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Kayttotarkoitus Tuotteen kadyttorajoitukset

Oragene™- ja ORAcollect™- syljen néytteenottosarjoilla otetun genomisen Kiytd prepITeL2P-tuotetta ainoastaan timén tuotekasikirjan ohjeiden
DNA:n puhdistukseen. mukaisesti.
Kayton aikainen stabiliteetti preplT-L2P-tuotteen kuljetus
PT-L2P-5 (5 ml)- ja PT-L2P-45 (45 ml)- tuotteiden kéyton aikainen stabiliteetti prepIT+L2P-tuotetta voi kuljettaa huoneenldmpétilassa laboratorioreagenssina.
on 30 huoneenlimmossa. Erityiskasittelyd ei tarvita.
Ominaisuudet preplT-L2P-tuotteen sdilytys (sdilyvyysaika)
o Optimoitu kemia mahdollisimman kattavaan DNA:n kerdamiseen Siilytd huoneenlampétilassa. PT-L2P-5 (5ml)- ja PT-L2P-45 (45 ml)
Oragene- ja ORAcollect-tuoteperheiden suunéytteista. -tuotteiden sidilyvyysaika on 30 kuukautta huoneenldmpétilassa, kun
o Todettu tuottavan johdonmukaisia tuloksia korkean molekyylipainon ne on suljettu asianmukaisesti.
DNA:Ila.
o Skaalautuva puhdistusmenetelma suurille tai pienille niytetilavuuksille. Hévittiminen
o Sujuva tyonkulku ja tdysi tekninen tuki ndytteenotosta eristimiseen. Havitd kdyttaméttomat, vaurioituneet tai vuotavat sarjat asianmukaisten
o  Taloudellinen menetelmi, joka vaatii vain vihén laitteistoa. paikallisten, osavaltion ja valtiotason sddnnosten mukaisesti. Havitd
laboratoriojitteend.
Materiaalit
. PT-L2P-5 (5 ml) ja/tai PT-L2P-45 (45 ml) Huolto/korjaukset
o prepITe.L2P-tuoteksikirja Ei sovelleta. prepIT+L2P on reagenssi, eikd edellytd huoltoa tai korjausta.
Varoitukset ja varotoimet Tiivistelma suorituskykyominaisuuksista
e Vain laboratoriokéyttoon. Oragene- ja ORAcollect- syljen ndytteenottosarjoilla otettu prepITeL2P-
o Nestemdistd reagenssia EI saa nielld. puhdistettu genominen DNA tuottaa runsaasti korkealaatuista DNA:ta, joka
o ALA kiytd, jos pakkaus on vaurioitunut tai suppilon kannen/korkin riittdd myohempiin sovelluksiin, kuten PCR-analyysiin, mikrosiruanalyysiin
tiiviste on rikki tai vuotaa. ja massiiviparalleelisekvensointiin.
o ALA kayti prepIT+L2P-tuotetta reagenssipulloon merkityn viimeisen
kéyttopéivin jalkeen. Tuotetyypit
e Pese vedelld, jos reagenssia joutuu silmiin tai iholle. EI saa nielld. prepIT«L2P-tuotetta on saatavilla useita eri tilavuuksia riippuen
o Ilmoita kaikista vakavista tapauksista DNA Genotekille ja maasi tarvitusta valmisteiden lukuméiristi. Esimerkiksi:

toimivaltaiselle viranomaiselle.

