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Namjena/svrha
Za proc¢is¢avanje genomske DNK iz kompleta za prikupljanje sline Oragene™
i ORAcollect™

Stabilnost tijekom uporabe
PT-L2P-5 (5 mL) i PT-L2P-45 (45 mL) imaju stabilnost tijekom uporabe
30 mjeseci na sobnoj temperaturi.

Znacajke

e Optimizirana kemija za maksimalni oporavak DNK iz oralnih uzoraka
prikupljenih linijama proizvoda Oragene™ i ORAcollect™.

o Dokazano daje dosljedne rezultate s DNK visoke molekularne teZine.

o Skalabilna metoda procis¢avanja za velike ili male koli¢ine uzoraka.

o Prikladan tijek rada s potpunom tehni¢ckom podrskom od prikupljanja
do ekstrakcije.

o Isplativa metoda koja zahtijeva minimalnu opremu.

Materijali
e PT-L2P-5 (5 mL) i/ili PT-L2P-45 (45 mL)
e Priru¢nik o proizvodu prepIT™+L2P

Upozorenja i mjere opreza

e Samo za uporabu u laboratoriju.

«  NEMOJTE gutati teku¢i reagens.

o NEMOJTE koristiti ako je pakiranje o$teceno ili ako je brtva na poklopcu
lijevka slomljena ili propusta.

o NEMOJTE koristiti prepIT™sL2 nakon datuma “Uporabljivo do”
navedenog na bocici reagensa.

o Isperite vodom ako reagens dode u dodir s o¢ima ili kozom.
NEMOJTE gutati.

o Bilo kakav opasni incident prijavite tvrtki DNA Genotek i odgovarajucoj
nadleznoj instituciji u vasoj zemlji.

e Zasigurno odlaganje neiskori$tenog reagensa pogledajte sigurnosno-
tehnicki list (SDS).

o Sigurnosno-tehnicki list (SDS) dostupan je na www.dnagenotek.com.
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Ogranicenja uporabe proizvoda
Koristite prepIT™«L2P samo onako kako je navedeno u ovom priru¢niku.

Prijevoz prepIT™.L2P
PrepIT™«L2P moZe se prevoziti na temperaturi okoli$a kao laboratorijski
reagens. Nije potrebno nikakvo posebno rukovanje.

Skladistenje prepIT™.L2P (vijek trajanja)

Cuvajte na sobnoj temperaturi. Rok trajanja za PT-L2P-5 (5mL) i PT-L2P-45
(45 mL) bit ¢e 30 mjeseci ako su pravilno zatvoreni i skladi$teni na sobnoj
temperaturi.

Odlaganje

Bacite neiskori$tene, o$te¢ene komplete ili setove koji propustaju u skladu
s odgovaraju¢im lokalnim, drzavnim i saveznim propisima. Bacite kao
laboratorijski otpad.

Odrzavanje/popravci
Nije primjenjivo. PrepIT™+L2P je reagens — nije potrebno odrzavanje niti
popravci.

Sazetak karakteristika izvedbe

prepIT™«L2P procis¢ena genomska DNK iz kompleta za prikupljanje sline
Oragene™ i ORAcollect™ pruza visoku kvalitetu i kvantitetu DNK dovoljnu
za uporabu u nizvodnim primjenama, kao $to su PCR, mikronizovi i
sekvenciranje sljedece generacije.

Prezentacije proizvoda
prepIT™«L2P dostupan je u viSe zapremina, ovisno o broju
potrebnih pripravaka. Na primjer:

Referenca proizvoda / Zapremina Broj preparata
kataloski broj uzorkovanog preparata
PT-L2P-5 0,5mL 200
PT-L2P-45 0,5mL 2000
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Jamstva
Potpuni uvjeti i odredbe za sve proizvode DNA Genotek nalaze se na
http://www.dnagenotek.com/ROW/terms/index.html.

Rjesavanje problema

Kontaktirajte tehnicku podrsku tvrtke DNA Genotek na
support@dnagenotek.com ili nazovite +1 (613) 723-5757, opcija 6.
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prepIT™-L2P laboratorijski protokol za ru¢no

procis¢avanje DNK iz 500 pL uzorka

Sljedeci protokol opisuje korak po korak kako pro¢istiti DNK iz alikvota
uzorka od 500 uL.

