MagNA Pure 24 Total NA
Isolation Kit

(15 Version 05

Vorgefiillte Reagenzien fiir den Gebrauch mit dem MagNA Pure 24 Instrument
(Kat.-Nr. 07 290 519 001) zur Isolierung von genomischer DNA und viralen
Nukleinsduren aus bis zu 1.000 pl Vollblut, Plasma oder Serum, aus bis zu 5 mg
frisch gefrorenem Gewebe, aus bis zu 6 mm? Formalin-fixiertem, in Paraffin ein-
gebettetem Gewebe oder aus bis zu 1 x 108 Zellen in Kultur sowie zur Isolierung
von Nukleinsduren bakteriellen, fungalen oder viralen Ursprungs aus bis zu
1.000 yl humanem Probenmaterial oder von humanen zellfreien Nukleinsduren
aus bis zu 4.000 pl Plasma.

07 658 036 001 Kit fur bis zu 96 Isolierungen (200 pl)

/H/Bei +15 bis +25 °C lagern

A Kit lichtgeschiitzt aufbewahren.
A Kitvon Magneten fernhalten.
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VERWENDUNGSZWECK

1. VERWENDUNGSZWECK

Das MagNA Pure 24 System ist ein automatisches System zur Aufreinigung
von Nukleinsduren, das aus dem MagNA Pure 24 Instrument, der Software,
Verbrauchsmaterialien und Reagenzien besteht. Das MagNA Pure 24 System
ist fir die Verwendung im professionellen Bereich ausgelegt und dient zur
Aufreinigung von Nukleinsduren aus Proben biologischen Ursprungs im Rah-
men der /n-vitro-Diagnostik.

Das MagNA Pure 24 Total NA Isolation Kit ist fir den Gebrauch mit dem
MagNA Pure 24 System vorgesehen.

2. ZUSAMMENFASSUNG UND BESCHREIBUNG DES KITS

Das MagNA Pure 24 Total NA Isolation Kit ist fur die Isolierung von Nuklein-
sduren aus verschiedenen Probenmaterialien und unterschiedlichen Proben-
mengen (siehe folgende Tabelle) vorgesehen.

Zielsubstanz Probenmaterial

Genomische DNA = 200, 500 oder 1000 pl Vollblut
= bis zu 1 x 10¢ Zellen in Kultur
= bis zu 5 mg frisch gefrorenes Gewebe
= bis zu 6 mm? Formalin-fixiertes,
in Paraffin eingebettetes Gewebe
(FFPE-Gewebe)

Nukleinsduren bakteriellen, 200, 500 oder 1000 pl Plasma, Serum, Voll-

fungalen oder viralen blut, bronchoalveolére Lavage (BAL),

Ursprungs Nasen-/Nasen-Rachen-Abstriche, Stuhl
oder Urin.

Zellfreie Nukleinsdure 2.000 oder 4.000 pl Plasma

menschlichen Ursprungs

Die isolierten und aufgereinigten Nukleinséuren erfiillen die Qualitdtsanforde-
rungen fir hochempfindliche quantitative PCR-/RT-PCR-Analysen und Hoch-
durchsatz-Sequenzierung.
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3. FUNKTIONSPRINZIP

Die Nukleinsdure-Isolierung basiert auf der bewdhrten MagNA Pure Techno-

logie der magnetischen Glaspartikel (MGP).

Diese Isolierung lauft in den folgenden Schritten ab:

1. Das Probenmaterial wird lysiert, die Nukleinsduren werden freigesetzt und
die Nukleasen werden denaturiert.

2. Die Nukleinsauren binden aufgrund der Eigenschaften des chaotropen Sal-
zes und der hohen lonenstérke des Lyse-/Bindungspuffers an die Kieselge-
loberflache der zugegebenen magnetischen Glaspartikel.

3. Die magnetischen Glaspartikel mit den daran gebundenen Nukleinsduren
werden durch magnetische Anziehung vom Rest der lysierten Probe
getrennt.

4. Ungebundene Substanzen, wie z. B. Proteine, Zelltrimmer und PCR-Inhi-
bitoren, werden in mehreren Waschschritten entfernt.

5. Die aufgereinigten Nukleinséduren werden von den magnetischen Glasparti-
keln eluiert.
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4. REAGENZIEN

Das Kit ist je nach bearbeitetem Probenvolumen fiir bis zu 96 Isolierungen vor-

gesehen.

4.1 Anzahl der Isolierungen

Anzahl der
Isolierungen

Probenmaterial

3 x 32 Isolierungen

Kleines Volumen:

Bis zu 200 pl Plasma, Serum, Vollblut, bronchoal-
veolédre Lavage (BAL), Nasen-/Nasen-Rachen-
Abstriche, Stuhl oder Urin, bis zu 5 x 10° Zellen in
Kultur und bis zu 5 mg frisch gefrorenes Gewebe.

3 x 24 |solierungen

GroRes Volumen:

500 oder 1.000 pl Plasma, Serum, Vollblut, broncho-
alveolére Lavage (BAL), Nasen-/Nasen-Rachen-
Abstriche, Stuhl oder Urin und bis zu 1 x 108 Zellen
in Kultur.

Bis zu 6 mm? Formalin-fixiertes, in Paraffin
eingebettetes Gewebe, entspricht

6 FFPE-Gewebeschnitten von 4 oder 5 um Dicke.

3 x 24 Isolierungen

Extra-grof3es Volumen:
2.000 oder 4.000 pl Plasma.

(® Zur Bearbeitung extra-grof3er Probenvolumina
werden zusatzliche Reagenzien bendtigt.

4.2  Mitgelieferte Materialien

Das Kit besteht aus 3 Reagenzkassetten (mit jeweils 6 Reagenzbehaltern) und
12 MGP-Ra&hrchen. Alle Komponenten des Kits sind gebrauchsfertig.

3 Reagenz- Inhalt/Funktion Zusammensetzung
kassetten
Reagenzbehélter 1 = Waschpuffer | 70 ml
= zur Entfernung von Guanidinchlorid, Ethanol,
Verunreinigungen Tris-HCI
Reagenzbehélter2 = Proteinase K 12 ml

= fir den Proteinverdau Proteinase K, Glyzerin
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Reagenzbehalter 3 = Lysis Buffer 30 ml
= zur Lyse von Zellen Guanidinthiozyanat,
und Pathogenen und  Polidocanol, Tris-HCI
Bindung der
Nukleinsduren

Reagenzbehélter 4 = Waschpuffer Il 34 ml
= zur Entfernung von Ethanol, Natriumacetat
Verunreinigungen
Reagenzbehélter 5 = Elutionspuffer 15 ml
= zum Eluieren von Tris-HCI
Nukleinsduren
Reagenzbehalter 6 = Waschpuffer Il 60 ml
= zur Entfernung von Natriumacetat
Verunreinigungen
12 MGP-Roéhrchen = magnetische 1,8 ml
Glaspartikel magnetische Glaspartikel,
= zur Bindung der Isopropanol

Nukleinsauren

A Die einzelnen Reagenzbehalter dirfen nicht aus den Reagenzkassetten
entnommen werden. Sicherheitssymbole und Warnhinweise finden Sie in
den zugehdrigen Sicherheitsdatenblattern (SDS).

Abb. 1: Beispielhafte Produktabbildung - Reagenzkassette mit den
Reagenzbehdltern 1 bis 6
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5. VORSICHTSMASSNAHMEN UND HANDHABUNG

5.1 Warnhinweise und VorsichtsmaBnahmen

Alle Materialien menschlichen Ursprungs und alle daraus entstehenden
Abfélle miissen geméaR der Guten Laborpraxis (wie in ,Biosafety in Microbio-
logical and Biomedical Laboratories* und in CLSI-Dokument M29-A4" 2
beschrieben) als potenziell infektioses Material behandelt werden.

Die in dieser Gebrauchsanweisung beschriebenen Verfahren dirfen nur von
Personen durchgefiihrt werden, die in der Handhabung biologisch gefahrli-
che(zjr Materialien und dem Gebrauch des MagNA Pure 24 Systems geschult
sind.

Da die Sensitivitat und der Titer von potenziellen Erregern im Probenmaterial
unterschiedlich sein kann, muss der Benutzer fiir eine optimale Inaktivierung
von Erregern sorgen und geeignete MalRnahmen gemafld den ortlichen
Sicherheitsvorschriften treffen.

