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Przeznaczenie:
Do oczyszczania genomowego DNA z zestawdw do pobierania $liny Oragene™
i ORAcollect™

Stabilnos¢ podczas uzytkowania
PT-L2P-5 (5 ml) i PT-L2P-45 (45 ml) maja 30-miesieczna stabilno$¢
w temperaturze pokojowej.

Wiasciwosci

e Zoptymalizowana substancja chemiczna dla maksymalnego odzysku
DNA z probek pobranych z jamy ustnej za pomoca linii produktéw
Oragene i ORAcollect.

e Udowodniono, ze zapewnia spdjne wyniki dla DNA o wysokiej masie
czasteczkowej.

o Skalowalna metoda oczyszczania duzych lub matych objetosci probek.

. Wygodny przeplyw pracy z pelnym wsparciem technicznym od pobrania
przez ekstrakcje.

«  Ekonomiczna metoda wymagajaca minimalnej ilosci sprzetu.

Materiaty
e PT-L2P-5 (5 ml) i/lub PT-L2P-45 (45 ml)
e Podrecznik produktu prepIT-L2P

Ostrzezenia i srodki ostroznosci

o Wylacznie do uzytku laboratoryjnego.

o  NIE potyka¢ ptynnego odczynnika.

e NIE uzywad, jesli opakowanie jest uszkodzone lub uszczelka w pokrywce
lejka jest uszkodzona lub nieszczelna.

e NIE uzywac prepIT-L2P po uplywie daty waznosci podanej na butelce
odczynnika.

e W przypadku kontaktu odczynnika z oczami lub skérg przemy¢ woda.
NIE potykal.

o Zglasza¢ wszelkie powazne zdarzenia do DNA Genotek oraz do
wlasciwego organu w Twoim kraju.

o Informacje na temat bezpiecznej utylizacji niewykorzystanego
odczynnika znajdujg si¢ w karcie charakterystyki substancji
niebezpiecznej (MSDS).

e Karta MSDS jest dostepna pod adresem www.dnagenotek.com
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Ograniczenia dotyczace uzytkowania produktu
Preparat prepIT-L2P nalezy stosowac wylacznie zgodnie z zaleceniami
zawartymi w niniejszym podreczniku produktu.

Przewozenie prepIT-L2P
prepIT-L2P moze by¢ przewozony w temperaturze otoczenia jako odczynnik
laboratoryjny. Nie jest wymagana zadna specjalna obstuga.

Przechowywanie prepIT-L2P (okres waznosci)

Przechowywac w temperaturze pokojowej. Okres trwatosci dla PT-L2P-5 (5 ml)
i PT-L2P-45 (45 ml) wynosi 30 miesiecy, gdy sa prawidlowo zamkniete i
przechowywane w temperaturze pokojowej.

Utylizacja

Niewykorzystane, uszkodzone lub nieszczelne zestawy nalezy utylizowa¢
zgodnie z odpowiednimi przepisami lokalnymi, stanowymi i federalnymi.
Wyrzuci¢ jako odpady laboratoryjne.

Konserwacja/naprawy
Nie dotyczy. prepIT«L2P jest odczynnikiem — nie wymaga konserwacji ani napraw.

Podsumowanie charakterystyki dziatania

Oczyszczone genomowe DNA prepIT-L2P z zestawéw do pobierania sliny
Oragene i ORAcollect zapewnia wysoka jako$¢ i ilo$¢ DNA wystarczajaca

do wykorzystania w dalszych zastosowaniach, takich jak PCR, mikromacierze
i sekwencjonowanie nowej generacji.

Prezentacje produktow
prepIT-L2P jest dostepny w wielu objetosciach, w zaleznosci od liczby
wymaganych preparatéw. Na przyktad:

Numer referencyjny/ | Objetosc preparatéw | Liczba preparatow
katalogowy produktu probki
PT-L2P-5 0,5ml 200
PT-L2P-45 0,5ml 2000
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Gwarancje Protokot laboratoryjny prepIT-L2P™

Pelny regulamin dla wszystkich produktéow DNA Genotek znajduje dotyczacy recznego oczyszczania DNA z 500 pl prébki
si¢ na stronie http://www.dnagenotek.com/ROW/terms/index.html.

