen Sie vor dem Gebrauch das Verfallsdatum der rekonstituierten Protease.

Geben Sie 200 pl Blutprobe in das Lyserdhrchen (LT).
Geben Sie 200 pl Lysepuffer (AL) in das Lyserdhrchen (LT). SchlieBen Sie den Deckel und

mischen Sie den Inhalt > 15 s lang durch Vortexen in Impulsen.

® zur Gewdhrleistung einer effizienten Lyse missen Probe und Lysepuffer (AL) grindlich

vermischt werden, sodass eine homogene Lsung entsteht.

® Da der Lysepuffer (AL) eine hohe Viskositat aufweist, achten Sie darauf, dass das

korrekte Volumen von Lysepuffer (AL) zugegeben wird, indem Sie genau pipettieren.
® Die QIAGEN Protease (QP) darf nicht direkt in den Lysepuffer (AL) gegeben werden.

Inkubieren Sie 10 min lang bei 56 °C in einem Heizblock.

Zentrifugieren Sie das Lyserdhrchen (LT) > 5 s lang bei voller Drehzahl, um Tropfen aus

dem Inneren des Deckels zu entfernen.

Geben Sie 200 pl Ethanol (96-100 %) in das Lyserdhrchen (LT). SchlieBen Sie den Deckel

und mischen Sie den Inhalt griindlich > 15 s lang durch Vortexen in Impulsen.

Zentrifugieren Sie das Lyserdhrchen (LT) > 5 s lang bei voller Drehzahl, um Tropfen aus

dem Inneren des Deckels zu entfernen.

Setzen Sie die QlAamp Mini Spin-Séule auf den VacConnector (VC) des Vakuumsystems.

Vergewissern Sie sich, dass das Hauptvakuumventil (zwischen Vakuumsystem und

QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit Gebrauchsanweisung, Rev. 02, 05/2026 41



10.
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Vakuumverteiler) und das Schraubkappenventil (am Vakuumverteiler) geschlossen sind.

Schalten Sie die Vakuumpumpe ein.

Entsorgen Sie das Waschréhrchen (WT) (2 ml), in dem sich die QlAamp Mini Spin-Saule
im Blister befindet.

Hinweis: Das Vakuum wird nur an das Verbindungssystem (falls verwendet) angelegt und

nicht an den Vakuumverteiler.

Geben Sie vorsichtig das gesamte Lysat aus Schritt 7 in die QlAamp Mini Spin-Séule,
ohne dabei den Rand zu benetzen. Achten Sie darauf, dass Sie die Membran der

QIAamp Mini Spin-Saule nicht mit der Pipettenspitze berihren.

Hinweis: Wenn Sie mehrere Proben verarbeiten, &ffnen Sie immer nur ein Lyserdhrchen

(LT) gleichzeitig und achten Sie darauf, die Bildung von Aerosolen zu vermeiden.

Offnen Sie das Hauptvakuumventil. Nachdem das Lysat durch die QlAamp Mini Spin-
Sdule gesogen wurde, schlieBen Sie das Hauptvakuumventil und &ffnen Sie das
Schraubkappenventil am Vakuumverteiler, um den Verteiler zu entliften. SchliefBen Sie

das Schraubkappenventil, nachdem das Vakuum im Verteiler abgebaut wurde.

Nach dem SchlieBen des Hauptvakuumventils wird das Vakuum nur  am

Verbindungssystem (falls verwendet) angelegt, nicht am Vakuumverteiler.

® Verwenden Sie fir einen schnellen Abbau des Vakuums das Schraubkappenventil am

Vakuumverteiler.

Hinweis: Bei gleichzeitiger Verarbeitung mehrerer QlAamp Mini Spin-Séulen empfehlen
wir, das VacValve jeder Saule zu schlieBen, nachdem das Lysat hindurchgelaufen ist, um

die Daver dieses Vakuumschritts zu verkiirzen.

a. Falls das Lysat nach 10 min noch nicht vollsténdig die Membran passiert hat, setzen
Sie die QIAamp Mini Spin-Sdule in ein sauberes Waschrohrchen (WT) ein. Schliefien
Sie den Deckel und zentrifugieren Sie 3 min lang bei 6 000 x g (8 000 U/min) oder
bis das Lysat vollstdndig hindurchgelaufen ist. Setzen Sie die QlAamp Mini Spin-
Séule in ein anderes sauberes Waschréhrchen (WT) ein und fahren Sie mit Schritt 12

fort.
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12.

b. Wenn das Lysat wahrend der Zentrifugation die Membran noch nicht passiert hat,
entsorgen Sie die QlAamp Mini Spin-Séule und wiederholen Sie das Verfahren mit

einer neuen Probe.