. Katso ohjeet kiyttamittomin reagenssin turvalliseen havittimiseen hoteentvtentner ol Néytevalmisteen Valmisteiden
kayttoturvallisuustiedotteesta (MSDS). WA ETE AlEvns lukumasri
. Kayttoturvallisuustiedote on saatavilla osoitteessa www.dnagenotek.com.
PT-L2P-5 0,5ml 200
PT-L2P-45 0,5ml 2000
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Takuut prepIT™-L2P-laboratorio-ohjelma pNA:n

Kaikkien DNA Genotek -tuotteiden ehdot ovat saatavilla kokonaisuudessaan manuaaliseen puhdistukseen 500 mikrolitrasta nﬁytettﬁ
osoitteessa http://www.dnagenotek.com/ROW/terms/index.html.
Seuraavassa vaiheittaisessa ohjelmassa kuvaillaan, miten voit puhdistaa DNA:n

Vianmairitys 500 mikrolitran osanéytteesta.
Ota yhteys DNA Genotek -yhtion tekniseen tukeen osoitteessa
support@dnagenotek.com tai soita numeroon+1 (613) 723-5757, valinta 6. Pakkauksen reagenssit

prepIT+L2P (luettelonro PT-L2P-5 tai PT-L2P-45)

Laitteisto ja reagenssit

Mikrosentrifugi, joka voi pyorid voimalla 15 000 x g

1,5 ml:n mikroputkia (esim. Axygen®, luettelonro MCT-150-C)
50°C:n limpoinen ilma- tai vesi-inkubaattori

Huoneenlampoisté etanolia (95-100 %)

Huoneenlampoisté etanolia (70 %)

DNA:n sdilytyspuskuria: TE (10 mm Tris-HCI, 1 mm EDTA, pH 8,0)
tai vastaavaa liuosta

Toimenpide
Puhdistusvaiheet Huomiot

1. Sekoita Oragene-/ORAcollect- |- N&in varmistat, etta viskoosiset
ndyte kddntelemalld putkea ndytteet sekoittuvat hyvin.
ylosalaisin tai ravistamalla
sitd helldvaroen muutaman
sekunnin ajan.
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Puhdistusvaiheet

Inkuboi néytetta 50°C:n
lampotilassa vesi-
inkubaattorissa vahintdan

1 tunti tai ilmainkubaattorissa
védhintdan 2 tuntia.

Huomiot

« Tama lampokasittelyvaihe on erittdin
tarked ja varmistaa, ettd DNA:ta
vapautuu riittavasti ja ettd nukleaasit
inaktivoituvat pysyvasti.

« Voit tehdd taman inkubaatiovaiheen
milloin tahansa ndytteen ottamisen
ja sen puhdistuksen vililla.

« Varmista ndytteen homogeenisyys
inkuboimalla koko naytetta
alkuperdisessa ndyteputkessa ennen
osandytteen ottoa.

« Voit inkuboida naytettd 50°C:n
lampétilassa yon yli, jos se on
kdtevampaa.

« llmainkubaattori edellyttaa
pidemman ajan, koska se saavuttaa
lampotasapainon vesi-inkubaattoria
hitaammin.

Huomio: Voi olla parempi kdyttaa
ilmainkubaattoria, koska Oragene./
ORAcollect-putket saattavat kellua
vesikylvyssa. Jos sinun on kéytettava
vesikylpyd, varmista, ettd putken

ndytetta sisaltdva osa pysyy veden alla.

Puhdistusvaiheet

Sentrifugoi 5 minuuttia
huoneenldmméssa voimalla
15000 x g.

Huomiot

« Pidempi sentrifugointi (korkeintaan
15 minuuttia) voi véhentaa lopullisen
DNA-liuoksen sameutta (korkea Azyq).

Siirrd puhdas supernatantti
varovasti pipettikarjelld uuteen
mikrosentrifugiputkeen.
Havitad epapuhtauksia
sisdltava pelletti.

Pelletti siséltaa sameita
epapuhtauksia. Jos kosket putkeen
epahuomiossa, sentrifugoi se
uudelleen.

Lisda 600 mikrolitraa
huoneenldampdista 95-100 %
etanolia. Sekoita helldvaroen
kaantelemalla putki ylosalaisin
10 kertaa.

.

DNA saostuu, kun sekoitat sen
etanoliin. Tdma saattaa nakya
DNA-sdikeiden hyytyména tai hienona
saostumana riippuen DNA:n maarasta
ndytteessa.