Ponizszy protokot opisuje krok po kroku sposob oczyszczania DNA z 500 pl

Rozwigzywanie probleméw porcji probki.
Skontaktowac sie z pomoca techniczng DNA Genotek pod adresem
support@dnagenotek.com lub zadzwon pod numer +1 (613) 723-5757, opcja 6. Odczynniki w zestawie

prepIT-L2P (nr kat. PT-L2P-5 lub PT-L2P-45)

Sprzet i odczynniki

» Mikrowiréwka zdolna do pracy z predkoscia 15 000 x g
Mikroprobéwki o pojemnosci 1,5 ml (np. Axygen® nr kat. MCT-150-C)
Inkubator powietrzny lub wodny o temperaturze 50°C

Etanol (95% do 100%) w temperaturze pokojowej

Etanol (70%) w temperaturze pokojowej

Bufor do przechowywania DNA: TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA,
pH 8,0) lub podobny roztwér

Procedura
Etapy oczyszczania Notatki
1. Wymieszac prébke Oragene/ + Ma to na celu zapewnienie
ORACcollect, odwracajac lub prawidtowego wymieszania
delikatne wstrzasajac przez lepkich probek.
kilka sekund.
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Etapy oczyszczania

2. Inkubowac¢ probke w
temperaturze 50°C w inkubatorze
wodnym przez co najmniej
1 godzine lub w inkubatorze
powietrznym przez co najmniej
2 godziny.

Notatki

- Ten etap obrobki cieplnej jest niezbedny,
aby zapewni¢ odpowiednie uwolnienie
DNA i trwatg inaktywacje nukleaz.

- Ten etap inkubacji mozna przeprowadzic¢
w dowolnym momencie po pobraniu
probki i przed jej oczyszczeniem.

- Cata prébka musi by¢ inkubowana
w oryginalnej probéwce przed
podzieleniem na porcje, aby zapewnic
jednorodnos¢ probki.

« Prébke mozna inkubowac w
temperaturze 50°C przez noc,
jesli jest to wygodniejsze.

+ Winkubatorze powietrznym wymagany
jest dtuzszy czas, poniewaz wyréwnanie
temperatury jest wolniejsze niz w
inkubatorze wodnym.

Uwaga: Uzycie inkubatora powietrznego
moze by¢ lepsza opcja, poniewaz
probéwki Oragene/ORAcollect moga
ptywac w kapieli wodnej. Jesli konieczne
jest uzycie kapieli wodnej, upewnic sie,
Ze czes¢ probowki zawierajaca probke
bedzie zanurzona w wodzie.

Etapy oczyszczania

Notatki

3. Przenie$¢ 500 pl wymieszanej
prébki do probowki mikrowiréwki
o pojemnosci 1,5 ml.

« Pozostata cze$¢ probki moze by¢
przechowywana w temperaturze
pokojowej (od 15°C do 25°C) lub
zamrozona.

W razie potrzeby prébke mozna
przechowywac zamrozong w probéwce
Oragene/ORAcollect w temperaturze
-20°C lub przeniesc¢ do krioprobowki

w celu dtugoterminowego
przechowywania w temperaturze -80°C.

mikrowiréwce w znanej orientacji.

Wirowac¢ w temperaturze
pokojowej przez 2 minuty
z predkoscia 15 000 x g.

6. Wirowac w temperaturze « Dtuzszy okres wirowania (do 15 minut)
pokojowej przez 5 minut moze byc¢ korzystny w zmniejszaniu
z predkoscig 15 000 x g. zmetnienia (wysokie A3203;0)

koncowego roztworu DNA.