Geben Sie 750 pl Waschpuffer 1 (AW 1) auf die QlAamp Mini Spin-Sdule, ohne den
Rand zu benefzen. Achten Sie darauf, dass Sie die Membran der QlAamp Mini Spin-
Sdule nicht mit der Pipettenspitze berihren. Lassen Sie den Deckel der Saule offen und
ffnen Sie das Hauptvakuumventil. Nachdem Waschpuffer 1 (AW1) durch die QlAamp
Mini Spin-Séule gesogen wurde, schlieBen Sie das Hauptvakuumventil und ffnen Sie das
Schraubkappenventil, um den Verteiler zu entliften. SchlieBen Sie das

Schraubkappenventil, nachdem das Vakuum im Verteiler abgebaut wurde.

Geben Sie 750 pl Waschpuffer 2 (AW2) auf die QlAamp Mini Spin-Sdule, ohne den
Rand zu benetzen. Achten Sie darauf, dass Sie die Membran der QlAamp Mini Spin-
Sdule nicht mit der Pipettenspitze berihren. Lassen Sie den Deckel der Séule offen und
offnen Sie das Hauptvakuumventil. Nachdem Waschpuffer 2 (AW2) durch die QlAamp
Mini Spin-Séule gesogen wurde, schlieBen Sie das Hauptvakuumventil und ffnen Sie das
Schraubkappenventil, um den Verteiler zu entliften. SchlieBen Sie das

Schraubkappenventil, nachdem das Vakuum im Verteiler abgebaut wurde.

SchlieBen Sie den Deckel der QlAamp Mini Spin-Séule, nehmen Sie diese vom
Vakuumsystem ab und entsorgen Sie den VacConnector (VC). Setzen Sie die QlAamp
Mini Spin-Séule in ein sauberes Waschrhrchen (WT) ein und zentrifugieren Sie bei voller

Drehzahl (ca. 20 000 x g oder 14 000 U/min) 3 min lang, um die Membran vollstandig

zu trocknen.

Hinweis: Das Auslassen der Zentrifugation zur Trocknung kann zu einer Hemmung der

nachgelagerten Anwendung fishren.

Setzen Sie die QlAamp Mini Spin-Sdule in ein sauberes Elutionsréhrchen (ET) und
entsorgen Sie das Waschréhrchen (WT) mit dem Filtrat. Offnen Sie vorsichtig den Deckel
der QlAamp Mini Spin-Séule und geben Sie 50 bis 200 pl Elutionspuffer (AE) (abhangig

von der nachgeschalteten Anwendung) in die Mitte der Membran.
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@ Verwenden Sie ein neues Elutionsrdhrchen, um eine Kontamination durch
Waschpufferreste zu vermeiden, die zu einer Hemmung der nachgelagerten Anwendung

fihren kénnten.

(D Geben Sie bei kleineren Elutionsvolumina den Elutionspuffer (AE) in die Mitte der
Membran, um eine optimale Rickgewinnung von Nukleinséuren und Elutionspuffer (AE)

zu gewdhrleisten.

® Das Elutionsvolumen  sollre entsprechend den Anforderungen der nachgelagerten
Anwendung gewdhlt werden. Das gewonnene Eluatvolumen kann geringer sein als das
auf die Séule aufgegebene Volumen an Elutionspuffer, da nach der Zentrifugation Reste

des Elutionspuffers von der Membran der Spin-Séule zuriickgehalten werden.
@ stellen Sie sicher, dass der Elutionspuffer auf Raumtemperatur temperiert ist.
SchlieBBen Sie den Deckel und inkubieren Sie 1 Minute lang bei Raumtemperatur.

Setzen Sie das Elutionsréhrchen (ET) in die Zentrifuge ein. Richten Sie die ET-Deckel so
aus, dass sie entgegen der Drehrichtung des Rotors zeigen (z. B. wenn sich der Rotor im
Uhrzeigersinn dreht, richten Sie die Deckel gegen den Uhrzeigersinn aus). Bei ca. 6 000
x g (8 000 U/min) 1 min lang zentrifugieren, um die DNA zu eluieren.