Die vorgegebenen Verfahren und Richtlinien miissen genau befol?t werden,
um sicherzustellen, dass die Isolierunﬁ und Aufreinigung der Nukleinséuren
korrekt durchgefiihrt werden. Abweichungen von den Verfahren und Richtli-
nien kdnnen die Aufreinigungsleistung beeintrachtigen.

Es diirfen nur die in diesem Kit bereitgestellten Reagenzien und die in dieser
Gebrauchsanweisung empfohlenen Puffer verwendet werden. Durch die
Verwendung anderer Produkte kdnnen RNasen eingeschleppt werden.

Es duarfen nur die mitgelieferten oder an?eg?ebenen Verbrauchsmaterialien
verwendet werden, um eine optimale Isolierung und Aufreinigung der
Nukleinsduren zu gewahrleisten.

5.2 Handhabung der Reagenzien

Mehrere Puffer im MagNA Pure 24 Total NA Isolation Kit enthalten gefahrli-
che oder schadliche Substanzen. Die Reagenzien diirfen nicht mit der Haut,
den Augen oder den Schleimhéuten in Bertihrung kommen. Falls es doch zu
einem Kontakt kommt, waschen Sie die betroffene Stelle sofort mit reichlich
Wasser ab. Verschiittete Reagenzien miissen mit Wasser verdiinnt werden,
bevor sie aufgewischt werden.

Reagenzien, die Guanidinthiozyanat (Lysis Buffer) enthalten, diirfen nicht mit
Natriumhypochloritldsung (Bleichlésung) oder Séuren in Kontakt kommen,
da bei diesen Gemischen hochgradig giftige Gase entstehen kénnen. Diese
Vorsichtsmal3nahme muss besonders bei der Reinigung des Adapters flir die
Probenbearbeitungsstation, des Einsatzes fiir Fliissigabfall, des Pipettierspit-
zenabfallbehdlters und der Reagenzpipettierspitzen-Abstellvorrichtung
beachtet werden. Weitere Informationen zur Reinigung und Wartung finden
Sie in der MagNA Pure 24 Benutzerunterstitzung.

Unterziehen Sie die Reagenzkassetten vor dem Gebrauch einer Sichtprii-
fung, um sicherzustellen, dass sie keine Anzeichen einer Undichtigkeit auf-
weisen. Wenn Anzeichen einer Undichtigkeit vorliegen, darf das
entsprechende Material nicht flir die Isolierung und Aufreinigung von
Nukleinséuren verwendet werden. )

Achten Sie darauf, dass die Reagenzien nach dem Offnen nicht mit Mikroor-
ganismen oder Nukleasen kontaminiert werden.

VerschlieRen Sie alle Reagenzflaschen, die auf demselben Gerét weiterver-
wendet werden sollen, sofort nach der Verwendung mit den zugehdrigen
Verschliissen und lagern Sie sie gemal3 den Angaben in der Gebrauchsan-
weisung.
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5.3

5.4

Gute Laborpraxis

= Tragen Sie beim Umgang mit Proben und Reagenzien Einweg-Schutzhand-
schuhe, einen Laborkittel und einen Augenschutz. Die Handschuhe miissen
zwischen der Handhabung von Proben und Reagenzien gewechselt werden,
um eine Kontamination zu vermeiden.

= Wenn bei der Handhabung und Bearbeitung von Proben eine mégliche Ver-
schleppung von Proben nicht ausreichend kontrolliert wird, kénnen
falsch-positive Ergebnisse auftreten.

= Im Laborbereich ist Essen, Trinken und Rauchen nicht gestattet.

= Pipettieren mit dem Mund ist nicht zuldssig.

= Waschen Sie sich nach der Arbeit mit Proben und Reagenzien und nach
dem Ausziehen der Handschuhe griindlich die Hande.

Mit RNase kontaminierte Reagenzien und Reaktionsgefélde fihren zur Zerset-
zung der Template-RNA. Gehen Sie nach den folgenden Anweisungen vor,
um das Risiko einer Kontamination auf ein Minimum zu reduzieren:

= Bertihren Sie keine Oberflaichen oder Materialien, die mit RNase verunreinigt
sein kénnten, um eine Verschleppung zu vermeiden.

= Entsorgen Sie Pipettierspitzen in geschlossenen Behéltern, um Verunreini-
gungen durch die Luft zu vermeiden.

= Reinigen, desinfizieren und dekontaminieren Sie alle Arbeitsbereiche und
Geréte, einschlieflich der Pipetten, mit geeigneten handelstiblichen Reagen-
zien.

= Arbeiten Sie in einer speziell fir RNA-Anwendungen vorgesehenen Umge-
bung. Verwenden Sie méglichst Reaktionsgefélde und Pipettoren, die aus-
schlieRlich fur die Arbeit mit Template-RNA vorgesehen sind.

= Wenn im Gerét Flissigkeiten verschittet werden, befolgen Sie die Reini-
gungsanweisungen in der MagNA Pure 24 Benutzerunterstiitzung.

Umgang mit Abfall

= Sicherheitsdatenblatter (Safety Data Sheets, SDS) sind online unter
www.dialog.roche.com oder auf Anfrage bei lhrer Roche Vertretung vor Ort
erhéltlich.

= Alle Materialien, die mit Proben und Reagenzien in Kontakt gekommen sind,
mussen gemaR den nationalen und 6rtlichen Bestimmungen entsorgt wer-
den.

= Tragen Sie beim Entsorgen von Proben und Kitreagenzien Einweg-Schutz-
handschuhe, einen Laborkittel und einen Augenschutz.

= Gehen Sie zur Entsorgung der Reagenzien aus den Behéltern wie folgt vor:

1. Durchstechen Sie die Folie in der Ecke eines Reagenzbehalters der Rea-
genzkassette mit Hilfe eines stabilen Verbrauchsartikels aus Kunststoff,
wie z. B. einer serologischen Pipette.

2. Schlagen Sie die Folie um und entsorgen Sie die Fllssigkeit in einem
geeigneten Abfallbehalter.

3. Wiederholen Sie die Schritte 1 und 2, bis alle Behélter leer sind.
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6. LAGERUNG UND HALTBARKEIT

6.1 Kit und Reagenzien

Der Versand des Kits erfolgt bei Umgebungstemperatur.

Halten Sie das Kit von Magneten fern und bewahren Sie es lichtgeschiitzt
auf.

Reagenzkassetten

Bei Lagerung zwischen +15 bis +25 °C ist die ungetffnete Reagenzkassette
bis zu dem auf dem Etikett aufgedruckten Verfallsdatum stabil.

Haltbarkeit im Gerat: Die Reagenzkassetten kdnnen nach dem ersten Einste-
chen bei +15 bis +25 °C bis zu 12 Stunden auf der Geréateplattform verwen-
det werden.

Eine Reagenzkassette kann innerhalb von 28 Tagen fir bis zu 6 einzelne
Laufe auf demselben Gerét verwendet werden. Die Reagenzkassetten sind
fur die Lagerung mit MagNA Pure Sealing Foil zu versiegeln. Neu versiegelte
Reagenzkassetten konnen bei +2 bis +8 °C in aufrechter Stellung aufbe-
wahrt werden. Lassen Sie die Reagenzkassetten vor dem weiteren Gebrauch
60 Minuten lang auf +15 bis +25 °C &quilibrieren.

A Angebrochene Reagenzkassetten kénnen nur auf demselben Gerét wie-

derverwendet werden. Mit der Software wird das Inventar flr jedes Gerat
mit Hilfe der Reagenzbarcodes (iberwacht. Dabei werden angebrochene
Reagenzkassetten erkannt, um im néchsten Lauf eine optimale Handha-
bung zu gewéhrleisten.

A Wenn die Reagenzkassetten nicht korrekt versiegelt sind oder langer als

28 Tage aufbewahrt werden, kann die Leistung der Isolierung und Aufrei-
nigung durch Verdunstungseffekte beeintrachtigt werden.

A Bei der Aufbewahrung oder Mitfiihrung zuvor gedffneter Reagenzkasset-

ten ist ein Kippen der Kassetten zu vermeiden, weil ansonsten Flissigkei-
ten austreten kdnnen.