7. Ostroznie przenies¢ klarowny - Osad zawiera metne zanieczyszczenia.
supernatant za pomocg Jedli zostanie przypadkowo naruszony,
koncowki pipety do Swiezej probéwke nalezy ponownie odwirowac.
probéwki mikrowiréwki.

Odrzuci¢ osad zawierajacy
zanieczyszczenia.

8. Dodac 600 pl etanolu w « Podczas mieszania z etanolem, DNA
temperaturze pokojowej zostanie wytragcone. Moze to wygladac
o stezeniu 95% do 100%. jako skrzep wtékien DNA lub jako
Delikatnie wymieszac¢, drobny osad, w zaleznosci od ilosci
odwracajac 10 razy. DNA w prébce.

- Nawet jedli nie widac skrzepu, DNA
mozna odzyskac¢, postepujac ostroznie
zgodnie z kolejnymi krokami.

9. Pozostawic probke w « Nie zaleca sig inkubacji w temperaturze
temperaturze pokojowej przez -20°C poniewaz zanieczyszczenia moga
10 minut, aby umozliwi¢ petne ulec wytraceniu wraz z DNA.
wytracenie DNA.

10. Umiesci¢ probowke w + Na przyktad umies¢ kazda probéwke

w mikrowiréwece, tak aby zawias zakretki
byt skierowany od srodka rotora.

Po wirowaniu bedzie mozna zauwazy¢
potozenie osadu (mimo tego, ze jego
ilos¢ jest zbyt mata, aby byt widoczny);
bedzie on znajdowat sie na koricu
probdéwki ponizej zawiasu.

4. Dodac 20 pl (1/25 objetosci)
,preplT-L2P" do probéwki do
mikrowiréwki i miesza¢ przez
worteksowanie przez kilka
sekund.

« Prébka stanie sie metna, poniewaz
zanieczyszczenia i inhibitory zostang
wytracone.

5. Inkubowac na lodzie przez
10 minut.

Mozna zastapi¢ inkubacje w
temperaturze pokojowej, ale bedzie
ona nieco mniej skuteczna w
usuwaniu zanieczyszczen.

. Ostroznie usunac supernatant

za pomoca korncowki pipeta i
wyrzuc. Zachowac ostroznosé
aby nie naruszy¢ osadu DNA.

Osad ten zawiera DNA. Utrata osadu
spowoduje utrate DNA.

Obracanie probowki tak, ze osad
znajduje sie na gornej $ciance, pozwoli
bezpiecznie przesunac koncowke
pipety wzdtuz dolnej $cianki i usunac
supernatant.

Supernatant moze zawierac
zanieczyszczenia i powinien zosta¢
usuniety najdokfadniej jak to mozliwe.
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Etapy oczyszczania

12. Ptukanie etanolem: Ostroznie
dodac 250 pl 70% etanolu.
Odstawi¢ na 1 minute w
temperaturze pokojowej.
Catkowicie usuna¢ etanol
nie naruszajac osadu.

Notatki

- Wazne jest, aby usungc caty etanol

z probki. Pozostatosci etanolu moga
wptywac na wydajnosc testu.

Po usunieciu 70% etanolu probdwka
moze wirowac impulsowo, co umozliwi
usuniecie pozostatosci etanolu.

Nalezy uwazac, aby nie naruszy¢ osadu
DNA; osad moze by¢ maty lub
niewidoczny.

Jedli osad sie oddzieli, wirowac probke
przez 5 minut z predkoscig 15 000 x g.
Nadmierne wysuszenie osadu moze
utrudnic rozpuszczenie DNA.

13. Dodac 100 pl roztworu TE (patrz
strona 5) w celu rozpuszczenia
osadu. Worteksowac przez co
najmniej 5 sekund.

Jesdli pozadane jest wyzsze stezenie
DNA, nalezy uzy¢ 50 pl TE.