Befolgen Sie nach Durchfihrung dieses Protokolls die  Anweisungen des
Wartungsverfahrens fir das Vakuumsystem (weitere Einzelheiten finden Sie unfer

www.giagen.com/HB-0496).
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13. Anwendungseinschrénkungen

« Die Systemleistung wurde unter Verwendung von Vollblut zur Isolierung genomischer DNA

etabliert.

 Das manuelle Extraktionsprotokoll wurde fir die Isolierung genomischer DNA aus Kno-
chenmarkaspirat-Proben in Verbindung mit dem ipsogen IDH1 RGQ PCR Kit und dem Pro-

tokoll unter Verwendung einer Mikrozentrifuge weiter validiert.

* Wichtig: Genomische DNA, die mit dem QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit aus Kno-
chenmarkaspirat-Proben isoliert wurde, darf fir keinen anderen Zweck als in Kombination
mit dem ipsogen IDH1 RGQ PCR Kit verwendet werden. Bitte beachten Sie, dass das ipso-
gen IDH1 RGQ PCR Kit in Ihrem Land méglicherweise nicht erhéltlich ist. Es liegt in der
Verantwortung des Anwenders, die Einhaltung der lokalen regulatorischen Anforderungen

zu gewdhrleisten.

¢ Informationen zur Verwendung des QlAamp DSP DNA Blood Mini Kits finden Sie in
Abschnitt 3. ,Beschreibung und Prinzip”. Das automatisierte Verfahren ist in Abschnitt 10
defailliert beschrieben. ,Protokoll: Isolierung und Aufreinigung genomischer DNA aus Blut-
proben unter Verwendung einer Mikrozentrifuge oder automatisierte Aufreinigung mit dem

QlAcube Connect MDx".

¢ Esliegt in der Verantwortung des Anwenders, fir jedes Verfahren, das im Labor dieses
Anwenders durchgefihrt wird und nicht durch die Leistungsstudien von QIAGEN abge-

deckt ist, die Systemleistung selbst zu validieren.

« Um das Risiko einer negativen Auswirkung auf die Ergebnisse der diagnostischen Tests zu
minimieren, sollten in nachgelagerten Anwendungen geeignete Kontrollen verwendet wer-
den. Zur weiteren Validierung werden die Leitlinien der
International Conference on Harmonization of Technical Requirements (ICH)” in ICH Q2
(R1) Validation Of Analytical Procedures: Text and Methodology (2) empfohlen.

* Alle generierten diagnostischen Ergebnisse missen im Zusammenhang mit anderen kli-

nischen Befunden oder Laborbefunden interpretiert werden.
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14. Leistungsmerkmale

Die geltenden Leistungsmerkmale finden Sie unter der Registerkarte ,Resources” (Ressourcen)

auf der Produktseite unter www.qiagen.com
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16. Hilfe zur Fehlerbehebung

In der vorliegenden Hilfe zur Fehlerbehebung finden Sie hilfreiche Informationen zur
Behebung méglicher Probleme. Weitere Informationen finden Sie auch auf der Seite ,Haufig
gestellte  Fragen” (FAQ) in  unserem  Technischen  Support  Center  unter:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx . Die Wissenschaftler des Technischen Support von
QIAGEN beantworten lhnen gerne alle Fragen zu den Informationen und/oder Protokollen in
dieser Gebrauchsanweisung oder zu Proben- und Assay-Technologien (Kontaktinformationen

finden Sie unter www.qiagen.com).

Kommentare und Vorschlage

Allgemeine Handhabung

a)  Verstopfen der Mischen Sie die Proben (z. B. durch mehrmaliges Umdrehen der Réhrchen) vor
Pipeftenspitzen wéhrend des der Probeniiberfihrung griindlich. Gefrorene Proben sollten in einem 37 °C
Probentransfers warmen Wasserbad unter leichtem Schitteln aufgetaut werden, um eine

grindliche Durchmischung zu gewéhrleisten, und anschlieBend vor Beginn des

Verfahrens auf Raumtemperatur quilibriert werden.

Vermeiden Sie méglichst die Bildung von Gerinnseln in der Probe und iberfihren
Sie die Probe nur, wenn keine Gerinnsel vorhanden sind. Beim Auftauen der
Proben entstandene Kryoprdzipitate verstopfen die Membran der QlAamp Mini
Spin-Saule oder kénnen das automatisierte Verfahren auf dem QlAcube Connect

MDx beeintréichtigen.
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Kommentare und Vorschlige

b)  Verstopfte QlAamp Mini Fiir das Zentrifugationsverfahren:
Spin-Saule Wenn das Lysat nach der Zentrifugation bei 6 000 x g (8 000 U/min) die

Membran nicht vollsténdig passiert hat, zentrifugieren Sie erneut bei voller

Drehzahl (bis zu 20 800 x g fir 1 min.