Reagensi ukljuceni
prepIT™«L2P (Kat. br. PT-L2P-5 ili PT-L2P-45)

Oprema i reagensi

« Mikrocentrifuga sposobna za rad pri 15 000 x g

Mikroepruvete od 1,5 mL (npr., Axygen® Kat. br. MCT-150-C)

Zracni ili vodeni inkubator na 50 °C

Etanol (95-postotni do 100-postotni) na sobnoj temperaturi

Etanol (70-postotni) na sobnoj temperaturi

Meduspremnik za skladistenje DNK: TE (10 mM Tris-HClL, 1 mM EDTA,
pH 8,0) ili sli¢na otopina

Postupak
Koraci za prociscavanje Napomene

1. Pomijesajte uzorak Oragene™/ | « Time se osigurava pravilno mijesanje
ORAcollect™ preokretanjem viskoznih uzoraka.
ili laganim protresanjem u
trajanju od nekoliko sekundi.
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Koraci za proci$¢avanje

2. Inkubirajte uzorak na 50 °C
u vodenom inkubatoru
najmanje 1 sat ili u zratnom
inkubatoru najmanje 2 sata.

Napomene

« Ovaj korak toplinske obrade bitan
je kako bi se osiguralo da se DNK
adekvatno otpusti i da su nukleaze
trajno inaktivirane.

Ovaj korak inkubacije moze se izvesti
u bilo koje vrijeme nakon uzimanja
uzorka i prije nego sto se procisti.
Cijeli uzorak mora se inkubirati u
originalnoj epruveti za prikupljanje
prije dijeljenja alikvota kako bi se
osigurala homogenost uzorka.
Uzorak se moze inkubirati na 50 °C
preko nodi ako je tako prikladnije.
Potrebno je duze vrijeme u zra¢nom
inkubatoru jer je temperaturna
ravnoteza sporija nego u vodenom
inkubatoru.

Napomena: Uporaba zra¢nog
inkubatora moze biti pozeljnija buduci
da epruvete Oragene™/ORAcollect™
mogu plutati u vodenoj kupelji. Ako se
mora koristiti vodena kupelj, osigurajte
da dio epruvete s uzorkom ostane
uronjen u vodu.

3. Prenesite 500 pL mijeSanog
uzorka u epruvetu
mikrocentrifuge od 1,5 mLe.

« Ostatak uzorka moze se skladistiti na
sobnoj temperaturi (15 °C do 25 °C)
ili zamrznuti.

Po Zelji, uzorak se moze pohraniti
zamrznut u epruveti Oragene™/
ORAcollect™ na -20 °Ciili se uzorak
moze prenijeti u kriovijalu za
dugotrajno skladistenje na -80 °C.

4. Dodajte 20 pL (1/25 volumena)
preplT™L2P u epruvetu
mikrocentrifuge i mijesajte
tako da se napravi vrtlog u
trajanju od nekoliko sekundi.

Uzorak ¢e postati mutan jer se taloze
necistoce i inhibitori.

5. Inkubirajte na ledu u trajanju
od 10 minuta.

Inkubacija na sobnoj temperaturi
moze se zamijeniti, ali ¢e biti nesto
manje ucinkovita u uklanjanju
necistoca.

8 Vrhunski uzorci « Dokazana uspjesnost




Koraci za procis¢avanje

Napomene

mikrocentrifugu u poznatom
smjeru. Centrifugirajte na
sobnoj temperaturi u trajanju
od 2 minute na 15 000 X g.

6. Centrifugirajte na sobnoj « Dutzi period centrifugiranja (do
temperaturi u trajanju od 15 minuta) moze biti koristan za
5 minuta na 15000 x g. smanjenje zamucenja (visoki Azg)

konacne DNK otopine.

7. Patljivo prenesite bistri « Pelet sadrzi mutne necistoce. Ako se
supernatant vrhom pipete slu¢ajno poremeti, epruvetu treba
u ¢istu epruvetu ponovno centrifugirati.
mikrocentrifuge. Odbacite
pelet koji sadrzi necistoce.