14. Aby zapewnic petng
rehydratacje DNA, inkubowac
w temperaturze pokojowej
przez noc worteksujac lub
w temperaturze 50°C przez
1 godzine worteksujac od
czasu do czasu.

Duze ilosci DNA o wysokiej masie
czasteczkowej moga powoli ulec

petnej rehydratacji (rozpuszczeniu).
Niepetna rehydratacja DNA jest
przyczyna niedoktadnosci w szacowaniu
stezenia DNA i potencjalnego
niepowodzenia dalszych zastosowan,
takich jak PCR.

15. Opcje przechowywania w petni
zrehydratowanego DNA:

a) WTE w temperaturze -20°C
do dtugotrwatego
przechowywania. Podziel
na porcje, jesli jest taka
potrzeba.

b) W TE w temperaturze 4°C
do maksymalnie dwoch
miesiecy.
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Protokét laboratoryjny prepIT-L2P
dotyczacy recznego oczyszczania DNA z catych prébek:

Uwaga: Protokdl ten wymaga uzycia wiréwki (rotor o stalym kacie nachylenia
lub z wahadlowym koszem) zdolnej do generowania co najmniej 3500 x g
w celu uzyskania optymalnych wynikéw.

Ponizszy protokét krok po kroku opisuje sposob oczyszczania DNA z calej
probki (1 ml-4 ml catkowitej objetosci probki). Pokazane objetosci powinny
by¢ skorygowane o rzeczywistg zebrang objeto$¢.

Odczynniki w zestawie
prepIT-L2P (nr kat. PT-L2P-5 lub PT-L2P-45)

Sprzet i odczynniki

« Wiréwka mieszczaca probowki o pojemnosci 15 ml i zdolna do wytworzenia
co najmniej 3500 x g (patrz Tabela 2)

Stozkowe probdwki polipropylenowe o pojemnosci 15 ml (np. BD Falcon®
nr kat. 352196)

Mikrowiréwka zdolna do pracy z predkoscig 15 000 x g (optionalnie)
Mikroprobowki o pojemnosci 1,5 ml (np. Axygen® nr kat. MCT-150-C)
Inkubator powietrzny lub wodny o temperaturze 50°C

Etanol (95% do 100%) w temperaturze pokojowej

Etanol (70%) w temperaturze pokojowej

Bufor do przechowywania DNA: TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA,

pH 8,0) lub podobny roztwoér
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Opcjonalnie: kontrola przed oczyszczaniem (dotyczy tylko prébek
Oragene; nie jest wy 1a dla prébek ORAcollect)

Zwazy¢ probke, aby oszacowac ilos¢ §liny dostarczonej przez dawce

(patrz Tabela 1). Ilo$¢ pobranej sliny jest wprost proporcjonalna do ilosci
odzyskanego DNA. Na przyktad, jesli dawca dostarczyt mniej niz mniej niz
2 ml §liny, nalezy spodziewa¢ si¢ nizszej catkowitej wydajnosci takiej probki.

9

Waga zestawu (bez prébki)

Po dostarczeniu probki do laboratorium sugerujemy zwazenie probki w celu
oszacowania czy dawca dostarczyl odpowiednig ilo$¢ $liny. Mozna spodziewa¢
si¢ réznic miedzy dawkami dostarczonymi przez dawcéw. Srednia waga
pustego zestawu jest podana (Tabela 1). Aby oszacowac ilo§¢ pobranej probki
(przy zatozeniu 1 g/ml), wykona¢ nastgpujace obliczenia:

Waga zestawu zawierajgcego prébke — Waga zestawu bez probki

Procedura

Etapy oczyszczania
Wymieszac prébke Oragene/
ORAcollect, odwracajac lub
delikatne wstrzasajac przez
kilka sekund.

Notatki
+ Ma to na celu zapewnienie
prawidtowego wymieszania
lepkichprobek.

Inkubowac prébke w
temperaturze 50°C w inkubatorze
wodnym przez co najmniej

1 godzine lub w inkubatorze
powietrznym przez co najmniej

2 godziny.

