prepIT-L2P

Laboratorieprotokol for manuel isolering af DNA fra 0,5 mL prgve
Til isolering af genomisk DNA fra indsamlingssetserierne Oragene®- og ORAcollect®.
Du kan finde flere sprog og protokoller pa vores webside www.dnagenotek.com.

Folgende protokol beskriver trin for trin, hvordan man isolerer DNA fra en alikvot pa 500 uL af en prove.

Medfelgende reagenter
o prepIT®.L2P (katalog #: PT-L2P)

Udstyr og reagenter

o Mikrocentrifuge med en kapacitet pa 15.000 x g

o 1.5 mL pipettespidser (f.eks. Axygen #MCT-150-C)

o Luft- eller vandinkubator péa 50° C

o Ethanol (95-100 %) ved stuetemperatur

o Ethanol (70 %) ved stuetemperatur

o Dna-opbevaringsbuffer: TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0) eller tilsvarende oplosning

Procedure
Isolering trin for trin Bemaerkninger
1. Bland preven i DNA-Genotek-saettet ved at vende | « Dette sikrer, at tyktflydende praver bliver
og ryste den blidt i et par sekunder. ordentligt blandet.
2. Preven inkuberes ved 50° Ci en vandinkubator « Denne varmebehandling er vigtig for at sikre,
i mindst 1 time eller i en luftinkubator i mindst at DNA'en friggres korrekt, og at nucleaser
2 timer. inaktiveres permanent.

Dette inkubationstrin kan gennemfgres pa et
hvilket som helst tidspunkt efter indsamling
af preven og for isolering.

Hele proven skal inkuberes i det originale
indsamlingsrar, for den opdeles, for at sikre
homogenitet i praven.

Preven kan inkuberes ved 50° C natten over,
hvis det er mest praktisk.

Inkubation i luftinkubator kraever lzengere tid,
fordi temperaturudligningen sker langsommere
end i en vandinkubator.

Bemaerk: En luftinkubator kan vaere at foretraekke,
da prevergrene kan flyde i et vandbad. Hvis det er
ngdvendigt at anvende et vandbad, skal man sikre
sig, at den del af rgret, som indeholder praven, til
stadighed er neddykket i vand.

3. Overfer 500 pL af den blandede prove til « Resten af prgven kan opbevares ved
et 1,5 mL mikrocentrifugerer. stuetemperatur eller fryses ned (-15° C til -20° C).

4. For hver 500 uL prove tilsaettes 20 pL « Preven vil blive uklar, idet urenheder og inhibitorer
(1/25 maengde) PT-L2P til mikrocentrifugereret. udfaeldes.

Blandes ved vortex i nogle sekunder.
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Isolering trin for trin

5. Inkuberes paisi 10 minutter.

Bemaerkninger

Inkubation ved stuetemperatur kan ogsa
anvendes, men vil veere lidt mindre effektiv
med hensyn til at fjerne urenheder.

6. Centrifugeres ved stuetemperatur i 5 minutter
ved 15.000 X g.

En leengere centrifugeringsperiode (op til

15 minutter) kan veere gavnlig med hensyn til
at mindske uklarheden (hgj A35¢) i den endelige
DNA-oplgsning.

7. Med pipette overfgres den klare supernatant
til et nyt mikrocentrifugerer. Kassér pelleten
med urenheder.

Pelleten indeholder uklare urenheder.
Hvis den gdeleegges ved et uheld, ber raret
centrifugeres igen.

8. Til 500 pL supernatant tilsaettes 600 pL 95-100 %
ethanol ved stuetemperatur. Blandes forsigtigt
ved 10 gange inversion.

Under blandingen med ethanol vil DNA'en blive
udfeeldet. Dette kan vise sig som en klump af
DNA-fibre eller som et fint praecipitat, athaengigt
af maengden af DNA i praven.

Selv om der ikke er nogen synlig klump, vil der
blive fundet DNA, nér de fglgende skridt udfares
omhyggeligt.

9. Lad pregven sta ved stuetemperatur i 10 minutter,
sa DNA'en udfaeldes helt.

Inkubation ved -20° C anbefales ikke, idet
urenheder da kan udfaeldes sammen med DNAen.

10. Placér rgret i mikrocentrifugen i en kendt
orientering. Centrifugeres ved stuetemperatur
i 2 minutter ved 15.000 X g.

Placér f.eks. hvert rgr i mikrocentrifugen, sa haettens
haengsel peger vk fra rotorens centrum. Efter
centrifugeringen kan pelletens position lokaliseres
(selv hvis den er for lille til at kunne ses). Den vil
befinde sig i bunden af rgret under haengslet.

11. Fjern omhyggeligt supernatanten med en
pipettespids, og kassér den. Pas pa ikke at
gdeleegge DNA-pelleten.

Denne pellet indeholder DNA. Hvis pelleten gar
tabt, gar DNA tabt.

Hvis roret drejes, sé pelleten befinder sig pa den
ovre del af veeggen, kan man uden risiko beveege
en pipettespids langs den nederste del af veeggen
og fjerne supernatanten fuldstaendigt.
Supernatanten kan indeholde urenheder og ber
flernes sa fuldsteendigt som muligt.

Overdreven torring af pelleten kan gere det
vanskeligere at oplgse DNA'en.

12. Ethanolvask:
Tilseet forsigtigt 250 pL 70 % ethanol. Lad det st
ved stuetemperatur i 1 minut. Fjern ethanolen
fuldsteendigt uden at gdeleegge pelleten.

Det er vigtigt at fjerne al ethanol fra prgven. Rester
af ethanol kan pavirke analysens ngjagtighed.

Pas pa ikke at @deleegge DNA-pelleten.
DNA-pelleten kan veere lille.