Wenn das Lysat nach der Zentrifugation noch immer nicht die Membran passiert
hat, entsorgen Sie die Probe. Wiederholen Sie dann Isolierung und Aufreinigung

mit neuem Probenmaterial beginnend bei Schritt 1.
Fir das Vakuum-Verfahren:
Bei reduzierter Flussrate kann sich die Vakuumbehandlung verléngern.

Alternativ kdnnen Sie das VacValve schliefBen (falls verwendet) und vorsichtig
VacConnector und VacValve von der QlAamp Mini Spin-Séule entfernen. Achten

Sie darauf, nichts von dem Lysat zu verlieren.

Nehmen Sie die QlAamp Mini Spin-Séule vom Vakuumverteiler ab und setzen Sie
diese in ein

2-ml-Waschrdhrchen ein. Zentrifugieren Sie es bei voller Drehzahl, bis die Probe
die Membran vollsténdig passiert hat. Setzen Sie VacConnector und VacValve mit
dem verbliebenen Lysat wieder auf die Séule. Schalten Sie die Vakuumpumpe ein,

3ffnen Sie das VacValve und laden Sie das restliche Lysat.

Wiederholen Sie dieses Vorgehen, wenn die QlAamp Mini Spin-Séule weiterhin

verstopft ist.

Wenn das Lysat nach der Zentrifugation noch immer nicht die Membran passiert
hat, entsorgen Sie die Probe. Wiederholen Sie dann Isolierung und Aufreinigung

mit neuem Probenmaterial beginnend bei Schritt 1.
Allgemeine Informationen

Durch wiederholtes Einfrieren und Auftauen kénnten sich Kryoprézipitate gebildet
haben. Diese kdnnen die QlAamp Mini Spin-Séule verstopfen und das
automatisierte Verfahren auf dem QlAcube Connect MDx beeintréchtigen.
Gefrorene Proben sollten in einem 37 °C warmen Wasserbad unter leichtem
Schiitteln aufgetaut werden, um eine grindliche Durchmischung zu gewdhrleisten,
und anschlieBend vor Beginn des Verfahrens auf Raumtemperatur Gquilibriert

werden.

Wenn Kryoprdzipitate sichtbar sind, aspirieren Sie diese nicht.
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Kommentare und Vorschlige

c)  ImLysepuffer (AL) hat sich
ein Niederschlag gebildet

d)  Variable Elutionsvolumen

e)  Vakuumdruck von ca.

800-900 mbar nicht erreicht

f)  BeiProblemen im

automatisierten Arbeitsablauf

50

Lésen Sie diesen durch Inkubation des Lysepuffers (AL) bei 56 °C auf.

Das gewonnene Eluatvolumen héngt vom Probentyp ab.

Aufgrund von Elutionspuffer (AE), der von der Spin-Sdule nach der Zentrifugation
zuriickgehalten wird, kann das gewonnene Eluatvolumen niedriger sein als das

Volumen an auf die Séule aufgetragenem Elutionspuffer.

Geben Sie den Elutionspuffer (AE) auf die Mitte der Membran. Insbesondere bei
kleineren Elutionsvolumina ist es wichtig, den Elutionspuffer (AE) auf die Mitte der
Membran zu dispensieren, um eine optimale Gewinnung von Nukleinséuren und

Elutionspuffer (AE) zu gewdhrleisten.

Der Vakuumverteiler ist nicht fest verschlossen. Driicken Sie nach Einschalten des
Vakuums auf den Deckel des Vakuumverteilers. Uberpriifen Sie, ob der

Vakuumdruck erreicht wird.

Dichtung des QlAvac Deckels hat sich abgenutzt. Uberpriifen Sie visuell die

Dichtung des Vakuumverteilers und ersetzen Sie diese bei Bedarf.

VacValves haben sich abgenutzt. Entfernen Sie alle VacValves und setzen Sie die
VacConnectors (VC) direkt in die Luer-Aufnahmen ein. Setzen Sie die QlAamp
Mini Spin-Séulen in die VacConnectors (VC) ein. Schlieflen Sie die Deckel der
Séulen und schalten Sie das Vakuum ein. Uberpriifen Sie, ob der Vakuumdruck

erreicht wird. Ersetzen Sie die VacValves, falls erforderlich.