8. Dodajte 600 pL 95-postotnog | « Tijekom mijesanja s etanolom, DNK
do 100-postotnog etanola e se nataloziti. To se moze pojaviti
sobne temperature. kao ugrusak DNK vlakana ili kao fini
Pomijesajte tako da njezno talog, ovisno o koli¢ini DNK u uzorku.
preokrenete epruvetu 10 puta. | - Cak i ako se ne vidi ugrusak, DNK ¢e

se obnoviti pazljivim pracenjem
sljedecih koraka.

9. Ostavite uzorak da stoji na « Ne preporucuje se inkubacija
sobnoj temperaturi u trajanju na -20 °C jer se necisto¢e mogu
od 10 minuta kako bi se DNK pomijesati zajedno s DNK.
do kraja natalozila.

10. Postavite epruvetu u « Na primjer, stavite svaku epruvetu

u mikrocentrifugu, tako da sarka
poklopca bude okrenuta od sredista
rotora. Nakon centrifugiranja, moze
se locirati polozaj peleta (¢ak i ako
je presitan da bi bio vidljiv). Bit ¢e
na vrhu epruvete ispod Sarke.

. Vrhom pipete pazljivo uklonite

supernatant i bacite ga.
Pazite da izbjegnete ometanje
DNK peleta.

Ovaj pelet sadrzi DNK. Gubitak peleta
dovest ¢e do gubitka DNK.

Okretanje epruvete tako da je pelet
na gornjoj stijenci omogucit ¢e vam
da sigurno pomaknete vrh pipete
duz donje stijenke i uklonite sav
supernatant.

Supernatant moze sadrzavati
necistoce i treba ga ukloniti sto

je moguce potpunije.
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Koraci za proci$¢avanje

12. Ispiranje etanolom:
Pazljivo dodajte 250 pL
70-postotnog etanola. Pustite
da odstoji na sobnoj
temperaturi u trajanju od
1 minute. Potpuno uklonite
etanol bez ometanja peleta.

Napomene

« Vazno je da uklonite sav etanol iz
uzorka. Prenosenje etanola moze
utjecati na izvedbu testa.

Nakon uklanjanja 70-postotnog
etanola, epruveta se moze pulsirajudi
zavrtjeti kako bi se omogucilo
uklanjanje zaostalog etanola.
Pazite da ne uznemirite DNK pelet,
moze biti malen ili nevidljiv.

U slucaju da se pelet odvoji,
centrifugirajte uzorak u trajanju

od 5 minuta na 15 000 x g.
Pretjerano susenje peleta moze biti
uzrok tomu da se DNK teZe otapa.

13. Dodajte 100 pL TE otopine
(pogledajte stranicu 5)
za otapanje DNK peleta.
Vrtite u trajanju od najmanje
5 sekundi.

Ako Zelite visu koncentraciju DNK,
potrebno je upotrijebiti 50 pL TE.

14. Da biste osigurali potpunu
rehidraciju DNK, inkubirajte na
sobnoj temperaturi preko nodi
nakon ¢ega slijedi mijesanje
ili na 50 °C tijekom 1 sata uz
povremeno mijesanje.

Velike koli¢ine DNK visoke
molekularne tezine mogu se sporije
rehidrirati (otopiti) u potpunosti.
Nepotpuna rehidracija DNK je uzrok
netoc¢nosti u procjeni koncentracije
DNK i potencijalnog neuspjeha
daljnjih nizvodnih primjena kao $to
je PCR.

15. Mogucnosti za pohranu
potpuno rehidrirane DNK:

a) UTEna-20°Cza
skladistenje tijekom duzeg
vremenskog perioda.

Ako Zzelite, podijelite na
alikvote.

U TE na 4 °C u trajanju do
2 mjeseca.

b)
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prepIT™.L2P laboratorijski protokol

za rucno procis¢avanje DNK iz cijelog uzorka

Napomena: Ovaj protokol zahtijeva uporabu centrifuge (bilo fiksnog kuta
ili rotora s okretnom lopaticom) koja moze generirati najmanje 3 500 x g za
postizanje optimalnih rezultata.

Sljedeci protokol korak po korak opisuje kako procistiti DNK iz cijelog
uzorka (1 mL - 4 mL ukupnog volumena uzorka). Prikazani volumeni
trebaju biti prilagodeni stvarnom prikupljenom volumenu.