MGP-R6hrchen
= Bei Lagerung zwischen +15 bis +25 °C sind MGP-Réhrchen bis zu dem auf

dem Etikett aufgedruckten Verfallsdatum stabil. MGP-Réhrchen sind aus-
schlieBlich fiir den Einmalgebrauch vorgesehen.

= MGP-Réhrchen kénnen nach dem griindlichen Mischen bis zu 1 Stunde

lang gedffnet auf der Gerédteplattform aufbewahrt werden, bevor der Lauf
gestartet wird.
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6.2

6.3

Probenentnahme und Lagerung von Probenmaterial

Zur Gewabhrleistung eines empfindlichen Nukleinsdurenachweises missen

die Proben adéquat gelagert werden. Die Probenstabilitdt wird bei erhdhten

Temperaturen beeintrachtigt. Tauen Sie die gefrorenen Proben unter leichten

Schuttelbewegungen auf, z. B. mit Hilfe eines Rotationsmischers.

A Die Lagerungsbedingungen (d.h. Temperatur, Zeit) missen fir ein
bestimmtes Probenmaterial hinsichtlich der einzelnen IVD-Parameter vali-
diert werden.

A Probenmaterial darf nicht in versiegelten Probenbearbeitungsplatten auf-
bewahrt werden.

A Plasma oder Blut, das Heparin enthélt, darf nicht verwendet werden, da es
sich negativ auf die Leistung der Downstream-Applikation auswirkt.

Lagerung aufgereinigter Nukleinséduren und Eluate

Zur Gewahrleistung optimaler Ergebnisse fahren Sie sofort mit der Down-
stream-Applikation fort.

A Die Eluate diirfen nicht auf der Geréateplattform aufbewahrt werden.

A Die Lagerungsbedingungen (d.h. Temperatur, Zeit) fir Eluate missen hin-
sichtlich der einzelnen IVD-Parameter validiert werden.

A Wenn Eluate in 8er-Tubestreifen aufbewahrt werden, gehen Sie beim Her-
ausnehmen von 8er-Capstreifen vorsichtig vor, um Kreuzkontaminationen
zu vermeiden. Wenn 8er-Tubestreifen neu versiegelt werden miissen, ver-
wenden Sie aus dem gleichen Grund stets einen neuen 8er-Capstreifen.

Wenn die Eluate im Gefrierschrank gelagert wurden, mischen Sie sie nach
dem Auftauen durch 10-maliges Auf- und Abpipettieren, bevor Sie Down-
stream-Schritte, wie z. B. PCR/RT-PCR oder OD-Messungen, durchfthren.
Das Mischvolumen sollte mindestens die Hélfte des Eluatvolumens betragen.
Wenn die Nukleinsduren nicht vorgemischt werden und in der Lésung nicht
gleichméfig/homogen verteilt sind, sind die Ergebnisse in nachfolgenden
Applikationen u. U. nicht reproduzierbar.

10
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7.

71

MATERIALIEN

Zusitzlich bendtigte Materialien und Gerite

Material Bezeichnung Bestellnummer
MagNA Pure 24 Instrument  Gerét 07 290 519 001
MagNA Pure 24 Processing  Probenbearbeitungs- 07 345 577 001
Cartridge platte

MagNA Pure 24 Processing

Einsatz fiir Probenbe-

07 345 585 001

Tip Park / Piercing Tool arbeitungsspitzen /
Piercing Tool
MagNA Pure 24 Piercing Tool Piercing Tool 07 534 205 001

MagNA Pure Tip 1.000 pL

1.000-pI-Pipettier-
spitze

06 241 620 001

MagNA Pure Tip Waste Tray

Pipettierspitzenab-
fall-Tray

08 185 492 001

MagNA Pure Tube 2.0 mL

2,0-ml-Réhrchen

07 857 551 001

MagNA Pure Sealing Foil

Versiegelungsfolie

06 241 638 001

FrameStrip® with flat
caps-Low Profile

8er-Tubestreifen
(niedrig)
8er-Capstreifen

07 345 593 001

FrameStrip® with flat
caps-High Profile

8er-Tubestreifen
(hoch)
8er-Capstreifen

07 652 275 001

= Standardlaborausriistung: Pipetten und nukleasefreie, aerosolbestdandige

Pipettierspitzen.
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7.2  Optionale Materialien

Material Zweck Bestellnummer
MagNA Pure 24 MGP  Fir zusatzliche Isolierungen von 07 806 361 001
Set Nukleinsduren aus kleinen, gro-

3en und extra-grofden Probenvo-

lumina.
MagNA Pure cfNA Fir die Isolierung zellfreier 07 794 398 001
Buffer Set Nukleinsduren aus Plasmapro-

ben.
MagNA Pure LC Total Fir externe Lyseprotokolle 03 246 779 001

Nucleic Acid Isolation
Kit - Lysis/Binding

Buffer Refill
MagNA Pure Bacteria Fir die Isolierung von Nuklein- 04 659 180 001
Lysis Buffer sduren bakteriellen, fungalen

oder viralen Ursprungs

MagNA Pure DNA Fir die Isolierung von Nuklein- 04 805 160 001
Tissue Lysis Buffer séuren aus frisch gefrorenem

Gewebe
MagNA Pure FFPET  Fir die Entparaffinierung und 08 447 144 001
Buffer Set Lyse von Formalin-fixiertem, in

Paraffin eingebettetem Gewebe
Proteinase K, Fir die Zersetzung von Proteinen 03 115 828 001
PCR-Qualitat 03 115 844 001
Aktivitat

(+37°C) 2 0,6 U/l
S.T.AR. buffer (Stool Fiir die Stabilisierung, den Trans- 03 335 208 001

Transport and port und die Gewinnung von
Recovery Buffer) Nukleinsduren aus Stuhlproben
MagNA Lyser Fiir die Homogenisierung von 03 358 968 001
Instrument Gewebe ab Serien-Nr. SN
40467540
03 358 976 001
ab Serien-Nr. SN
40405218
MagNA Lyser Green Fir die Homogenisierung von 03 358 941 001
Beads Gewebe

= Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) zum Verdiinnen des Probenmaterials
und zur Vorbehandlung der Proben
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8. VERFAHREN

8.1 Aufreinigungsprotokolle

Die Nukleinsduren werden mit unterschiedlichen Protokollen isoliert, die fiir
die verschiedenen Probenmaterialien optimiert sind.

Ein bestimmtes Protokoll darf nur mit den dafiir vorgesehenen Probenmateri-
alien ausgefiihrt werden. Die Isolierung von Nukleinsduren aus anderen Pro-
benmaterialien kann zu suboptimalen Ergebnissen fiihren. Ein
unsachgemaRer Gebrauch kann zur Verklumpung und zum Verlust von
magnetischen Glaspartikeln, zur Kreuzkontamination der Proben oder sogar
zur Beschadigung des Gerates flihren. Unterschiedliche Probenmaterialien
dirfen nur in demselben Lauf verwendet werden, wenn dies in der
Gebrauchsanweisung angegeben ist. Befolgen Sie stets die empfohlenen Ver-
fahren fiir die Vorbehandlung.

Elutionsvolumen

Protokollname Zielsequenz Probenmaterial® [ul?

Protokolle fiir kleine Probenvolumina

Pathogen 200  Nukleinsdu- 200 pl Plasma, Serum, 50, 100
ren bakteri- Vollblut, bronchoal-
ellen, veoldre Lavage (BAL),
fungalen Nasen-/Nasen-Rachen-
und viralen  Abstriche, Stuhl oder
Ursprungs  Urin. Bei einem Proben-
volumen unter 200 pl mit
PBS verdiinnen.

Fast Nukleinsdu- 200 pl Plasma, Serum, 50, 100
Pathogen 200%9 ren bakteri- Vollblut, bronchoal-

ellen, veolare Lavage (BAL),

fungalen Nasen-/Nasen-Rachen-

und viralen  Abstriche, Stuhl oder

Ursprungs  Urin. Bei einem Proben-
volumen unter 200 pl mit
PBS verdiinnen.