Die Verbindung zur Vakuumpumpe ist undicht. SchlieBen Sie alle Luer-Aufnahmen
mit Luer-Kappen und schalten Sie die Vakuumpumpe ein. Uberpriifen Sie, ob der
Vakuumdruck nach Einschalten der Pumpe (und bei geschlossenem Vacuum
Regulator-Ventil) stabil bleibt. Tauschen Sie bei Bedarf die Verbindungen

zwischen Pumpe und Vakuumverteiler aus.
Wenn der Vakuumdruck noch immer nicht erreicht wird, ersetzen Sie die

Vakuumpumpe durch ein leistungsstarkeres Gerdt.

Siehe QlAcube Connect MDx Benutzerhandbuch (zu finden unter der
Registerkarte ,Resources” (Ressourcen) auf der Produktseite unter

www.qgiagen.com).
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Kommentare und Vorschlige

Geringe DNA-Ausbeute

a) Unvollstandige Probenlyse

b)  Verwendung von
niedrigprozentigem Ethanol statt
96-100 %

c)  Puffer AW1 oder Puffer
AW?2 falsch zubereitet

d)  Proben wurden nicht

ordnungsgeméf gelagert

e)  Gefrorene Proben wurden
nach dem Auftauen nicht

ordnungsgemdf gemischt

Wenn QIAGEN Protease (QP) iber einen Iéngeren Zeitraum erhdhten
Temperaturen ausgesetzt wird, kann sie ihre Aktivitét verlieren. Wiederholen Sie
das Verfahren mit neuen Proben und frischer QIAGEN Protease (QP).

Achten Sie darauf, die QIAGEN Protease (QP) gemé&B der vorstehenden
Anleitung mit Protease Solvent (PS, Losungsmittel fir Protease) zu I6sen. Mischen
Sie das Flaschchen mehrmals durch Umschwenken, um Schaumbildung zu
vermeiden. Stellen Sie sicher, dass die QIAGEN Protease (QP) vollstandig gelost
ist. Die QIAGEN Protease (QP) darf nicht direkt in den Lysepuffer (AL) gegeben

werden.

Zur Gewdhrleistung einer effizienten Lyse missen Probe und Lysepuffer (AL)
grindlich vermischt werden, sodass eine homogene Lésung entsteht. Da der
Lysepuffer (AL) eine hohe Viskositdt aufweist, achten Sie darauf, dass das korrekte
Volumen von Lysepuffer (AL) zugegeben wird. Pipettieren Sie dafiir langsam und

verwenden Sie eine geeignete Pipette.

Wiederholen Sie die Nukleinsdure-Aufreinigung mit neuen Proben und 96-100 %
Ethanol.

Es darf kein denaturierter Alkohol verwendet werden, der andere Stoffe wie z. B.

Methanol oder Methylethylketon enthlt.

Achten Sie darauf, dass die Puffer AW 1- und Puffer AW2-Konzentrate mit der
richtigen Menge Ethanol (96-100 %) verdiinnt und durch mehrmaliges Umdrehen

gemischt wurden, bevor Sie das Verfahren beginnen.

Die Ausbeute und Qualitét der aufgereinigten DNA héngen von den Bedingungen
bei der Lagerung der Probe ab. Das Einfrieren und Auftauen von Proben kann
Auswirkungen auf die DNA-Ausbeute und -Qualitét haben. Es obliegt dem
Anwender, die Gebrauchsanweisung zu der speziellen, in seinem Labor
nachgelagerten Anwendung zu lesen und/oder den gesamten Arbeitsablauf zu

validieren, um geeignete Lagerbedingungen festzulegen.

Gefrorene Proben sollten in einem 37 °C warmen Wasserbad unter leichtem
Schitteln aufgetaut werden, um eine griindliche Durchmischung zu gewdihrleisten,
und anschlieBend vor Beginn des Verfahrens auf Raumtemperatur dquilibriert

werden.

DNA liefert in nachgelagerten Reaktionen keine guten Ergebnisse
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Kommentare und Vorschlige

a)  Wenig oder keine DNA im
Eluat

b)  Ungeeignetes

Elutionsvolumen verwendet

c)  Unzureichende DNA-

Menge verwendet

d)  Uberschissige DNA-Menge

verwendet

e]  Potenzielle Verschleppung

von Inhibitoren

52

Siehe ,Zu niedrige DNA-Ausbeute” oben fir mégliche Ursachen. Erhéhen Sie,

wenn méglich, die Menge des in der Reaktion eingesetzten Eluats.