- Ten etap obrobki cieplnej jest niezbedny,
aby zapewni¢ odpowiednie uwolnienie
DNA i trwatq inaktywacje nukleaz.

« Prébke mozna inkubowac w
temperaturze 50°C przez noc,
jesli jest to wygodniejsze.

- Ten etap inkubacji mozna przeprowadzi¢
w dowolnym momencie po pobraniu
probki i przed oczyszczeniem DNA.

« Winkubatorze powietrznym wymagany
jest dtuzszy czas, poniewaz wyréwnanie
temperatury jest wolniejsze nizw
inkubatorze wodnym.

Uwaga: Uzycie inkubatora powietrznego
moze by¢ lepsza opcja, poniewaz
probéwki Oragene/ORAcollect moga
ptywac w kapieli wodnej. Jeli konieczne
jest uzycie kapieli wodnej, upewnic sie,
zeczes¢ probowki zawierajaca probke
bedzie zanurzona w wodzie.

Tlos¢ pobranej prébki
Tabela 1
Nr produktu Waga zestawu bez probki

0G-500/0GD-500/0GR-500 6819
0G-510/0GD-510 5839
0G-575/0GD-575/0GR-575 5,669
ON-500 6,479

ON-600 6,869
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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Przenies¢ catg probke do

15 ml probdéwki wiréwkowej
(ilustracja 1). Zanotowac
objetos¢ prébki.

llustracja 1: Przed przejsciem do
kroku 4, upewnic sie, ze cata
probka zostata inkubowana i
przeniesiona do Swiezej 15 ml
probéwki wiréwkowej, jak
pokazano na ilustracji.

« Przenoszenie mozna przeprowadzic¢
przez przelewanie lub pipetowanie za
pomocg szklanej lub plastikowa pipeta.
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Etapy oczyszczania
4. Dodac 1/25 objetosci preplIT-L2P
i wymieszac, worteksujac przez
kilka sekund (ilustracja 2).

llustracja 2: Po dodaniu PT-L2P
iinkubacji na lodzie przez

10 minut, prébka nie bedzie juz
wyglqdac klarownie, ale bedzie
raczej metnym roztworem.

Notatki
« Np. do prébki o objetosci 4 ml doda¢
160 pl preplT-L2P.
« Prébka stanie sie metna, poniewaz
zanieczyszczenia i inhibitory zostang
wytracone.

5. Inkubowac na lodzie przez
10 minut.

« Mozna zastapic inkubacje w temperaturze

pokojowej, ale bedzie to mniej skuteczne
W usuwaniu zanieczyszczen.

Etapy oczyszczania

Notatki

6. Wirowac w temperaturze
pokojowej przez 10 przy
mozliwie najwyzszej predkosci.
Minimum 3500 x g.

0Osad zmetniaty
zZanieczyszczen

Ilustracja 3: Po odwirowaniu
nastgpi nagromadzenie metnego
materiatu u podstawy probéwki.
Supernatant powinien by¢
wyraznie klarowny.

Wyzsza sita odsrodkowa minimalizuje
ilos¢ metnego materiatu, ktéry zostanie
przeniesiony do oczyszczonego DNA
(ilustracja 3). Przed kontynuowaniem,
nalezy sprawdzi¢ u producenta
probdéwki ze probéwki wiréwkowe

15 ml moga wytrzymac site
odsrodkowa.

Dtuzszy okres wirowania (do 20 minut)
moze by¢ korzystny w zmniejszaniu
zmetnienia (wysokie A320350)
korncowego roztworu DNA.

7. Ostroznie przenies klarowny
supernatant za pomoca pipety
do swiezej probéwki
wiréwkowej o pojemnosci 15 ml.
Odrzucic osad.

« Pozostawi¢ niewielka objetos¢
supernatantu, aby nie doprowadzi¢
do naruszenia osadu.