External Lysis Nukleinsdu- 450 pl Lysat aus 50, 100
Pathogen 200 ren bakteri- 200 pl Plasma, Serum

ellen, oder Vollblut. Bei einem

fungalen Probenvolumen unter

und viralen 200 pl mit PBS ver-
Ursprungs  diinnen.
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Protokollname Zielsequenz Probenmaterial®

Elutionsvolumen

[uI]?
hgDNA 200 Genomi- 200 pl Vollblut 50, 100
sche DNA (2 x 10° Leukozyten), bis
zu 5 x 10° Zellen in Kul-
tur, bis zu 5 mg frisch
gefrorenes Gewebe. Bei
einem Probenvolumen
unter 200 pl mit PBS ver-
dinnen.
hgDNA ds 200  Genomi- 200 pl Vollblut 50, 100
sche DNA (2 x 10° Leukozyten), bis Wird _
zu 5 x 10° Zellen in Kul- Q fo;:ler?n\:v%nn
tur. Bei einem Probenvo- doppe]strén—
lumen unter 200 pl mit gige DNA
PBS verdiinnen. bendtigt
wird.
Fast hgDNA Genomi- 200 pl Vollblut 50, 100
200% sche DNA (2 x 10° Leukozyten), bis
zu 5 x 10° Zellen in Kul-
tur. Bei einem Probenvo-
lumen unter 200 pl mit
PBS verdiinnen.
Protokoll fiir FFPE-Gewebeproben
DNA FFPET 1000 Genomi- Bis zu 50, 100
sche DNA 6 FFPE-Gewebeschnitte
(je 4 oder 5 pm Dicke)
Protokolle fiir groe Probenvolumina
Pathogen 1000® Nukleinsdu- 500 oder 1.000 pl 50, 100

ren bakteri- Plasma, Serum, Vollblut,
ellen, bronchoalveolére Lavage
fungalen (BAL), Nasen-/Nasen-
und viralen  Rachen-Abstriche, Stuhl
Ursprungs  oder Urin.

External Lysis Nukleinsdu- 1.450 pl Lysat aus 500 pyl 50, 100

Pathogen 500 ren bakteri- Plasma, Serum oder Voll-
ellen, blut. Bei einem Proben-
fungalen volumen unter 500 pl mit
und viralen  PBS verdlinnen.
Ursprungs
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Elutionsvolumen
[uI?

hgDNA 1000 Gehnogwli\]A ?00 pl \éolllbltlj(t ) 100, 200
sche 5 x 10° Leukozyten i

oder 1.000 i Vollbiut @ Betbohen

(1 x 107 Leukozyten), bis forderungen

zu 1 x 108 Zellen in oder bei Ver-

Kultur. wendung
von Zellen in
Kultur mit
einem hohen
DNA-Gehalt
in 200 pl elu-
ieren.

Protokollname Zielsequenz Probenmaterial®

Protokolle fiir extra-grof3e Probenvolumina

cfNA ss 2000 Zellfreie 2000 pl Plasma® 50, 100
Nuklein-
saure, lber-
wiegend
einzelstran-
gige DNA.

cfNA ss 4000 Zellfreie 4,000 pl Plasma® 50, 100
Nuklein-
saure, lber-
wiegend
einzelstran-
gige DNA.

cfNA ds 2000 Zellfreie 2000 pl Plasma® 100, 150, 200
Nuklein- Fir die Elution
\s,:ﬁgr%nlaber— iberwiegend
dop%el— doppelstrangi-
strangige ger DNA.
DNA.

cfNA ds 4000 Zellfreie 4,000 pl Plasma® 100, 150, 200
Nuklein- ® Fur die Elu-
saure, lber- tion Gber-
wiegend wiegend
doppel- doppelstran-
strangige giger DNA.
DNA.
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Elutionsvolumen

Protokollname Zielsequenz Probenmaterial® [pl]2

cfNA ds 4000 hp Zellfreie 4.000 pl Plasma® 60, 150

Nuklein- ® Fir die Elu-
saure, Uiber- tion tiber-
wiegend wiegend
doppel- doppelstrén-
strangige giger DNA.
DNA. Wird emp-
fohlen, wenn
hoéhere
Anforderun-
gen an die
Leistung
bestehen,
z. B. hin-
sichtlich der
Ausbeute
und/oder
Reinheit.

DDas manuell in die Probenbearbeitungsplatten pipettierte Proben-/Lysatvolumen muss
genau mit dem in den globalen Laufeinstellungen festgelegten Probenvolumen tiber-
einstimmen.

2Die Konzentration der Nukleinsdure im Eluat und somit die Sensitivitit der Down-
stream-Applikationen kann durch die Wahl eines niedrigen Elutionsvolumens erhéht
werden. Die Wirksamkeit der Elution und die Nukleinsdure-Gesamtausbeute ist in die-
sem Fall jedoch u. U. niedriger als bei der Verwendung eines héheren Elutionsvolu-
mens.

3Pathogen-Protokolle dienen zur Isolierung von bakteriellen, fungalen und viralen
Nukleinsduren aus verschiedenen Probenmaterialien menschlichen Ursprungs. Diese
Protokolle kénnen direkt fir die angegebenen Probenvolumina verwendet werden
oder die angegebenen Volumina kénnen das Lysat beinhalten.

“ Plasma aus Cell-free DNA, K2-EDTA oder Streck Cell Free DNA BCT Blutentnahmer-
6hrchen von Roche. Es muss eine Vorbehandlung mit dem MagNA Pure cfNA Buffer
Set durchgefiihrt werden.

% Die Fast-Protokolle sind ausschlieBlich fiir die Isolierung von Nukleinséuren aus
8 Proben vorgesehen.

@ Ein Priifprotokoll des Gerétes steht fiir Fehlerbehebungsmafdnahmen zur Verfii-
gung. Weitere Informationen hierzu erhalten Sie bei Ihrer Roche Vertretung.

16
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8.2 Probenmaterialien und Vorbehandlungsverfahren

I. Voliblut

Il. Plasma/Serum

IIl. Lysate fiir
externe
Lyseprotokolle

Die Proben diirfen nicht in einem gréf3erem Volumen verarbeitet werden als
dem, flr das das ausgewdhlte Aufreinigungsprotokoll vorgesehen ist, um bei
Downstream-Applikationen optimale Ergebnisse zu erzielen, insbesondere bei
Real-Time-PCR-Tests, zB. unter Verwendung des LightCycler® Analysesy-
stems. Ansonsten wird der Isolierungs- und Aufreinigungsprozess beeintrach-
tigt oder es kann zu Verklumpungen oder Verlusten von magnetischen
Glaspartikeln, zur Kreuzkontamination der Proben oder sogar zur Beschadi-
gung des Gerates kommen.

Verwenden Sie frisches oder gefrorenes Vollblut ohne Vorbehandlung. Das
Probenmaterial muss vollstdndig homogenisiert werden.

A Wenn die Leukozytenzahl Gber 1 x 107 Blutzellen/ml liegt, verdiinnen Sie
das Vollblut vor dem Gebrauch mit PBS, um eine Verklumpung der
magnetischen Glaspartikel zu vermeiden.

A Stellen Sie sicher, dass sich in den antikoagulierten Vollblutproben keine
Gerinnsel gebildet haben.

Verwenden Sie frisches oder gefrorenes Plasma oder Serum ohne Vorbehand-
lung. Eine Ausnahme bilden nur die cfNA-Protokolle.

A Wenn sich Prazipitate gebildet haben, zentrifugieren Sie 5 bis 10 Minuten
lang bei 1.900 x g. Dieser Zentrifugierungsschritt wird fiir cfNA-Protokolle
empfohlen. Verwenden Sie als Probe nur den Uberstand.

Vollblut, Plasma oder Serum in einer Mischung mit MagNA Pure LC Total

Nucleic Acid Isolation Kit - Lysis/Binding Buffer Refill.

@ Vor der Verwendung muss der Lyse-/Bindungspuffer auf eine Temperatur
von +15 bis +25 °C gebracht werden.

Geben Sie 200 oder 500 pl Vollblut, Plasma oder Serum zu 250 oder 950 pl

MagNA Pure LC Total Nucleic Acid Isolation Kit - Lysis/Binding Buffer Refill zu

und mischen Sie durch Pipettieren.