Das Elutionsvolumen sollte entsprechend den Anforderungen der nachgelagerten
Anwendung gewdhlt werden. Die Elution in kleineren Volumina von Puffer AE fiihrt
zwar zu héheren Nukleinsdure-Konzentrationen, kann aber die Gesamtausbeute

verringern.

Quantifizieren Sie die aufgereinigte DNA mittels spektrophotometrischer Messung
der Extinktion bei 260 nm.

Wenn zu viel DNA verwendet wird, kann dies einige enzymatische Reaktionen
inhibieren. Quantifizieren Sie die aufgereinigte DNA mittels

spektrophotometrischer Messung der Extinktion bei 260 nm.

Achten Sie darauf, dass Sie vor der Elution einen Trockenzentrifugationsschritt
durchfihren, um eine mégliche Hemmung der nachgelagerten Anwendung zu
vermeiden. Es ist wichtig, ein neues Elutionsréhrchen (ET) zu verwenden, um eine
Kontamination mit Resten des Waschpuffers zu vermeiden, die zu einer Hemmung

der nachgelagerten Anwendung fishren kénnte.
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17. Symbole

Die folgenden Symbole kénnen in der Gebrauchsanweisung oder auf der Verpackung und

Kennzeichnung zu sehen sein:

Bedeutung des Symbols

N Enthalt ausreichend Reagenzien fiir <N> Reaktionen
<N>

Verwendbar bis

Dieses Produkt erfijllt die Anforderungen der europdischen Verordnung 2017 /746 iber

In-vitro-Diagnostika.

IVD In-vitro-Diagnostikum

¢ T <

Bei Lieferung

o
"

Bei Lieferung &ffnen; QlAamp Mini Spin-Séulen bei 2-8 °C lagern

= f
£

Katalognummer

LoT Chargenbezeichnung
MAT Materialnummer (d. h. Kennzeichnung von Komponenten)
Komponenten
Enthalt
@ Nummer
Internationale Artikelnummer
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Bedeutung des Symbols

v

~
3
o
o

e
>

R steht fiir Revision der Gebrauchsanweisung, n ist die Revisionsnummer

Temperaturgrenzwerte

Hersteller

=il Y

Gebrauchsanweisung beachten

voL Volumen

3|(®)
o)

Nach Zugabe von Ethanol in die Flasche das aktuelle Datum notieren

Hinzugeben

YOPH Lyophilisiert

RENS Rekonstituieren in

Ethanol

uHC Guanidinhydrochlorid

Fihrt zu

Wichtiger Hinweis

Unique Device Identifier (eindeutige Gerdtekennung)

Maleinséure

>IlEgovYEEHEHEE

Warnung/Vorsicht
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Symbol Bedeutung des Symbols

Korrosiv
@ Gefahrlich
Gesundheitsgefahr
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18. Kontakt

Fur technische Unterstitzung und weitere Informationen besuchen Sie bitte unser technisches

Support-Center unter support.giagen.com
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19. Bestellinformationen

Produkt Inhalt Kat. -Nr.
QlAamp DSP DNA Blood Mini Fijr 50 Vorbereitungen: QlAamp Mini Spin-Séulen, Puffer, Rea- 7
Kit (50) genzien, Réhrchen, VacConnectors
Zugehérige Produkie
QlAcube Connect MDx* Gerat 9003070
Vakuumverteiler zur Verarbeitung von 1-24 Spin-Saulen: enthalt
QlAvac 24 Plus-System! 19413
QlAvac 24 Plus Vacuum Manifold, Luer-Stopfen, Schnellkupplungen
84020 oder
Vacuum Pump (230 V, 50 Hz)"  Universal-Vakuumpumpe
9003250
500 Einweg-Verbindungsstiicke zur Verwendung mit QlAamp Spin-
VacConnectors (500)" 19407
Séulen auf Luer-Verbindungsstiicken
VacValves (24)1 24 Ventile zur Verwendung mit QlAvac 24 und QlAvac 24 Plus 19408
System zur Verbindung von Vakuumverteiler und Vakuumpumpe:
QlAvac Connecting System! enthalt Ablage, Abfallflaschen, Schlduche, Kupplungen, Ventil, 19419
Messgerdt und 24 VacValves
Fir 240 Vorbereitungen: 240 Einweg-Rotoradapter und 240 Elu-
Rotor Adapters (10 x 24) tionsrdhrchen (1,5 ml); zur Verwendung mit dem QlAcube Connect 990394
MDx
Halter fir 12 Einweg-Rotoradapter; zur Verwendung mit dem QIA-
Rotor Adapter Holder 990392
cube Connect MDx
Sample Tubes (Probenréhrchen) 1 000 konische Réhrchen mit Schraubverschluss ohne Stehrand (2 990382
CB (2 ml) ml) zur Verwendung mit dem QlAcube Connect MDx
Schiittlergestellstopfen Zum Beladen des QlAcube Connect MDx Schiittlergestells 9017854
Reagenzflaschen (30 ml) mit Deckeln; 6er-Pack; zur Verwendung
Reagent Bottles, 30 ml (¢) 990393
mit dem QlAcube Connect MDx
. . Einmal-Filterspitzen in Racks (8 x 128). Zur Verwendung mit dem
Filterspitzen, 1 000 pl (1024) 990352
QlAcube Connect MDx
QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit Gebrauchsanweisung, Rev. 02, 05/2026 57