Reagensi ukljuceni
prepIT™L2P (Kat. br. PT-L2P-5 ili PT-L2P-45)

Oprema i reagensi

Centrifuga koja prima epruvete od 15 mL i sposobna je generirati najmanje
3500 x g (pogledajte Tablicu 2)

Konusne polipropilenske epruvete od 15 mL (npr., BD Falcon® Kat. br.
352196)

Mikrocentrifuga sposobna za rad pri 15 000 x g (dodatna opcija)
Mikroepruvete od 1,5 mL (npr., Axygen® Kat. br. MCT-150-C)

Zra¢ni ili vodeni inkubator na 50 °C

Etanol (95-postotni do 100-postotni) na sobnoj temperaturi

Etanol (70-postotni) na sobnoj temperaturi

Meduspremnik za skladistenje DNK: TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA,
pH 8,0) ili sli¢na otopina
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Dodatno: Provjera prije procis¢avanja (primjenjivo samo za uzorke
Oragene™, nije obavezno za uzorke ORAcollect™)

Izvazite uzorak kako biste procijenili koli¢inu sline koju je dao donor
(pogledajte Tablicu 1). Koli¢ina sakupljene sline izravno je proporcionalna
koli¢ini oporavljene DNK. Na primjer, ako je donor dao manje od 2 mL sline,
trebali biste ocekivati oporavak niZeg ukupnog prinosa iz ovog uzorka.

Tezina kompleta (bez uzorka)

Nakon $to uzorak stigne u laboratorij, predlazemo da ga izvazete kako biste
procijenili je li donor dao odgovarajucu koli¢inu sline. MoZete ocekivati
varijabilnosti izmedu donora. Navedena je tezina svakog praznog kompleta
(Tablica 1). Za procjenu koli¢ine prikupljenog uzorka (pod pretpostavkom
1 g/mL), izvrsite sljedeci izracun:

Tezina kompleta koji sadrzi uzorak - tezina kompleta bez uzorka

Kolicina prikupljenog uzorka

Tablica 1
Proizvod br. Tezina kompleta bez uzorka

0G-500/0GD-500/0GR-500 6,819
0G-510/0GD-510 5839
0G-575/0GD-575/0GR-575 5,669
ON-500 6479

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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Postupak

Koraci za prociscavanje
Pomijesajte uzorak Oragene™/
ORAcollect™ preokretanjem ili
laganim protresanjem u
trajanju od nekoliko sekundi.

Napomene

« Time se osigurava pravilno mijesanje
viskoznih uzoraka.

Inkubirajte uzorak na 50 °C
u vodenom inkubatoru
najmanje 1 sat ili u zracnom
inkubatoru najmanje 2 sata.

« Ovaj korak toplinske obrade bitan
je kako bi se osiguralo da se DNK
adekvatno otpusti i da su nukleaze
trajno inaktivirane.

« Uzorak se moze inkubirati na 50 °C
preko no¢i ako je tako prikladnije.

« Ovaj korak inkubacije moze se izvesti
u bilo koje vrijeme nakon uzimanja
uzorka i prije nego $to se procisti DNK.

« Potrebno je duze vrijeme u zratnom
inkubatoru jer je temperaturna
ravnoteza sporija nego u vodenom
inkubatoru.

Napomena: Uporaba zra¢nog
inkubatora moze biti pozeljnija buduci
da epruvete Oragene™/ORAcollect™
mogu plutati u vodenoj kupelji. Ako se
mora koristiti vodena kupelj, osigurajte
da dio epruvete s uzorkom ostane
uronjen u vodu.

Premjestite cijeli uzorak u
epruvetu centrifuge od 15 mL
(Slika 1). ZabiljeZite zapreminu
uzorka.

Slika 1: Prije prelaska na korak 4,
provjerite je li cijeli uzorak inkubiran i
prebacen u novu epruvetu centrifuge
od 15 mL, kao Sto je prikazano.

« Prijenos se moze izvrsiti izlijevanjem
ili pipetiranjem staklenom ili
plasti¢nom pipetom.
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Koraci za procisc¢avanje
Dodajte 1/25 volumena
preplT™L2P i mijesajte
okrecuci na nekoliko sekundi
(Slika 2).