Protokoll External Lysis Pathogen External Lysis Pathogen

200 500
Probe [pl] 200 500
Lysis/Binding 250 950
Buffer [pl]
Gesamtlysatvo- 450 1.450
lumen [pl]

Uberfiihren Sie das gesamte Lysatvolumen in die Probenbearbeitungsplatte.

www.diagnostics.roche.com 17
MagNA Pure 24 Total NA Isolation Kit Cli Version 05, DE


http://www.diagnostics.roche.com

VERFAHREN

IV. Verschiedene
Probenmater-
ialien und

Lysate fiir
Pathogen-
Protokolle

Eine Lyse der Pathogene kann in vielen verschiedenen Probenmaterialien
menschlichen Ursprungs durchgeftihrt werden.

Die folgenden Probenmaterialien sind u. U. fiir die Protokolle Pathogen 200,
Fast Pathogen 200 und Pathogen 1000 geeignet:

Urin, bronchoalveolére Lavage (BAL), Abstriche, Stuhl, Vollblut, Plasma, Serum
und Bakterienkulturen.

@

Aufgrund der grofden Vielfalt der moglichen Probenmaterialien existiert
kein universell anwendbares Verfahren. Die Vorbehandlung von zéhfliissi-
gen Proben (BAL, Stuhl usw.) fuir die Nukleinsdure-Isolierung richtet sich
nach der Art des Probenmaterials, der Viskositédt der Probe sowie nach Art
und Gehalt der Partikel.

. Alle Probenmaterialien, fiir die dieses Probenaufarbeitungsverfahren in

Verbindung mit einem in-vitro-diagnostischen Downstream-Nukleinsgu-
retest zum Einsatz kommt, sind im Hinblick auf die einzelnen IVD-Parame-
ter zu evaluieren.

Fir sehr viskose, zellreiche Proben wie Stuhl darf kein Probenaufgabevo-
lumen von 1.000 pl verwendet werden.

Je nach Viskositat der Probe, Partikelart und -gehalt kénnen die Proben
ohne Vorbehandlung verwendet werden.

Lyseprotokoll unter Verwendung von MagNA Pure Bacteria Lysis
Buffer (BLB)

0}

Verfliissigung

Eine Verfliissigung wird fiir sehr viskose Probenmaterialien emp-
fohlen und ist fiir die Isolierung von Nukleinsduren aus bronchoal-
veoldrer Lavage obligatorisch.
= Setzen Sie eine frische DTT (Dithiothreitol)-Stammldsung an
(z.B. 5-fache Konz. = 0,75 %).
= Stellen Sie die endgiiltige DTT-Konzentration der Probe auf 0,15 %
ein, indem Sie DTT-Stamml&sung zugeben.
= Inkubieren Sie die Probe und schiitteln Sie sie dabei 30 Minuten
lang bei +37 °C und 850 U/Min., bis sie sich leicht pipettieren lasst.

Zugabe von Bacteria Lysis Buffer (BLB)
Uberfiihren Sie ein geeignetes Probenvolumen in ein frisches
1,5-ml-Rohrchen.

Protokoll Pathogen 200 Pathogen 1000
Probenvolumen [pl] 100 250 500

18
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®  Vermischen Sie geeignete BLB- und Proteinase K-Volumina:

Protokoll Pathogen 200 Pathogen 1000
BLB [pl] 100 250 500
Proteinase K [pl] 20 50 100
?I.I?/PK-Gemisch 120 300 600
H

= Geben Sie dieses Gemisch in das 1,5-mI-Réhrchen mit der Probe und
mischen Sie es griindlich auf einem Vortexer.

= FGhren Sie die Inkubation durch, wahrend das Gemisch 10 Minuten
lang bei 450 U/Min. und +65 °C geschiittelt wird.

@  Inkubation bei +95 °C (bei komplexen Probenmaterialien)
Inkubieren Sie die Probe bei +95 °C, um pathogene Organismen zu
inaktivieren und die Zell-Lyse fiir einige Bakterienarten in komplexen
Probenmaterialien, wie z. B. Stuhlproben, zu verbessern. Um ein Aus-
treten von Flissigkeiten zu vermeiden, verschlieRen Sie die R6hrchen
mit Schraubverschlissen.

= Inkubieren Sie die Proben 10 Minuten lang bei +95 °C.

@ Bei der Isolierung von RNA wird die Inkubation bei +95 °C ausge-
lassen, da diese die Integritdt der RNA beeintrachtigen kénnte.
= Kiihlen Sie die Proben auf Eis. Zentrifugieren Sie kurz, damit sich das
gesamte Probenvolumen unten im Réhrchen absetzt.

®  Uberfiihren Sie das angegebene Lysatvolumen in die Probenbearbei-

tungsplatte.

Protokoll Pathogen 200 Pathogen 1000
In die Probenbearbei- 200 500 1.000
tungsplatte pipettiertes

Lysat [pl]

Vorbehandlung von Stuhlproben

©) IS)Lésspendieren Sie eine erbsengrofRe Menge der Stuhlprobe in 550 pl

@ Zentrifugieren Sie 5 Sekunden lang bei 500 x g, um eine Verstop-
fung der Pipettierspitzen mit festen Partikeln zu vermeiden.
Fir die Isolierung viraler RNA kénnen Sie zur Suspendierung der
Stuhlproben alternativ auch eine 1:1-Mischung aus PBS un
STAR-Puffer verwenden. Dadurch kann eine mdgliche Inhibition in
Downstream-Applikationen vermieden werden.

www.diagnostics.roche.com 19
MagNA Pure 24 Total NA Isolation Kit Cli Version 05, DE


http://www.diagnostics.roche.com

VERFAHREN

@  Uberfiihren Sie ein geeignetes Volumen Uberstand in ein frisches
1,5-ml-Réhrchen.

Protokoll Pathogen 200 Pathogen 1000
Uberstand [pl] 100 250

®  Vermischen Sie geeignete BLB- und Proteinase K-Volumina:

Protokoll Pathogen 200 Pathogen 1000
BLB [pl] 100 250

Proteinase K [pl] 20 50
BLB/PK-Gemisch [pl] 120 300

» Geben Sie dieses Gemisch in das 1,5-mI-Réhrchen mit der Probe und
mischen Sie es griindlich auf einem Vortexer.

@  Inkubieren Sie die Probe 10 Minuten lang bei +65 °C und schiitteln
Sie sie wahrenddessen mit 850 U/Min. Inkubieren Sie dann
10 Minuten lang bei +95 °C.
A Bei der Isolierung von RNA wird die Inkubation bei +95 °C ausge-
lassen, da diese die Integritdt der RNA beeintrdchtigen konnte.

® Uberfiihren Sie das angegebene Lysatvolumen in die Probenbearbei-

tungsplatte.

Protokoll Pathogen 200 Pathogen 1000
In die Probenbearbei- 200 500

tungsplatte pipettiertes

Lysat [pl]

Vorbehandlung von Abstrichproben

uspendieren Sie einen trockenen Abstrichtupfer in einem geeigne-
S@d' Sie ei kenen Abstrichtupfer in ei i

ten Volumen eines Gemischs aus BLB und Proteinase K.
Protokoll Pathogen 200 Pathogen 1000
BLB [pl] 200* 500* 1.000*
Proteinase K [pl] 20 50 100
BLB/PK-Gemisch 220 550 1.100
[pll

* Verwenden Sie bei Abstrichtupfern in Transportmedien die Hélfte des BLB-Volumens.
Die andere Halfte sollte dabei aus der Probe im Transportmedium bestehen. Das Endvo-
lumen muss dem in der Tabelle angegebenen Volumen entsprechen. Vermischen Sie
den BLB mit dem Gesamtvolumen an Proteinase K und geben Sie dieses Gemisch zur
Probe im Transportmedium hinzu.

20
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Driicken Sie den Abstrichtupfer aus und verwerfen Sie ihn.

®®

Mischen Sie griindlich auf einem Vortexer. Inkubieren Sie die flis-
sige Probe 10 Minuten lang bei +65 °C und schitteln Sie sie dabei
mit 450 U/Min. Inkubieren Sie dann 10 Minuten lang bei +95 °C.

A Bei der Isolierung von RNA wird die Inkubation bei +95 °C aus-
gelassen, da diese die Integritdt der RNA beeintrachtigen kdnnte.

® Kihlen Sie die Proben auf Eis. Zentrifugieren Sie kurz, damit sich
das gesamte Probenvolumen unten im Réhrchen absetzt.

® Uberfiihren Sie das angegebene Lysatvolumen in die Probenbear-

beitungsplatte.