Produkt Inhalt Kat. -Nr.

Einweg-Filterspitzen, mit weiter Offnung, in Racks; (8 x 128); nicht
fir alle Protokolle erforderlich. Zur Verwendung mit dem QlAcube 990452
Connect MDx

Filterspitzen, 1 000 pl, mit weiter
Offnung (1024)

4 ) Einmal-Filterspitzen in Racks (8 x 128). Zur Verwendung mit QIA-
Filterspitzen, 200 pl (1024) " 990332
cube Connect MDx und QIAsymphony SP/AS Geréten

* Der QIAcube Connect MDx ist nicht in allen Léndern erhdlilich. Fir weitere Details kontaktieren Sie bitte den

technischen Service von QIAGEN.

T Zur Verwendung mit Vakuum-Protokollen.

Aktuelle Lizenzinformationen und produktspezifische Haftungsausschlisse finden Sie in der
Gebrauchsanweisung fir das jeweilige QIAGEN Kit. Gebrauchsanweisungen fir QIAGEN
Kits sind unter www.qiagen.com verfigbar oder kdnnen beim Technischen Service von

QIAGEN oder Ihrem 6rtlichen Héandler angefordert werden.
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20. Revisionsverlauf des Dokuments

Revision Beschreibung

R1, Juni 2022 Version 3, Revision 1

Aktualisierung auf Kit-Version 3 zur Einhaltung der Verordnung fiir In-vitro-Diagnostika

(IVDR)
Aktualisierung von ,Beschreibung und Prinzip”

Aktualisierung von ,Im Lieferumfang enthaltene Materialien” (Hinzufiigung von aktiven

Inhaltsstoffen) und ,Erforderliche, nicht im Lieferumfang enthaltene Materialien”

Aktualisierung von , Warnungen und VorsichtsmaBBnahmen” (Hinzufigung von

Informationen fiir Notfélle und eines Abschnitts zur Entsorgung)
Aktualisierung von ,Lagerung und Handhabung der Reagenzien”
Aktualisierung von ,Entnahme, Lagerung und Handhabung von Proben”
Aktualisierung von , Wichtige Hinweise” und ,Verfahren”
Aktualisierung von ,Anwendungseinschrénkungen”

Aktualisierung von , Leistungsmerkmale”

Aktualisierung des Abschnitts ,Symbole”

Aktualisierung von ,Bestellinformationen”
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Revision

Beschreibung

R2, Mai 2026
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Version 3, Revision 2

Beschreibung und Prinzip: Ergénzung von Informationen zu Knochenmarkaspiraten und

redaktionelle Anderungen

Aktualisierung von ,Erforderliche, nicht im Lieferumfang enthaltene Materialien”
Aktualisierung von ,Warnungen und Vorsichtsmanahmen”

Aktualisierung von ,Lagerung und Handhabung der Reagenzien”

Probenentnahme, Lagerung und Handhabung: Aktualisierung der Informationen zu
Blutproben, Ergéinzung von Informationen zu Knochenmarkaspiraten und redaktionelle

Anderungen

Abschnitt ,Verfahren”: Zusétzliches Protokoll fiir Knochenmarkaspirate und redaktionelle

Anderungen

Einschréinkungen: Ergénzung von Informationen zu Knochenmarkaspiraten
Aktualisierung von ,Hilfe zur Fehlerbehebung”