Slika 2: Nakon dodavanja PT-L2P
iinkubacije na ledu u trajanju od

10 minuta uzorak vise nece izgledati
bistro nego ¢e umjesto toga biti
mutna otopina.

Napomene
« Npr., u 4 mL uzorka dodajte160 pL
preplT™.L2P.
« Uzorak ¢e postati zamucen jer se
taloze necistoce i inhibitori.

Inkubirajte na ledu u trajanju
od 10 minuta.

« Inkubacija na sobnoj temperaturi
moze se zamijeniti, ali ¢e biti nesto
manje ucinkovita u uklanjanju
necistoca.

Centrifugirajte na sobnoj
temperaturi na 10 minuta
pri najvecoj mogucoj brzini.
Najmanje 3 500 x g.

Supernatant

Pelet

zamucenih

necistoca
Slika 3: Nakon centrifugiranja na dnu
epruvete nakupit ce se mutni
materijal. Supernatant bi trebao biti
Jjasno vidljiv.

Veca centrifugalna sila smanjuje
kolicinu zamucenog materijala koji
e se prenijeti u proc¢is¢enu DNK
(Slika 3). Prije nego $to nastavite,
trebali biste provijeriti kod
proizvodaca epruveta mogu li
epruvete za centrifugiranje od

15 mL izdrzati centrifugalnu silu.
Duzi period centrifugiranja (do

20 minuta) moze biti koristan za
smanjenje zamucenja (visoki Az)
konac¢ne DNK otopine.

Pazljivo prenesite bistri
supernatant pipetom u

Cistu epruvetu mikrocentrifuge
zapremnine 15 mL.

Bacite pelet.

« Ostavite malu koli¢inu supernatanta
kako biste izbjegli tresenje peleta.

« Pelet sadrzi mutne necistoce.
Ako se slu¢ajno protrese, epruvetu
treba ponovno centrifugirati.
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Koraci za proci$¢avanje
8. Dodajte 1,2x zapremine
95-postotnog do 100-postotnog
etanola sobne temperature u
bistri supernatant. Pomijesajte
tako da njezno preokrenete
epruvetu 10 puta.

Slika 4: Nakon dodavanja etanola
DNK ce se istaloziti Sto moZe rezultirati
vidljivim ugruskom vlakana.

Napomene

« Tijekom mijesanja s etanolom DNK
e se nataloziti.

« Natalozena DNK moze se pojaviti
kao ugrusak DNK vlakana (Slika 4)
ili kao fini talog, ovisno o kolicini
DNK u uzorku.

9. Ostavite uzorak da stoji na
sobnoj temperaturi u trajanju
od 10 minuta kako bi se DNK
do kraja natalozila.

« Ne preporucuje se inkubacija
na —20 °C jer se necisto¢e mogu
pomijesati zajedno s DNK.

_
o

. Centrifugirajte na sobnoj
temperaturi kroz 10 minuta
pri najvecoj mogucoj brzini.
Najmanje 3 500 x g.

—_
—_

. Pazljivo uklonite supernatant
staklenom ili plasticnom
pipetom i bacite ga. Pazite
da izbjegnete ometanje
DNK peleta.

DNK moze se nakupiti
na stijenkama
epruvete.

Patljivo uklonite
supernatant
pomocu pipete
duz strane
suprotne
razmazu DN

DNK takoder se moze nakupiti kao
pelet na dnu epruvete.

Slika 5: Vrhom pipete njezno
zagrebite duZinom unutarnje strane
epruvete da biste otkrili prisutnost
razmaza DNK.

« Supernatant moze sadrzavati
necistoce i treba ga ukloniti $to

je moguce potpunije.

Natalozena DNK naci e se kao pelet
na dnu epruvete i mozda kao razmaz
niz stijenku epruvete (Slika 5).

DNK razmaz moze se naci na strani
epruvete koja je okrenuta od sredista
centrifuge.