Protokoll Pathogen 200 Pathogen 1000
In die Probenbearbei- 200 500 oder 1.000
tungsplatte pipettiertes

Lysat [pl]

V. Zellen in Kultur Verwenden Sie zur Isolierung von Nukleinséduren mit den Protokollen hgDNA
200 und hgDNA 1000 Sie Zellen in Kultur, die in phosphatgepufferter Salzlo-
sung (PBS) resuspendiert wurden.

O) Zur Isolierung von DNA aus Zellen, die in Suspension kultiviert wur-
den, zentrifugieren Sie die Zellen in Kultur vorsichtig 5 Minuten lang
bei 300 x g. Waschen Sie das Zellpellet bei Bedarf mit PBS.

(@ Das Zellpellet kann bei -15 bis -25 °C mehrere Wochen lang
gelagert werden.

® Entfernen Sie das Kulturmedium (oder die PBS) und resuspendieren
Sie die Zellen in kalter PBS, indem Sie pipettieren oder das Rohr-
chen schiitteln, bis das Zellpellet resuspendiert ist.

® Uberfiihren Sie ein geeignetes Volumen der Suspension in die Pro-
benbearbeitungsplatte.

A\ Fir das Protokoll hgDNA 200 diirfen maximal 5 x 10° Zellen/
200 pl verwendet werden. Fiir das Protokoll hgDNA 1000 diirfen
maximal 1 x 106 Zellen verwendet werden. Jede Abweichung
von diesen Werten kann die Leistung beeintrachtigen.
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VL. Frisch Verwenden Sie zur Isolierung von Nukleinsduren mit dem Protokoll hgDNA
gefrorenes 200 maximal 5 mg homogenisiertes frisch gefrorenes Gewebe.
Gewebe
Gewebehomogenisierung mittels Proteinase-K-Verdau
@  Geben Sie maximal 5 mg Gewebe in ein 1,5-ml-Réhrchen.
®  Geben Sie 180 pl MagNA Pure DNA Tissue Lysis Buffer und 20 pl
Proteinase K zur Gewebeprobe hinzu.
® Inkubieren Sie sie bei +55 °C, bis das Gewebe vollstandig aufgeldst ist
(in der Regel dauert dies 3 Stunden bis zu einer Nacht).
Diese Homogenisierungsmethode fiihrt zu einer hohen
DNA-Ausbeute und schont die DNA.
@  Uberfiihren Sie ein geeignetes Lysatvolumen in die Probenbearbei-
tungsplatte.
(®  Das Lysat kann bei -80 bis -20 °C gelagert werden, wenn eine sofor-
tige Aufreinigung nicht gew(inscht ist.
Gewebehomogenisierung mit dem MagNA Lyser Instrument
@®  Uberfiihren Sie max. 5 mg Gewebe in ein Réhrchen mit MagNA Lyser
Green Beads.
®  Geben Sie 200 pl MagNA Pure DNA Tissue Lysis Buffer hinzu.
®  Homogenisieren Sie das Gewebe 30 bis 40 Sekunden lang im MagNA
Lyser Instrument. Wenn danach noch keine vollstdndige Homogeni-
sierung erzielt wurde, wiederholen Sie diesen Schritt. Weitere Informa-
tionen finden Sie im Benutzerhandbuch des MagNA Lyser
Instruments.
@ Diese Methode ist zwar schnell, die DNA kann jedoch wegen der
hohen Scherkrafte teilweise fragmentiert werden.
@  Uberfiihren Sie ein geeignetes Lysatvolumen in die Probenbearbei-
tungsplatte.
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VII. Formalin- Reinigen Sie die Nukleinsduren von bis zu 6 FFPE-Gewebeschnitten von
fixiertes, in 4 oder 5 pm Dicke mit dem MagNA Pure FFPET Buffer Set auf. Dies entspricht
Paraffin einer Hochstmenge von 6 mm? Gewebe.

eingebettetes A Verwenden Sie nicht mehr als die angegebene FFPE-Gewebeproben-
Gewebe menge, da anderenfalls die Nukleinsdureaufreinigung beeintrachtigt wird.

Ausbeute und Qualitédt der isolierten Nukleinsduren hangen unmittelbar
von der Gewebeart, dem Probenalter sowie dem verwendeten Fixierungs-
protokoll ab.

A In automatisierten Arbeitsabliufen diirfen niemals angebrochene Rea-
genzflaschen aus manuellen Arbeitsablaufen verwendet werden.

Proben- und Reagenzvorbereitung fiir das DNA FFPET 1000-Protokoll

@  Geben Sie fiir jede Isolierung bis zu 6 FFPE-Gewebeschnitte von
4 oder 5 pm Dicke (= 6 mm? Gewebe) in den Boden eines
2:0—mI—R6hrchens.
A Entfernen Sie vor dem Gewinnen von FFPE-Gewebeschnitten tiber-
schiissiges Paraffin vom FFPE-Gewebeblock oder -Objekttréger.
A Um méglichst viel Nukleinséure isolieren zu kénnen, miissen sich

die FFPE-Gewebeproben vor der Zentrifugierung so nah wie mog-
lich am Boden des 2,0-ml-Réhrchens befinden.

®@  Zentrifugieren Sie das 2,0-ml-Réhrchen 30 Sekunden lang bei
5.000 x g und +15 bis +25 °C, damit sich das Probenmaterial am
Réhrchenboden sammelt.

®  Setzen Sie die zentrifugierten Probenrohrchen auf die 2,0-ml-Adapter,
die sich bereits im Probenrack befinden.
A Platzieren Sie die Probenréhrchen-Adapter mit den 2,0-ml-Réhr-
chen richtig im Probenrack.
Laden Sie das Probenrack in den Probenrack-Einschub des Gerétes
und erstellen Sie anschlie3end die Anforderung.

@  Bereiten Sie das Deparaffinization Reagent vor:
Geben Sie unmittelbar vor der Verwendung 25 ml des im MagNA Pure
FFPET Buffer Set enthaltenen Deparaffinization Reagent in eine der
leeren 25-ml-Reagenzflaschen mit Barcode.
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®  Beladen Sie die in der Software markierten Geréatestationen mit dem
erforderlichen Bedarfsmaterial.
Setzen Sie zum Schluss folgende Geféf3e in das Reagenzrack ein:

= Deparaffinization Reagent in barcodierter 25-ml-Reagenzflasche
= Reagenzflasche(n) mit Lysis Buffer

= Reagenzflasche(n) mit Isopropanol

= Im Vortexer gemischte MGP-Rdhrchen

A Es diirfen nur gedffnete Reagenzflaschen und MGP-Rohrchen
geladen werden.

A Die Bildung von Schaum oder Luftblasen in den Reagenzien des
FFPET-Puffersets ist zu vermeiden. Haben sich Luftblasen gebildet,
zerstechen Sie diese mit einer Pipettierspitze.

A Angebrochene Reagenzflaschen diirfen nur dann verwendet wer-
den, wenn diese aus einem automatisierten Arbeitsablauf auf
demselben Gerat stammen. Mit der Software wird das Inventar fiir
jedes Geréat mit Hilfe der Reagenzbarcodes tiberwacht. Dabei wer-
den angebrochene Reagenzflaschen erkannt, um im néchsten Lauf
eine optimale Handhabung zu gewébhrleisten. Die Haltbarkeit der
Reagenzflaschen im Gerat betrégt 16 Stunden. Nach der ersten
Verwendung sind die Reagenzien 28 Tage lang haltbar.

Uberpriifen Sie das gesamte Bedarfsmaterial und starten Sie anschlie-
Bend den Lauf.

®  Entladen Sie nach Abschluss des Laufs das Gerdt geméaf der Anlei-
tung in der Benutzerunterstiitzung. VerschlieRen Sie alle Reagenzfla-
schen, die auf demselben Gerét weiterverwendet werden sollen, sofort
nach der Verwendung mit den zugehérigen Verschliissen und lagern
Sie sie gemaR den Angaben in der Gebrauchsanweisung.

A Gelegentlich kénnen sich lichtdurchlassige/gefarbte Eluate bilden, die fir
Downstream-Applikationen verwendet werden kénnen.

A Bedenken Sie bei der Entsorgung von Abféllen, dass die 2,0-ml-Proben-
rohrchen Reagenzien des FFPET-Puffersets enthalten.