Aktualisierung des Abschnitts ,Symbole”

Aktualisierung von ,Bestellinformationen”
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Begrenzte Lizenzvereinbarung fiir das QlAamp® DSP DNA Blood Mini Kit

Mit der Verwendung dieses Produkts erkennt der Kéufer oder Anwender des Produkts die folgenden Bedingungen an:

1. Das Produkt darf nur gemaf3 den mit dem Produkt und dieser Gebrauchsanweisung bereitgestellten Protokollen und
nur mit den im Panel enthaltenen Komponenten verwendet werden. QIAGEN gewdhrt im Rahmen ihrer geistigen
Eigentumsrechte keine Lizenz zur Verwendung oder Kombination der Komponenten dieses Panels mit anderen
Komponenten, die nicht in diesem Panel enthalten sind, mit Ausnahme der Anwendungen, die in den mit dem
Produkt bereitgestellten Protokollen, dieser Gebrauchsanweisung sowie zusétzlichen, unter www.qiagen.com
verfiigbaren Protokollen beschrieben werden. Einige dieser zusdtzlichen Protokolle wurden von QIAGEN
Anwendern fir andere QIAGEN Anwender zur Verfigung gestellt. Diese Protokolle wurden von QIAGEN nicht
eingehend getestet oder optimiert. QIAGEN ibernimmt fiir diese weder eine Garantie noch wird gewdhrleistet,

dass sie keine Rechte Dritter verletzen.

2. Uber die ausdriicklich erwéhnten Lizenzanwendungen hinaus ibernimmt QIAGEN keinerlei Garantie dafiir, dass

dieses Panel und/oder die mit diesem Panel durchgefihrte(n) Anwendung(en) die Rechte Dritter nicht verletzen.

3. Dieses Panel und die zugehdrigen Komponenten sind fir die einmalige Verwendung lizenziert und diirfen nicht

wiederverwendet, wiederaufgearbeitet oder weiterverkauft werden.

4. QIAGEN lehnt auBer der ausdriicklich gewéhrten Lizenzgewdhrung jede weitere Lizenzgewdhrung ab, sowohl

ausdriicklich als auch konkludent.

5. Kaufer und Anwender des Panels stimmen zu, keinerlei Schritte zu unternehmen oder anderen die Einleitung von
Schritten zu gestatten, die zu unerlaubten Handlungen im obigen Sinne fihren oder solche erleichtern kénnten.
QIAGEN ist berechtigt, die Untersagungen in dieser begrenzten Lizenzvereinbarung vor einem beliebigen Gericht

einzuklagen und wird alle seine Untersuchungs- und Gerichtskosten, einschlieBlich der Anwaltsgebihren, i

jedwedem Verfahren zur Durchsetzung dieser begrenzten Lizenzvereinbarung oder seiner geistigen

Eigentumsrechte an dem Panel und/oder seinen Komponenten zuriickfordern.

Informationen zu aktualisierten Lizenzbedingungen finden Sie unter www.qiagen.com.

Marken: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, QlAcube® (QIAGEN Group); Sarstedt® (Sarstedt AG and Co. KG).

Eingetragene Namen, Marken usw., die in diesem Dokument verwendet werden, gelten auch ohne ausdrickliche

Kennzeichnung als gesetzlich geschijtzt.

05/2026 HB-3030-002 R2 © 2026 QIAGEN, alle Rechte vorbehalten.
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Aktuelle Lizenzinformationen und produktspezifische Haftungsausschlisse finden Sie im
jeweiligen QIAGEN Kit-Handbuch oder Benutzerhandbuch. QIAGEN Kit-Handbicher und
Benutzerhandbiicher sind unter www.qiagen.com verfigbar oder kénnen beim technischen

Service von QIAGEN oder lhrem értlichen Héndler angefordert werden.

Marken: QIAGEN®, Sample fo Insight®, QlAamp®, QlAcube®, Pyrosequencing® (QIAGEN Group); BD™, Vacutainer®
(Becton Dickinson and Company); S-Monovette® (Sarstedt AG and Co.); Vacuette® (Greiner Bio-One GmbH).
Eingetragene Namen, Marken usw., die in diesem Dokument verwendet werden, gelten auch ohne ausdrickliche
Kennzeichnung als gesetzlich geschitzt.

05/2026 HB-3030-D01-002 © 2026 QIAGEN, alle Rechte vorbehalten.
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