Razmaz je moguce locirati koristeci
test “grebanjem”. Prisutnost razmaza
DNK mozete provjeriti tako da vchom
pipete zagrebete unutrasnjost
epruvete. Kao $to se vidi na slici 5,
razmaz bi mogao biti vidljiv.

www.dnagenotek.com « support@dnagenotek.com
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Koraci za procisc¢avanje
12. Ispiranje etanolom:

Pazljivo dodajte 1 mL
70-postotnog etanola u
epruvetu bez da dodirnete
razmaz ili pelet. Pustite da
odstoji na sobnoj temperaturi
u trajanju od 1 minute.
Njezno vrtite i potpuno
uklonite etanol bez
dodirivanja peleta i razmaza.

Napomene

« Vazno je da uklonite sav etanol iz
uzorka. Prenosenje etanola moze
utjecati na izvedbu testa.

Pazite da izbjegnete dodirivanje
DNK peleta i razmaza.

Moze se provesti kratko
centrifugiranje (krace od 1 minute)
kako bi se olaksalo potpuno
uklanjanje supernatanta.

Ako se talog odvoji nakon koraka
ispiranja etanolom, centrifugirajte
uzorak u trajanju od 5 minuta na
najvecoj mogucoj brzini. Najmanje
3500 g.

. Za uzorke Oragene™,
rehidrirajte DNK dodavanjem
0,2mL-1mLTE otopine i
vrtite uzorak u trajanju od
30 sekundi.

Za uzorke ORAcollect™
rehidrirajte DNK dodavanjem
0,2 mL otopine TE i vrtite
uzorak u trajanju od 30 sekundi.

Slika 6: Vrtnjom uzorka tijekom

30 sekundi moci cete prikupiti DNK
razmaz na stijenki epruvete. DNK ¢e
zadrZati visoku molekularnu teZinu.

Ako zelite visu koncentraciju DNK,
mozete smanjiti volumen TE.
Potrebno je koristiti najmanje 200 pL
TE otopine.

Pretjerano susenje peleta (> 10 minuta)
i upotreba manje od 500 pL TE otopine
moze otezati rehidraciju (otapanje)
DNK i moze smanjiti prinos ili otezati
kvantifikaciju.

NataloZzena DNK nadi ce se kao pelet
na dnu epruvete i mozda kao razmaz
niz rub epruvete.

Da bi se osigurao maksimalan
oporavak DNA, uzorak morate

vrtjeti nakon dodavanja DNK otapala
(TE otopina). Vrtnja ¢e osigurati

da je DNK koja se talozi na stijenci
epruvete oporavljena (Slika 6).

Vrtnja nece pokidati DNK.

. Da biste osigurali potpunu
rehidraciju DNK, inkubirajte
na sobnoj temperaturi preko
noci nakon ¢ega slijedi vrtnja
ili na 50 °C tijekom 1 sata uz
povremenu vrtnju.

Nepotpuna rehidracija DNK uzrok

je netocnosti u procjeni koncentracije
DNK i potencijalnog neuspjeha
daljnjih nizvodnih primjena kao $to
je PCR.
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Koraci za proci$¢avanje
15. Za ¢uvanje, premjestite
rehidriranu DNK u epruvetu
mikrocentrifuge od 1,5 mL.

Napomene

Neobavezni korak:

a) Centrifugirajte rehidriranu
DNK na sobnoj
temperaturi u trajanju od
15 minuta na 15 000 X g.
Prenesite supernatant u
cistu epruvetu
mikrocentrifuge
zapremnine 1,5 mL bez
uznemiravanja peleta.

g

Imajte na umu da pelet sadrzi netopivi,
mutni materijal.

« Kako biste maksimalno povecali

oporavak DNK, osigurajte da je DNK

potpuno rehidrirana (korak 14) prije

izvodenja ovog koraka

centrifugiranja.

Ovaj korak centrifugiranja osigurava

da se sav preostali zamuceni materijal

ukloni iz uzorka DNK.

« Treba paziti da se ne poremeti talog
kada se bistri supernatant prenosi u
novu epruvetu.

16. Mogucnosti za pohranu
potpuno rehidrirane DNK:
a) UTEna-20°Cza
skladistenje tijekom duzeg
vremenskog perioda. Ako

zelite, podijelite na alikvote.

b) UTEna4 °Cu trajanju do
2 mjeseca.