Vaikka et nakisi hyytymaa, voit kerata
DNA:n noudattamalla huolellisesti
seuraavia vaiheita.

Anna ndytteen olla
huoneenldmmaossa 10 minuuttia,
jotta DNA saostuu kokonaan.

Emme suosittele ikubointia -20°C:n
lampotilassa, koska epdpuhtaudet
saattavat saostua DNA:han.

Siirrd 500 mikrolitraa
sekoitettua ndytetta 1,5 ml:n
mikrosentrifugiputkeen.

« Voit sailyttaa loput ndytteesta
huoneenlampétilassa (15-25°C)
tai jaddytettyna.

+ Halutessasi voit sdilyttaa ndytteen
jaadytettyna Oragene-/ORAcollect-
putkessa -20°C:n lampatilassa
tai siirtaa naytteen kryoputkeen
pitkdaikaista sailytysta varten -80°C:n
lampatilassa.

IS

Aseta putki mikrosentrifugiin
tiettyyn asentoon. Sentrifugoi
2 minuuttia huoneenldmmaossa
voimalla 15 000 x g.

- Voit esimerkiksi asettaa jokaisen
putken mikrosentrifugiin niin, etta
korkin saranaosuus osoittaa pois pdin
roottorin keskustasta. Nain tiedat
pelletin sijainnin sentrifugoinnin
jalkeen (vaikka se olisi liian pieni
nahtavaksi) - se on putken karjessa
saranan alapuolella.

Lisaa 20 mikrolitraa (1/25
tilavuudesta) preplT-L2P-
tuotetta mikrosentrifugiputkeen
ja sekoita ravistelemalla
sekunnin ajan.

+ Nédyte muuttuu sameaksi, kun
epdpuhtaudet ja estdjét saostuvat.

—

. Poista supernatantti varovasti

pipettikarjelld ja havita se.
Varo koskemasta DNA-
pellettiin.

« Pelletti siséltdd DNA:ta. Jos menetat
pelletin, menetédt myds DNA:n.

Jos kierrat putkea niin, etta pelletti
on seindman yldosassa, voit vieda
pipettikdrjen turvallisesti seindaman
alaosaa pitkin ja poistaa kaiken
supernatantin.

Supernatantti saattaa sisaltaa
epdpuhtauksia, ja se on poistettava
mahdollisimman taydellisesti.

5.

Inkuboi jadssa 10 minuuttia.

« Voit inkuboida naytettd myos
huoneenldammadssd, mutta silloin
epdpuhtauksia poistuu hieman
vahemman tehokkaasti.
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Puhdistusvaiheet

12. Etanolihuuhtelu:
Lisaa varovasti 250 mikrolitraa
70 % etanolia. Anna olla
huoneenldamméssa 1 minuutin
ajan. Poista kaikki etanoli
koskematta pellettiin.

Huomiot

- On térkeaa poistaa kaikki etanoli
ndytteestd. Ndytteeseen jaanyt
etanoli voi vaikuttaa maarityksen
suorituskykyyn.

« Kun olet poistanut 70 % etanolin, voit
poistaa ndytteeseen jaaneen etanolin
pyorittamalld putkea
pulssitoiminnolla.

« Varo koskemasta DNA-pellettiin - se
voi olla pieni tai ndkymaton.

« Jos pelletti irtoaa, sentrifugoi nadytetta
5 minuuttia voimalla 15,000 x g.

« Jos pelletti kuivuu liikkaa, DNA:n
liukeneminen voi vaikeutua.

13. Liuota DNA-pelletti lisaamalla
100 mikrolitraa TE-liuosta
(ks. sivu 5). Ravistele vahintaan
5 sekuntia.

+ Jos haluat korkeamman DNA-
pitoisuuden, kayta 50 mikrolitraa
TE-liuosta.