VIIL. Plasma fiir Verwenden Sie zur Isolierung zellfreier Nukleinsduren (cfNA) das MagNA
zellfreie Pure cfNA Buffer Set.

Nukleinséuren @ Zentrifugieren Sie die Proben vor der Aufreinigung der zellfreien Nuklein-
sduren 5 bis 10 Minuten lang bei 1.000 bis 1.900 x g. Achten Sie darauf,
dass das Pellet oder Teile davon nicht tibertragen werden.

A Die Bildung von Schaum bzw. Blasen ist bei allen Pipettierschritten zu ver-
meiden.
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@  Geben Sie ein geeignetes Volumen Proteinase K in ein frisches Pro-
benréhrchen, das fiir diese Applikation getestet wurde (Sarstedt-
Rohrchen 55.466 und Sarstedt-Rohrchen 55.495). Geben Sie die Probe
in das Réhrchen mit Proteinase K, mischen Sie vorsichtig und inkubie-
ren Sie 20 Minuten lang bei +37 °C.

cfNA ss 2000 cfNA ss 4000
Protokoll cfNA ds 2000 cfNA ds 4000
Proteinase K [pl] 200 400
Probenvolumen [pl]  2.000 4,000

(®  Setzen Sie je nach Anzahl der zu bearbeitenden Proben ein geeigne-
tes Volumen von cfNA-Puffergemisch an: pipettieren Sie Cell-Free
Nucleic Acid Enhancement Buffer (CELB) in einen Behalter geeigne-
ter GrolRe und geben Sie Isopropanol (IPA) hinzu. Verschlie3en Sie
den Behélter und mischen Sie durch vorsichtiges Umschwenken. Die
Losung ist maximal 2 Stunden lang stabil.

cfNA ss 2000 cfNA ss 4000
Protokoll cfNA ds 2000 cfNA ds 4000
CELB [pl] 1.750 3.500
IPA [ul] 300 600
cfNA-Pufferge- 2.050 4.100
misch (CELB +
IPA) [pl]

® E_eben Sie zu jeder Probe eine geeignete Menge cfNA-Puffergemisch
inzu:

2.000 pl cfNA-Puffergemisch bei einer 2.000-pl-Probe bzw. 4.000 pl

cfNA-Puffergemisch bei einer 4.000-pl-Probe. Mischen Sie griindlich,

um eine homogene Mischung herzustellen, indem Sie die Flissigkeit
ca. 8-mal dispensieren und aspirieren.

A Das Lysat darf nicht aufbewahrt werden.

(@ Wenn sich Blasen bilden, kénnen diese entfernt werden, indem sie
in eine Pipettierspitze a?iriert werden. Halten Sie die Pipettier-
spitze dazu direkt Giber der Fliissigkeitsoberflache in die Nahe der
Seitenwand des Rohrchens. Blasen kénnen auch dadurch entfernt
werden, dass die Réhrchen verschlossen und 1 Minute lang bei
2.000 x g zentrifugiert werden.

@  Laden Sie die Rohrchen in das Probenrack. Laden Sie das Probenrack
in das Gerat.
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8.3

Isolierung

Das MagNA Pure 24 Instrument ist fUr die gleichzeitige Bearbeitung von bis
zu 24 Proben vorgesehen. Detaillierte Informationen zur Bedienung des Gera-
tes finden Sie in der MagNA Pure 24 Benutzerunterstiitzung.

A

Die Validierung der Systemleistung fiir alle im Labor verwendeten Verfah-
ren obliegt dem Benutzer.

Beim Mischen von Primérréhrchen, die Proben enthalten, ist darauf zu
achten, dass vor dem Laden in das Gerét kein Schaum bzw. keine Blasen
gebildet werden. Damit die Fillstanderkennung fehlerfrei funktioniert,
sollten sich keine Tropfen an den Seitenwdnden der Probenrdhrchen
befinden.

Alle Probenréhrchen miissen fest und ordnungsgemaf im Probenrack
sitzen.

Wassriges Probenmaterial, wie z. B. Nukleinsauren, die ohne biologischen
Puffer in Wasser oder Fliissigkeiten aufgeldst sind, kann zu einer unzurei-
chenden Aufreinigung fihren. Bei wéssrigem Probenmaterial stellen Sie
durch Zugabe von 10 x PBS eine endgliltige Konzentration von 1 x PBS
ein.

Wenn die Reagenzkassetten bei Temperaturen unter +15 °C gelagert
wurden, lassen Sie sie vor dem Gebrauch mindestens eine Stunde lang bei
+15 bis +25 °C aquilibrieren.

In einem Aufreinigungslauf kdnnen zwei Reagenzkassetten der gleichen
Charge oder unterschiedlicher Chargen verwendet werden.

Vergewissern Sie sich, dass alle Behélter vollstéandig in die Reagenzkas-
sette eingesetzt wurden, bevor diese auf die Reagenzkassettenladestation
gestellt werden.

Mischen Sie die MGP-Réhrchen 60 Sekunden lang einzeln im Vortexer,
bevor Sie sie auf die Geréateplattform stellen. Laden Sie die geoffneten
MGP-Ro6hrchen unmittelbar vor dem Start des Laufs vorsichtig auf die
Gerateplattform. Wenn Fliissigkeit verschiittet wird, tauschen Sie die
MGP-R&hrchen aus.

Alle in das Gerét geladenen Komponenten missen gedffnet sein: die
Réhrchen mit Proben, die MGP-Réhrchen, die internen Kontrollréhrchen,
die Reagenzflaschen und die Ausgabe-Verbrauchsmaterialien.

Laden Sie das Reagenzrack vorsichtig in den Reagenzrack-Einschub,
damit keine Reagenzien verschittet werden.

Hinweis fiir Arbeitsabldufe mit FFPE-Gewebeproben: Geringe Mengen des
Deparaffinization Reagent in den Probenbearbeitungsrohrchen beein-
trachtigen die Aufreinigung nicht. Verbleibender Lysepuffer beeintrachtigt
die Ergebnisse ebenfalls nicht.
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8.4 Beenden eines Laufs

Entladen Sie nach Abschluss des Laufs die Ausgabe-Verbrauchsmaterialien,
die die Eluate enthalten.

(@ Nach Ende eines Laufs sollten keine Eluate langer als 2 Stunden im Gerat
verbleiben, da anderenfalls die entsprechenden Ergebnisse mit Flags ver-
sehen werden.

@ Die Kiihlung der Eluate wird beim Offnen der Gerateabdeckung beendet.

® Kleine Mengen von magnetischen Glaspartikeln in den Ausgaberchrchen
bzw. Tubestreifen fiihren nicht zu einer Beeintrachtigung der PCR- bzw.
RT-PCR-Tests auf LightCycler® Analysesystemen oder herkdmmlichen
Thermocyclern. Wenn die magnetischen Glaspartikel entfernt werden sol-
len, stellen Sie die Ausgaberdhrchen bzw. Tubestreifen vor dem Entfernen
des Eluats auf eine Magnetplatte.

= Die zulassige Zeit zur Aufbewahrung der Reagenzkassette im Gerat darf
nicht tberschritten werden. Entladen Sie die Reagenzkassette vorsichtig, um
ein Verschitten von Flissigkeit zu vermeiden. Versiegeln Sie die Reagenz-
kassette mit Versiegelungsfolie. Angebrochene Reagenzkassetten kdnnen
bei +2 bis +8 °C in aufrechter Stellung fiir den spateren Gebrauch aufbe-
wahrt werden.

= Fahren Sie unter Beachtung der vom Gerat angezeigten Anweisungen mit

dem Entladen fort.
A MGP-Réhrchen sind nur fiir den Einmalgebrauch vorgesehen und miis-
sen nach jedem Lauf entsorgt werden, auch wenn sie nur teilweise ver-
braucht wurden.
= Entsorgen Sie Flissig- und Festabfélle gemaR den ortlichen gesetzlichen
Bestimmungen.

= Untersuchen Sie das Gerét griindlich auf ausgetretene Fliissigkeiten. Wenn
Flussigkeiten ausgetreten sind, reinigen Sie das Gerdt gemal den Anwei-
sungen der MagNA Pure 24 Benutzerunterstiitzung.