- Osad zawiera metne zanieczyszczenia.
Jesli osad zostanie przypadkowo
naruszony, probéwke nalezy ponownie
odwirowac.
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8. Dodac 1,2x objetos¢ « Podczas mieszania z etanolem,
temperatury pokojowej 95% DNA zostanie wytracone.
do 100% etanolu do klarownego |+ Wytragcone DNA moze pojawic sie
supernatantu. Delikatnie jako skrzep widkien DNA (ilustracja 4)
wymiesza¢, odwracajac 10 razy. lub jako drobny osad, w zaleznosci

od ilosci DNA w prébce.

llustracja 4: Po dodaniu etanolu,
DNA wytrqci sie, co moze moze
skutkowac widocznym skrzepem
widkien.

9. Pozostawi¢ probke w + Nie zaleca sie inkubacji w temperaturze
temperaturze pokojowej przez -20°C poniewaz zanieczyszczenia moga
10 minut, aby umozliwi¢ petne ulec wytraceniu wraz z DNA.
wytragcenie DNA.

10. Wirowac¢ w temperaturze
pokojowej przez 10 przy
mozliwie najwyzszej predkosci.
Minimum 3500 x g.

11. Ostroznie usunac supernatant « Supernatant moze zawierac

przez pipetowanie wzdtuz strony
przeciwnej do DNA. Zachowac¢
ostroznosc¢ aby nie naruszy¢
osadu DNA.

DNA moze by¢
rozmazane
wzdtuz boku
probowki:

Ostroznie usun
supernatant,
pipetujac wzdtuz
strony przeciwnej 4
do rozmazu DNA. /74

DNA moze réwniez gromadzic sie
jako osad u podstawy probowki.

llustracja 5: Uzycie koricowki pipety
do delikatnego delikatnie drapac
wzdtuz wnetrza probowki moze
ujawnic¢ obecnos¢ rozmazu DNA.

zanieczyszczenia i powinien zosta¢
usuniety najdokfadniej jak to mozliwe.
Wytracone DNA osadzi sie na dnie
probowki i ewentualnie jako bedzie
widoczne pod postacig rozmazu wzdtuz
scianki probowki (ilustracja 5).

Rozmaz DNA moze znajdowac sie na
bocznej éciance probéwki odwréconej
od $rodka wiréwki.

Rozmaz mozna zlokalizowac za pomoca
testu,zdrapki”. Mozna sprawdzic¢
obecnos¢ rozmazu DNA, drapiac
wnetrze probéwki za pomoca koncéwki
pipety. Moze by¢ widoczny rozmaz, jak
pokazano na ilustracji 5.
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Etapy oczyszczania

12. Ptukanie etanolem: Ostroznie
dodaj 1 ml 70% etanolu do
probowki, nie naruszajac
rozmazu ani osadu. Pozostawi¢
na 1 minute w temperaturze
pokojowej. Delikatnie
zawirowac i catkowicie usuna¢
etanol, nie naruszajac osadu i
rozmazu.

Notatki

- Wazne jest, aby usungc caty etanol
z probki. Pozostatosci etanolu moga
wptywac na wydajnosc testu.

+ Zachowac ostrozno$¢ aby nie naruszy¢

osadu lub rozmazu DNA.

Krétkie wirowanie (ponizej 1 minuty)

moze by¢ wykonane w celu ufatwi¢

catkowite usuniecie supernatantu.

- Jesli osad oddzieli sie po etapie
ptukania etanolem, wirowac prébke
przez 5 minut przy mozliwie najwyzszej
predkosci. Minimum 3500 X g.

Etapy oczyszczania
15. Przenie$c¢ zrehydratowane DNA
do probéwki mikrowiréwki o
pojemnosci 1,5 ml w celu
przechowywania.

Notatki

w

. Dla prébek Oragene
przeprowadzi¢ rehydratacje
DNA przez dodanie 0,2 ml-1 ml
roztworu TE i worteksowac
probke przez 30 sekund.