14. Varmista DNA:n téydellinen
rehydraatio inkuboimalla
huoneenlammossa yon yli
ja sitten ravistelemalla tai
inkuboimalla 50°C:n
ldmpotilassa 1 tunti ja
ravistelemalla toisinaan.

« Suuren korkean molekyylipainon
DNA-madérén taydellinen rehydraatio
(liukeneminen) voi olla hidasta.

+ Riittdmaton DNA:n rehydraatio
aiheuttaa epatarkkuutta DNA-
pitoisuuden arvioinnissa ja saattaa
aiheuttaa hairiéita mydhemmissa
sovelluksissa, kuten PCR-analyysissa.

15. Taydellisesti rehydratoidun
DNA:n sdilytysvaihtoehtoja:

a) Pitkdaikainen sdilyttaminen
TE:ssd -20°C:n lampdtilassa.
Jaa halutessasi
osanaytteiksi.

b) Korkeintaan 2 kuukautta

TE:ssd 4°C:n lampdtilassa.
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preplT-L2P-laboratorio-ohjelma

DNA:n manuaaliseen puhdistukseen koko ndytteesta

Huomio: Kiyti tissd ohjelmassa parhaan tuloksen saadaksesi sellaista
sentrifugia (joko kiinted kiertokulma tai heiluva kauharoottori), joka pystyy
tuottamaan véahintidan voiman 3 500 x g.

Seuraavassa vaiheittaisessa ohjelmassa kuvaillaan, miten voit puhdistaa DNA:n
koko ndytteestd (ndytteen kokonaistilavuus 1-4 ml). Mukauta mainitut
tilavuudet vastaamaan todellista kerittya tilavuutta.

Pakkauksen reagenssit
prepIT+L2P (luettelonro PT-L2P-5 tai PT-L2P-45)

Laitteisto ja reagenssit

Sentrifugi, joka kdyttdd 15 ml:n putkia ja tuottaa vihintddn voiman 3 500 x g
(ks. Taulukko 2)

15 ml:n kartiomaisia polypropeeniputkia (esim. BD Falcon®, luettelonro 352196)
Mikrosentrifugi, joka voi pyorid voimalla 15 000 x g (valinnainen)

1,5 ml:n mikroputkia (esim. Axygen®, luettelonro MCT-150-C)

50°C:n limpdinen ilma- tai vesi-inkubaattori

Huoneenlampaisté etanolia (95-100 %)

Huoneenlampoisté etanolia (70 %)

DNA:n sdilytyspuskuria: TE (10 mm Tris-HCI, 1 mm EDTA, pH 8,0)

tai vastaavaa liuosta
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Valinnainen: puhdistusta edeltéva tarkistus (vain Oragene-ndytteet;
ei tarpeen ORAcollect-néytteille)

Punnitse néyte ja arvioi luovuttajan antaman syljen méara (ks. Taulukko 1).
Keritty syljen mdaré on suoraan verrannollinen kerdtyn DNA:n maérdan.
Jos esimerkiksi luovuttajan antaman syljen méaéri on alle 2 ml, voit

odottaa saavasi ndytteestd kaikkiaan vihemmin DNA:ta.

Sarjan paino (ilman néytetta)

Suosittelemme punnitsemaan néytteen, kun se saapuu laboratorioon,

ja arvioimaan, onko luovuttaja antanut sopivan mairin sylked. Odota
jonkinasteista vaihtelua luovuttajien valilla. Tdssd on annettu tyhjén sarjan
keskimdidrdinen paino (Taulukko 1). Arvioi kerdtyn nidytteen maara
(oletuksena 1 g/ml) seuraavalla laskutoimituksella:

Niytteen sisdltivin sarjan paino - Sarjan paino ilman ndytettd

Kerdtyn ndytteen mdidrd

Toimenpide

Puhdistusvaiheet

Sekoita Oragene-/ORAcollect-
néyte kaantelemalld putkea
ylosalaisin tai ravistamalla

sitd helldvaroen muutaman
sekunnin ajan.