Zamrzavanje procis¢ene DNK u TE
moze uzrokovati precipitaciju DNK.
Kada odmrzavate zamrznutu
procis¢enu DNK, obratite posebnu
pozornost na rehidraciju, kao $to je
objasnjeno u koraku 14.
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Kvantifikacija DNK

Metodom fluorescencije

Testovi koji koriste fluorescentne boje su specifi¢niji od apsorbancije na

260 nm za kvantificiranje koli¢ine dvolan¢ane DNK (dsDNA) u uzorku DNK.
Predlazemo uporabu komercijalno dostupnih kompleta kao $to su komplet
za testiranje Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNA (Thermo Fisher Scientific) ili
QuantiFluor® dsDNA System (Promega). DNK ¢e mozda trebati razrijediti
do 1:50 s TE prije uporabe u testu kvantificiranja.

Metodom apsorbancije

Ako odlucite kvantificirati DNK pomocu apsorbancije, preporuc¢ujemo

da najprije tretirate proci$¢eni uzorak s RNazom kako biste digestirali
kontaminiraju¢u RNK i zatim uklonite fragmente RNK taloZenjem DNK

u etanolu. Detaljan protokol opisan je u PD-PR-040, uklanjanje RNK
dvostrukom-RNase digestijom.! Imajte na umu da DNK iz oralnog uzorka
obi¢no sadrzi znacajno vise RNK nego $to se nalazi u uzorcima krvi.
Osigurajte da je DNK istaloZena alkoholom potpuno otopljena prije ocitavanja
apsorbancije.

Faktor pretvorbe: Apsorbancija od 1,0 na 260 nm odgovara koncentraciji
od 50 ng/uL (50 ug/mL) za Cistu, dvolan¢anu DNK.

Osigurajte da su vrijednosti apsorbancije unutar linearnog raspona
spektrofotometra. Razrijedite i ponovno izmjerite uzorke koji su izvan linearnog
raspona. Vise informacija potrazite u dokumentaciji instrumenta.

Reference
! Uklanjanje RNK pomocu digestije dvostruke RNase. PD-PR-040.
DNA Genotek.
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Metoda

1. Razrijedite alikvot od 10 pL procis¢ene DNK tretirane RNazom s 90 uL TE
(razrjedivanje 1/10). Njezno promijesajte pipetiranjem gore-dolje.
Pricekajte da se mjehuridi razbistre.

2. Koristite TE u referentnoj (praznoj) celiji.
3. Izmjerite apsorbanciju na 320 nm, 280 nm i 260 nm.

4. Izratunajte ispravljene vrijednosti A,gg i Ao 0duzimanjem apsorbancije
na 320 nm (Aszyg) od vrijednosti A,gg i Azeo-

5. Koncentracija DNK u ng/uL = korigirani A, x 10 (faktor razrjedenja) x
50 (faktor pretvorbe).

6. Aze0/Azgp omjer: Podijelite korigirani A,go po korigiranom Ajg.

Primjer
1. Pretpostavite izmjereni Az, = 0,025, Apgg = 0,175 i Aygp = 0,295
2. DNK koncentracija nerazrjedenog uzorka bit ¢e:
(A260 — A320) x 10 [faktor razrjedivanja] x 50 [faktor pretvorbe]
= (0,295 - 0,025) x 10 x 50
=0,270 x 10 x 50
=135 ng/pL ili 135 ug/mL

3. Ispravljeni omjer Ajgp/Azg bit Ce:
(Az60 — A320) + (Azgo — Azz0)
=(0,295 - 0,025) + (0,175 - 0,025)
=0,270 + 0,150
=1,80
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Oragene-DNA i ORAcollect-DNA nisu dostupni za prodaju u Sjedinjenim Americkim Drzavama.
Oragene-DISCOVER je samo za potrebe istrazivanja, nije za koristenje u dijagnostickim postupcima.
Neki DNA Genotek proizvodi mozda nece biti dostupni u svim zemljopisnim regijama.
Oragene, preplT, ORAcollect i DNA Genotek zastitni su znakovi tvrtke DNA Genotek Inc.

Sve ostale robne marke i nazivi koji se ovdje nalaze vlasnistvo su njihovih viasnika.

Svi protokoli tvrtke DNA Genotek, tehnicka dokumentacija i napomene o primjeni dostupni

su u odjeljku podrske na nasoj mreznoj stranici www.dnagenotek.com.
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