Dla prébek ORAcollect
przeprowadzi¢ rehydratacje
przez dodanie 0,2 ml roztworu
TE i worteksowa¢ probke przez
30 sekund.

llustracja 6: Worteksowanie
probki przez 30 sekund pozwoli
odzyskac rozmaz DNA na bocznej
Sciance probowki. DNA zachowa
wysokq mase czgsteczkowq.

Jedli pozadane jest wyzsze stezenie
DNA, objetos¢ TE moze sie zmniejszy¢
Nalezy uzy¢ co najmniej 200 pl
roztworu TE.

Nadmierne suszenie osadu (> 10 minut)
i uzycie mniej niz 500 pL roztworu TE
moze utrudni¢ ponowng rehydratacje
(rozpuszczenie) DNA i moze zmniejszy¢
wydajnos¢ lub utrudni¢ kwantyfikacje.
Wytracone DNA osadzi sie na dnie
probdwki i ewentualnie jako bedzie
widoczne pod postacig rozmazu wzdtuz
Scianki probowki.

Aby zapewni¢ maksymalny odzysk
DNA, probka musi by¢ worteksowana
po dodaniu rozpuszczalnika DNA
(roztwor TE). Dzieki worteksowaniu
mozna odzyskac¢ rozmaz DNA na
bocznej $ciance probdwki (ilustracja 6).
« Worteksowanie nie spowoduje
Scinania DNA.

Kroki opcjonalne:

a) Wirowac zrehydratowane
DNA w temperaturze
pokojowej przez 15 minut z
predkoscig 15 000 x g.

b) Przeniesc supernatant do
swiezej 1,5 ml probéwki
mikrowiréwki bez
naruszania osadu.

Nalezy pamieta¢, ze osad zawiera
nierozpuszczalny, metny materiat.

« Aby zmaksymalizowac odzysk DNA,
nalezy zadbac o to, aby przed
wykonaniem tego etapu wirowania,
DNA zostato w petni zrehydratowane
(krok 14).

- Ten etap wirowania zapewnia, ze reszta

metnego materiatu zostanie usunigta z

probki DNA.

Nalezy zachowac ostroznos¢, aby nie

naruszy¢ osadu podczas przenoszenia

klarownego supernatantu do $wiezej
probowki.

16. Opcje przechowywania w petni
zrehydratowanego DNA:

a) WTE w temperaturze -20°C
do dtugotrwatego
przechowywania. Podziel
na porcje, jesli jest taka
potrzeba.

b) W TEW temperaturze 4°C
do maksymalnie dwoch
miesiecy.

Zamrozenie oczyszczonego DNA w TE
moze spowodowac wytracenie si¢ DNA.
Podczas rozmrazania zamrozonego
oczyszczonego DNA nalezy zwrdcic¢
szczegdlna uwage na rehydratacje, jak
to oméwiono w kroku 14.

14. Aby zapewnic petna
rehydratacje DNA, inkubowac

noc a nastepnie worteksowac
lub w temperaturze 50°C przez

do czasu.

w temperaturze pokojowej przez

1 godzine, worteksujac od czasu

Niepetna rehydratacja DNA jest
przyczyna niedoktadnosci w szacowaniu
stezenia DNA i potencjalnego
niepowodzenia dalszych zastosowan,
takich jak PCR.
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Kwantyfikacja DNA

Metoda fluorescencyjna

Testy wykorzystujace barwniki fluorescencyjne sg bardziej specyficzne

niz absorbancja przy dtugosci fali 260 nm do ilo$ciowego okreélania ilosci
dwuniciowego DNA (dsDNA) w prébce DNA. Sugerujemy uzycie dostepnych
na rynku zestawdw, takich jak Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNA Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific) lub QuantiFluor® dsDNA System (Promega).
DNA moze wymagac¢ rozcieniczenia z TE do 1:50 przed uzyciem go podczas
testu kwantyfikacji.