Huomiot

« Ndin varmistat, ettd viskoosiset
ndytteet sekoittuvat hyvin.

Inkuboi nédytetta 50°C:n
ldmpotilassa vesi-
inkubaattorissa vahintaan

1 tunti tai ilmainkubaattorissa
védhintdan 2 tuntia.

+ Taméd lampokasittelyvaihe on erittdin
tarked, jotta DNA:ta vapautuisi
mahdollisimman paljon ja jotta
nukleaasit inaktivoituisivat pysyvasti.

« Voit inkuboida naytettd 50°C:n
lampétilassa yon yli, jos se on
kadytannollisempaa.

« Voit tehdd témén inkubaatiovaiheen
milloin tahansa ndytteen ottamisen
ja DNA:n puhdistuksen vililla.

« lImainkubaattori edellyttda pidemman
ajan, koska se saavuttaa
lampotasapainon vesi-inkubaattoria
hitaammin.

Huomio: Voi olla parempi kdyttaa
ilmainkubaattoria, koska Oragene./
ORACcollect-putket saattavat kellua
vesikylvyssa. Jos sinun on kéytettava
vesikylpyd, varmista, ettd putken
ndytetta sisaltdva osa pysyy veden alla.

Taulukko 1
Tuotenro Sarjan paino ilman naytetta

0G-500/0GD-500/0GR-500 6819
0G-510/0GD-510 5839
0G-575/0GD-575/0GR-5757 5,669
ON-500 6479

ON-600 6,86 9
0G-600/0GD-600/0OGR-600 7,269
0G-610/0GD-610 6,289
0G-675/0GD-675/0GR-675 6,009
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Siirrd koko nédyte 15 ml:n
sentrifugiputkeen (Kuva 1).
Huomioi ndytteen tilavuus.

Kuva 1: Ennen kuin jatkat vaiheeseen
4, varmista, ettd olet inkuboinut
koko ndytteen ja siirtdnyt sen uuteen
15 ml:n sentrifugiputkeen tdssd
kuvatulla tavalla.

« Voit tehda siirron joko kaatamalla tai
pipetoimalla lasi- tai muovipipetilla.
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Puhdistusvaiheet
4. Lisaa 1/25 preplT-L2P-tuotteen
tilavuudesta ja sekoita
ravistelemalla muutaman
sekunnin ajan (Kuva 2).

Kuva 2: Kun olet liséinnyt
PT-L2P-tuotteen ja inkuboinut jddssd
10 minuuttia, ndyte ei ndytd

endd kirkkaalta. Sen sijaan se

on samea liuos.

Huomiot
« Esim. lisaa 160 mikrolitraa preplT-L2P-
tuotetta 4 millilitraan naytetta.
+ Nédyte muuttuu sameaksi, kun
epapuhtaudet ja estdjat saostuvat.

Puhdistusvaiheet

8. Lisaa kirkkaaseen
supernatanttiin 1,2-kertainen
maara huoneenldmpoistd
95-100 % etanolia. Sekoita
helldvaroen kaantelemalld
putki ylosalaisin 10 kertaa.

Kuva 4: Kun olet liséinnyt etanolin,
DNA saostuu, mikd saattaa tuottaa
nékyvdn sdiehyytymdan.

Huomiot

+ DNA saostuu, kun sekoitat sen
etanoliin.

+ Saostunut DNA saattaa nédkya
DNA-sdikeiden hyytyména (Kuva 4) tai
hienona saostumana riippuen DNA:n
maadrdsta ndytteessd.

5. Inkuboi jadssa 10 minuuttia.

« Voit inkuboida naytettd myos
huoneenlammossa, mutta silloin
epapuhtauksia poistuu vahemman
tehokkaasti.

9. Anna ndytteen olla
huoneenldmmassa 10 minuuttia,
jotta DNA saostuu kokonaan.

« Emme suosittele ikubointia -20°C:n
lampotilassa, koska epdpuhtaudet
saattavat saostua DNA:han.