= Reinigen und dekontaminieren Sie alle Zubehorteile geméaf’ den Anweisun-

gen der MagNA Pure 24 Benutzerunterstiitzung.

A Reagenzien, die Guanidinthiozyanat (Lysis Buffer) enthalten, diirfen nicht
mit Natriumhypochloritlésung (Bleichlésung) oder Séuren in Kontakt
kommen, da bei diesen Gemischen hochgradig giftige Gase entstehen
koénnen. Weitere Informationen zur Reinigung und Wartung finden Sie in
der MagNA Pure 24 Benutzerunterstiitzung.
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8.5 Qualitatskontrolle

Interne
Kontrollen

A Fiihren Sie stets geeignete Kontrollen mit.

Damit der gesamte Prozess von der Probenaufarbeitung bis hin zur Analyse
effektiv iberwacht wird, sind folgende Kontrollen durchzufiihren:

= Positivkontrolle. Hier wird Probenmaterial verwendet, das die Zielsequenz
enthélt.

= Negativkontrolle. Hier wird Probenmaterial verwendet, das die Zielsequenz
nicht enthélt.

= Interne Kontrolle (IC). Hier wird allen aufzureinigenden Proben eine festge-
legte Menge einer Kontrollzielsequenz zugegeben. Die interne Kontrolle wird
vor der Aufreinigung zugegeben, mit aufgereinigt und dann z. B. mit der
jeweiligen Zielsequenz in der gleichen PCR-Reaktion amplifiziert. Bei Appli-
kationen, bei denen die Gefahr falsch-negativer Ergebnisse besteht, ist die
Verwendung einer geeigneten internen Kontrolle obligatorisch.

Wahrend des Aufreinigungslaufs kann jeder Probe vom Gerat automatisch
eine interne Kontrolle (IC) zugegeben werden. Das Volumen der internen
Kontrolle ist auf

20 pl pro Probe festgelegt. Es kdnnen 2 verschiedene interne Kontrollen pro
Lauf geladen werden; es kann jedoch nur eine interne Kontrolle zu jeder
Probe hinzugegeben werden. Um diese Funktion zu verwenden, wéhlen Sie in
den globalen Laufeinstellungen die interne Kontrolle aus. Die geeignete
Menge der internen Kontrolle wird von der Software berechnet und auf dem
Bildschirm Overview in den Laufeinstellungen angezeigt. Geben Sie einem
2-ml-Réhrchen mit Barcode das angegebene Volumen der internen Kontrolle
zu und laden Sie die Réhrchen in die entsprechenden Positionen auf dem
Reagenzrack.

@ Das erforderliche Volumen an interner Kontrolle ist infolge mechanischer
Beschrankungen grofRer als das Produkt aus der Anzahl der Proben (n)
und 20 pl (d. h. n x 20 pb).

A Geben Sie die interne Kontrolle bei cfNA-Protokollen (d.h. 2.000 pl und
4.000 pl der Ursprungsprobe) manuell zum vorbereiteten Lysat zu. Beach-
ten Sie, dass die Funktion fur die interne Kontrolle im Geréat zwar verfiig-
bar, nicht jedoch aktiviert ist.

A Bei FFPET-Protokollen kénnen keine internen Kontrollen vom Gert hinzu-
gegeben werden.
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9. GRENZEN DER METHODE UND STOREINFLUSSE

—_

. Das MagNA Pure 24 Total NA Isolation Kit wurde ausschlief3lich fiir den
Gebrauch mit dem MagNA Pure 24 System evaluiert.

2. Zuverlassige Ergebnisse werden nur erzielt, wenn alle Anweisungen flr
Probenentnahme, Transport, Lagerung und Handhabung der Proben einge-
halten werden.

3. Das MagNA Pure 24 Total NA Isolation Kit wurde ausschlieflich fir das
Probenmaterial validiert, das in dieser Gebrauchsanweisung angegeben ist.
Die Aufreinigung von Nukleinsduren aus anderen Probenmaterialien kann
zu suboptimalen Ergebnissen fiihren.

4. Die Protokolle diirfen jeweils nur in Verbindung mit den dafiir vorgesehenen
Probenmaterialien verwendet werden. Jede Abweichung von diesen Werten
kann die Leistung beeintrachtigen.

5. Dieses Produkt darf nur von Labormitarbeitern verwendet werden, die in der
Isolierung von Nukleinsduren geschult wurden. Jede IVD-Applikation, fir
die dieses Probenaufarbeitungsverfahren in Verbindung mit einem
in-vitro-diagnostischen Downstream-Nukleinsduretest zum Einsatz kommt,
ist im Hinblick auf die einzelnen IVD-Parameter zu validieren.

6. Um das Risiko einer Beeintrachtigung der Ergebnisse auf ein Minimum zu
beschranken, miissen geeignete Kontrollen fir Downstream-Applikationen
verwendet werden.

7. Die Lagerungsbedingungen (Temperatur, Zeiten) fir Proben, Lysate, Zell-
kulturpellets und Eluate sind hinsichtlich der einzelnen IVD-Parameter zu
validieren.

8. Die Leistungsdaten sind insbesondere in Bezug auf Downstream-Applika-
tionen vom Benutzer zu validieren. Bei der Auswertung der Ergebnisse mis-
sen alle relevanten klinischen und labortechnischen Daten beriicksichtigt
werden. Da sich die Analytkonzentrationen von Probenmaterial zu Proben-
material stark unterscheiden kdnnen, sollten vor dem Beginn der Routine
Untersuchungen von Kreuzkontaminationen durchgefiihrt werden, z. B.
anhand so genannter Schachbrettmuster-Assays (hoch positive Proben
direkt neben negativen Proben).

9. Aufgrund der naturbedingten Unterschiede zwischen den Technologien
wird empfohlen, dass der Benutzer vor dem Wechsel von einer Technologie
zur anderen Korrelationsstudien im Labor durchfiihrt, um die dadurch
bedingten Unterschiede zu qualifizieren. Dabei sollten die laboreigenen
Richtlinien bzw. Verfahren befolgt werden.

10. Der Einfluss von Stérsubstanzen wurde anhand einer Verdiinnungsreihe
untersucht, die folgende haufig anzutreffende Substanzen in steigenden
Konzentrationen enthielt: humanes Hamoglobin, Bilirubin und Lipide. Die
Auswertung erfolgte mit dem Protokoll Pathogen 200.
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10. ZUSATZINFORMATIONEN

10.1 Symbole

In dieser Dokumentation und auf diesem Produkt werden die folgenden Sym-

bole verwendet:

Symbol

Beschreibung

Wichtiger Hinweis

Hinweis

Bestellnummer

Chargenbezeichnung

Temperaturbegrenzung (Aufbewahrung bei)

In der Packung enthaltene Menge

Verwendbar bis

Vertrieb durch

Globale Artikelnummer GTIN

Gebrauchsanweisung beachten

z@g@wa*aﬁ@@

Hersteller

ce Das Kit erflllt die Anforderungen der Richtli-
nie 98/79/EG Uber In-vitro-Diagnostika.
In-vitro-Diagnostikum.

10.2 Anderungen gegeniiber der Vorversion

= Das Volumen der MGP-Rohrchen wurde aktualisiert.
= Das Protokoll ,,Pathogen 200 hp“ wurde entfernt.

= Die Informationen zu den fiir das Verfahren ,Plasma fiir zellfreie Nukleinsdu-
ren“ getesteten Probenrdhrchen wurden aktualisiert.
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11. MARKEN

MAGNA PURE, MAGNA LYSER und LIGHTCYCLER sind Marken von Roche.
Andere Produktnamen und Marken sind Eigentum ihrer jeweiligen Inhaber.

12. REGULATORISCHER HINWEIS/HAFTUNGSAUSSCHLUSS

In-vitro-Diagnostikum.

13. LITERATUR

" Center for Disease Control and Prevention. Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories, 5th ed. U.S. Department of Health and Human Ser-
vices, Public Health Service, Centers for Disease Control and Prevention,
National Institutes of Health HHS Publication No. (CDC) 21-1112, letzte Uber-
arbeitung: Dezember 2009.

2 Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Protection of laboratory
workers from occupationally acquired infections. Approved Guideline-Fourth
Edition. CLSI Document M29-A4: Wayne, PA;CLSI, 2014.
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