Metoda absorbancji

Jesli zdecydujesz si¢ na oznaczenie iloéciowe DNA metodg absorbancji,
zalecamy najpierw podda¢ oczyszczong probke dzialaniu RNazy w celu
trawienia zanieczyszczajacej RNA, a nastepnie usuna¢ fragmenty RNA przez

wytracenie DNA etanolem. Szczegétowy protokot zostat opisany w PD-PR-040:

Usuwanie RNA przez trawienie podwéjng RNazg.! Nalezy pamictaé, ze DNA
z prébki jamy ustnej zazwyczaj zawiera znacznie wigcej RNA niz jest ich

w prébkach krwi. Upewnic sie, ze DNA wytracone alkoholem jest catkowicie
rozpuszczone przed odczytaniem absorbangji.

Wspélczynnik konwersji: Absorbancja 1,0 przy 260 nm odpowiada stezeniu
50 ng/ul (50 pg/ml) dla czystego, dwuniciowego DNA.

Upewnic sig, ze wartoéci absorbancji mieszczg si¢ w zakresie liniowym
spektrofotometru Prébki wykraczajace poza zakres liniowy nalezy rozcienczy¢

i ponownie zmierzy¢. Wigcej informacji urzadzenia, aby uzyska¢ wiecej informacji.

Referencje
! Usuwanie RNA przez trawienie podwdjng RNaza. PD-PR-040.
DNA Genotek.
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Metoda

1.

Rozcienczy¢ porcje 10 pl oczyszczonego DNA poddanego dziataniu RNazy

w 90 ul TE (rozcieficzenie 1/10). Wymiesza¢ delikatnie pipetujac w gore
iw dél. Poczekad, az znikng pecherzyki powietrza.

2. Uzy¢ TE w referencyjnej (pustej) komorce.
3. Zmierzy¢ absorbancj¢ przy 320 nm, 280 nm i 260 nm.
4. Obliczy¢ skorygowane wartosci A,g i Aygpodejmujac absorbancje przy
320 nm (A3,0) od wartosci Ajgg i Aggo-
5. Stezenie DNA w ng/ul = skorygowane Ajgy x 10 (wspotczynnik
rozcieficzenia) x 50 (wspdtczynnik konwersji).
6. Stosunek Aeo/Ajzg0 A260/A280: Podzieli¢ skorygowane A,q) przez
skorygowane A,g.
Przyktad
1. Przyjmijmy, Ze zmierzony Azyp = 0,025, Azgp = 0,175 1 Apgp = 0,295
2. Stezenie DNA nierozcienczonej probki bedzie wynosié:
(Az60 - Azp0) % 10 [wspdlczynnik rozciericzenia] x 50 (A260 - A320)
x 10x 50 [wspotczynnik konwersji]
= (0,295 - 0,025) x 10 x 50
=0,270 x 10 x 50
=135 ng/pl or 135 pg/ml
3. Skorygowany stosunek A,q0/As0 bedzie wynosit:

(Az60 - A320) + (A280 - Az20)

= (0,295 - 0,025) + (0,175 - 0,025)
=0,270 + 0,150

=1,80
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Oragene-DNA i ORAcollect-DNA nie s dostepne w sprzedazy w Stanach Zjednoczonych.
Oragene-DISCOVER jest przeznaczony wylacznie do uzytku badawczego, nie do uzytku

w procedurach diagnostycznych.
Niektére produkty DNA Genotek moga nie byc dostepne we wszystkich regionach

geograficznych.

QOragene, preplT, ORAcollect i DNA Genotek sg znakami towarowymi firmy DNA Genotek Inc.
Wszystkie inne marki i nazwy zawarte w niniejszym dokumencie sg wiasnoscig ich

odpowiednich wiascicieli.
Wszystkie protokoty DNA Genotek, biate ksiegi i noty aplikacyjne sa dostepne w sekcji
wsparcia na naszej stronie internetowej www.dnagenotek.com.
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