6. Sentrifugoi 10 minuuttia
huoneenlammassa
mahdollisimman suurella
nopeudella vdhintaan voimalla
3500 % g.

Supernatantti

epapuhtauksia
sisaltdva pelletti

Kuva 3: Sentrifugoinnin jélkeen putken
pohjalle on kerddntynyt sameaa
materiaalia. Supernatantin pitdisi

olla selvdsti kirkasta.

+ Mitd suurempi keskipakoisvoima on,
sitd vdhemman sameaa materiaalia
siirtyy puhdistettuun DNA:han
(Kuva 3). Ennen kuin jatkat, varmista
putken valmistajalta, ettd 15 ml:n
sentrifugiputket kestavat
keskipakoisvoiman.

+ Pidempi sentrifugointi (korkeintaan
20 minuuttia) voi vahentaa lopullisen
DNA-liuoksen sameutta (korkea A3;q).

10. Sentrifugoi 10 minuuttia
huoneenlammassa
mahdollisimman suurella
nopeudella vdhintadn voimalla
3500 xg.

7. Siirrd puhdas supernatantti
varovasti pipetilld uuteen
15 ml:n sentrifugiputkeen.
Havita pelletti.

« Jata putkeen pieni maara
supernatanttia, jottet osuisi pellettiin.

- Pelletti sisaltdaa sameita epapuhtauksia.

Jos kosket putkeen epdahuomiossa,
sentrifugoi se uudelleen.

11. Poista supernatantti varovasti
lasi- tai muovipipetilld ja havita
se. Varo koskemasta
DNA-pellettiin.

DNA:ta voi
olla tarttunut
putken

Poista supernatantti
varovasti pipetoimalla

DNA:ta on voinut kertyd
myds pelletiksi putken pohjalle.

Kuva 5: Jos raavit putken sisdpintaa
hellévaroen pipettikdrjelld, saatat
ndhdd DNA-tahran.

« Supernatantti saattaa sisaltaa
epdpuhtauksia, ja se on poistettava
mahdollisimman taydellisesti.

« Saostunut DNA on pellettina putken
pohjalla ja mahdollisesti tahrana
putken kyljessa (Kuva 5).

« DNA-tahra voi olla putken siina
kyljessd, joka osoitti poispdin
sentrifugin keskustasta.

« Voit paikallistaa tahran “raavinta”-
kokeella. Voit etsid DNA-tahraa
raapimalla putken sisépintaa
pipettikarjelld. Saatat ndhda kuvan
5 mukaisen tahran.
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12.

Puhdistusvaiheet

Etanolihuuhtelu:

Lisad putkeen varovasti 1 ml
70 % etanolia koskematta
tahraan tai pellettiin. Anna
putken olla huoneenldmmassa
1 minuutin ajan. Pyorittele
hellévaroen ja poista kaikki
etanoli koskematta pellettiin
tai tahraan.

Huomiot

+ On térkeda poistaa kaikki etanoli
ndytteestd. Naytteeseen jaanyt
etanoli voi vaikuttaa maérityksen
suorituskykyyn.

« Varo koskemasta DNA-pellettiin tai
tahraan.

« Voit sentrifugoida ndytettd lyhyesti

(alle 1 minuutin), jotta kaiken

supernatantin poistaminen olisi

helpompaa.

Jos pelletti irtoaa

etanolihuuhteluvaiheen jalkeen,

sentrifugoi ndytetta 5 minuuttia
mahdollisimman suurella nopeudella.

védhintdan voimalla 3 500 x g.

Puhdistusvaiheet

15. Siirrd rehydratoitu DNA 1,5 ml:n

mikrosentrifugiputkeen
sailytettavaksi.

Huomiot

Valinnainen vaihe:

a) Sentrifugoi rehydratoitua
DNA:ta 15 minuuttia
huoneenlamm&ssa
voimalla 15 000 x g.

b) Siirrd supernatantti uuteen
1,5 mln
mikrosentrifugiputkeen
koskematta pellettiin.

Huomioi, etta pelletissd on
liukenematonta sameaa materiaalia.

+ Varmista mahdollisimman suuri DNA:n
madrd varmistamalla DNA:n
taydellinen rehydraatio (vaihe 14)
ennen tatd sentrifugointivaihetta.

«+ Tama sentrifugointivaihe poistaa
varmasti kaiken DNA-ndytteessa
edelleen olevan samean materiaalin.

« Varo koskemasta pellettid, kun siirrdt
kirkkaan supernatantin uuteen putkeen.

. Jos kdytat Oragene naytteitd,

rehydratoi DNA lisaamalla
0,2-1 mI TE-liuosta ja
ravistelemalla naytetta
30 sekuntia.

Jos kédytat ORAcollect néytteitd,
rehydratoi DNA lisaamalla 0,2 ml
TE-liuosta ja ravistelemalla
ndytettd 30 sekuntia.

Kuva 6: Jos ravistelet ndytettd

30 sekuntia, voit ottaa talteen putken
kylkeen tarttuneen DNA:n. DNA:n
molekyylipaino pysyy korkeana.

« Jos haluat korkeamman DNA-
pitoisuuden, kdyta pienempad maaraa
TE-liuosta. Kayta vahintaan

200 mikrolitraa TE-liuosta.

Jos pelletti kuivuu liikaa

(> 10 minuuttia) ja kaytat alle 500

mikrolitraa TE-liuosta, DNA:n

rehydratointi (liukeneminen) voi
vaikeutua, saatu maara voi vahentya
ja kvantifiointi voi vaikeutua.

+ Saostunut DNA on pellettind putken
pohjalla ja mahdollisesti tahrana
putken kyljessa.

« Varmista mahdollisimman suuri DNA:n

maara ravistelemalla ndytetta

DNA-liuottimen lisadmisen jalkeen

(TE-liuos). Ravisteleminen varmistaa,

ettd putken kylkeen tarttunut DNA

kerataan talteen (Kuva 6).

Ravisteleminen ei katko DNA-sdikeitd.

16. Taydellisesti rehydratoidun
DNA:n sédilytysvaihtoehtoja:

a) Pitkdaikainen sailyttaminen

TE:ssd -20°C:n lampétilassa.
Jaa halutessasi
osandytteiksi.

b) Korkeintaan 2 kuukautta
TE:ssa 4°C:n lampotilassa.

+ Puhdistetun DNA:n jaadyttaminen
voi saada sen saostumaan. Kun sulatat
jaadytettya puhdistettua DNA:ta,
kiinnitd huomiota erityisesti
rehydraatioon, kuten vaiheessa
14 mainittiin.

. Varmista DNA:n téydellinen

rehydraatio inkuboimalla
huoneenlammdssa yon
yli ja sitten ravistelemalla
tai inkuboimalla 50°C:n
lampétilassa 1 tunti ja
ravistelemalla toisinaan.

« Riittdmaton DNA:n rehydraatio
aiheuttaa epatarkkuutta DNA-
pitoisuuden arvioinnissa ja saattaa
aiheuttaa hdiriditd myohemmissa
sovelluksissa, kuten PCR-analyysissa.
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DNA:n kvantifiointi

Fluoresenssimenetelmalla

Fluoresoivia viriaineita hyddyntavit méaritykset ovat 260 nm:n kohdalla
absorbanssia tarkempia kaksisdikeisen DNA:n (dsDNA) kvantifionnissa
DNA-niytteestd. Suosittelemme kdyttiméaan kaupallisesti saatavia sarjoja,
kuten Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNA Assay Kit (Thermo Fisher Scientific)
tai QuantiFluor® dsDNA System (Promega). DNA voi olla tarpeen laimentaa
TE-liuoksella korkeintaan suhteessa 1:50 ennen

kdyttod kvantifiointimédarityksessa.

Absorbanssimenetelmilla

Jos paatit kvantifioida DNA:ta absorbanssin perusteella, suosittelemme
kisittelemain puhdistetun néytteen ensin ribonukleaasilla, joka pilkkoo
kontaminoivaa RNA:ta, ja poistamaan sitten RNA-fragmentit saostamalla
DNA:n etanolilla. Ohjelma on kuvattu tarkemmin asiakirjassa PD-PR-040,
RNA removal by double-RNase digestion.! Huomioi, ettd suuniytteen DNA:ssa
on tyypillisesti huomattavasti enemmin RNA:ta kuin verindytteissa.
Varmista, ettd alkoholilla saostettu DNA on tdysin liuennut, ennen kuin

luet absorbanssituloksen.

Muuntokerroin: Absorbanssi 1 260 nm:n kohdalla vastaa puhtaan
kaksisiikeisen DNA:n pitoisuutta 50 ng/mikrol (50 mikrog/ml).

Varmista, ettd absorbanssiarvot ovat spektrofotometrin lineaarisella alueella.
Laimenna ja mittaa uudelleen néytteet, jotka jadvit lineaarisen alueen
ulkopuolelle. Lisitietoja on laitteesi asiakirjoissa.

Viitteet
! RNA removal by double-RNase digestion. PD-PR-040. DNA Genotek.
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Menetelma

1. Laimenna 10 mikrolitran osandyte puhdistettua ribonukleaasikisiteltyd
DNA:ta 90 mikrolitralla TE-liuosta (laimennos 1/10). Sekoita pipetoimalla
helldvaroen ylos ja alas. Odota, ettd kuplat katoavat.

2. Kiytd TE-liuosta (tyhjéssd) viitesolussa.
3. Mittaa absorbanssi kohdissa 320 nm, 280 nm ja 260 nm.

4. Laske korjatut Aygo- ja Aygp-arvot vihentdmalld absorbanssi kohdassa
320 nm (A3) arvoista Ajgg ja Axep.

5. DNA-pitoisuus ng/mikrol = korjattu Ao x 10 (laimennossuhde) x 50
(muuntokerroin).

6. Aje0/Azgo-suhde: Jaa korjattu A,gp-arvo korjatulla Ajgp-arvolla.

Esimerkki
1. Oletetaan, ettd mitattu Azyg = 0,025, Aygp = 0,175 ja Ay = 0,295

2. Laimentamattoman ndytteen DNA-pitoisuus on:
(Az60 - Azpg) x 10 [laimennossuhde] x 50 [muuntokerroin]
=(0,295 - 0,025) x 10 x 50
=0,270 x 10 x 50
=135 ng/mikrol tai 135 mikrog/ml

3. Korjattu Aygp/Ajg0-suhde on:
(Az60 - A320) + (A280 - Az20)
=(0,295 - 0,025) + (0,175 - 0,025)
=0,270 + 0,150
=1,80
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Oragene:DNA ja ORAcollect DNA eivat ole myynnissa Yhdysvalloissa.

Oragene DISCOVER on ainoastaan tutkimuskayttoon, ei kaytettavaksi diagnostisissa

toimenpiteissa.

Joitakin DNA Genotek -tuotteita ei vélttdmatta ole saatavilla kaikilla maantieteellisilla alueilla.
Oragene, preplT, ORAcollect ja DNA Genotek ovat DNA Genotek Inc. -yhtion tavaramerkkejd.

Kaikki muut tdssa mainitut brandit ja nimet ovat omistajiensa omaisuutta.

Kaikki DNA Genotek -yhtion ohjelmat, tekniset tiedotteet ja sovellusta koskevat huomautukset
ovat saatavilla verkkosivustomme tukiosassa osoitteessa www.dnagenotek.com.
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