Hvis pelleten skulle ga i opl@sning, centrifugeres
preven i 5 minutter ved 15.000 X g.

Nar 70 %-ethanolen er flernet, kan rgret
pulscentrifugeres for at ggre det muligt at fierne
ethanolrester.
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Isolering trin for trin Bemaerkninger

13. Tilsaet 100 pL TE-oplgsning (se side 1) for at + Huvis der gnskes en hgjere koncentration af DNA,
oplgse DNA-pelleten. Vortex i mindst 5 sekunder. anvendes 50 pL TE.

Bemaerk: Store maengder DNA med hgj

molekylvaegt kan veere langsomme at hydrere

(oplase) fuldsteendigt.

Ufuldsteendig hydrering af DNA'en er arsag til

ungjagtighed ved vurdering af DNA-koncentrationen

og til fejl i senere anvendelser, sdésom PCR.

14. For at sikre fuldsteendig rehydrering af DNA'en « Ufuldsteendig rehydrering af DNA'en er drsag

(pellet og smear) inkuberes ved stuetemperatur til ungjagtighed ved vurdering af DNA-
natten over, fulgt af vortex, eller ved 50° Ci koncentrationen og til potentielle fejl i
1 time med lejlighedsvis vortex. senere anvendelser, sdsom PCR.

15. Muligheder for opbevaring af den fuldsteendigt + Hvis renset DNA fryses i TE, vil DNA udfaldes.

rehydrerede DNA: Ved optening af en prove af frosset, renset DNA
a) Anbefalet:iTE, ialikvoter ved -20° C til skal man vaere omhyggelig med rehydreringen
langtidsopbevaring, eller som beskrevet i trin 14.

b) iTE ved 4°Ciop til 2 maneder.

Maengdebestemmelse af DNA
Fluorescensmetoden

Analyser, hvor der anvendes fluorescerende farvestoffer, er mere specifikke end absorbans ved 260 nm til
bestemmelse af maengden af dobbeltstrenget DNA (ds-DNA) i en DNA-prgve. Vi anbefaler anvendelse af
fluorescerende farver, som f.eks. PicoGreen® eller SYBR® Green I, til at bestemme maengden af ds-DNA,

da der optraeder mindre interferens af forurenende RNA. En billig protokol med anvendelse af SYBR Green I

er beskrevet i PD-PR-075, DNA quantification using SYBR Green I Dye and a micro-plate reader!. Alternativt
kan der anvendes szt, som fas i handelen, f.eks. Invitrogen’s Quant-iT™ PicoGreen dsDNA Assay Kit

(kat. no. Q-33130). Uanset hvilken protokol, der anvendes, anbefaler vi, at den rensede DNA oplases i forholdet
1:50 med TE-vaeske, og at der anvendes 5 pL i maengdebestemmelse analysen.

Absorbansmetoden

Hvis man onsker at mangdebestemme DNA ved hjalp af absorbans, anbefaler vi, at den rensede prove forst
behandles med RNase for at fjerne forurenende RNA, hvorefter RNA-fragmenterne fjernes ved ethanoludfeeldning
af DNAen. En detaljeret protokol findes i PD-PR-040, RNA removal by double-RNase digestionz. Bemeerk,

at DNA fra en oral prove typisk indeholder betydeligt mere RNA end blodprever. Serg for, at alkoholudfaeldet
DNA er helt oplest, for absorbansen afleses.

Omregningsfaktor: En absorbans pa 1,0 ved 260 nm svarer til en koncentration pa 50 ng/uL (50 pg/mL)
for ren ds-DNA.

Serg for, at absorbansveerdierne ligger inden for spektrofotometerets linezere skala. Prover, som falder uden for
den linezere skala, skal genoploses og genmales. Find yderligere oplysninger i dokumentationen til dit instrument.
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Metode:
1. Oples en 10 pL alikvot renset RNase-behandlet DNA med 90 uL TE (1/10 oplesning). Blandes ved
forsigtigt at fore pipetten op og ned. Vent til boblerne er forsvundet.

2. Brug TE i referencecellen (blank).
3. Mal absorbansen ved 320 nm, 280 nm og 260 nm.

4. Beregn de korrigerede Ag)- 0g A,¢o-veerdier ved at traeekke absorbansen ved 320 nm (A3,¢) fra A,go- og
Ajgo-veerdierne.

5. DNA-koncentration i ng/pL = korrigeret A,¢ x 10 (oplesningsfaktor) x 50 (omregningsfaktor).

6. Ajgo/Ajgo-forhold: Dividér korrigeret A,qo med korrigeret Ajg.

Eksempel
1. Viantager, at den malte A3y = 0,025, Aygp = 0,175 0og A0 = 0,295.

2. DNA-koncentrationen af den ufortyndede prove vil veere:
(Aze0 - Az20) x 10 [fortyndingsfaktor] x 50 [omregningsfaktor]
= (0,295 - 0,025) x 10 x 50
=0,270 x 10 x 50
=135 ng/uL eller 135 ug/mL

3. Det korrigerede Ajgo-/Asgo-forhold vil veere:
(Az60 - Az20) + (Azgo - A320)
= (0,296 - 0,025) + (0,175 - 0,025)
=0,270 + 0,150
=1,80

Referencer

1 Bestemmelse af mangden af DNA ved anvendelse af fluorescens/DNase (F/D)-analyse. Erstattet af maengdebestemmelse
af DNA med anvendelse af SYBR Green I farve og en mikropladelaser. DNA Genotek. PD-PR-075.
2 Fjernelse af RNA ved dobbelt RNase-digestion. DNA Genotek. PD-PR-040.

Teknisk support har abent mandag til fredag (9.00-17.00 EST):

- Ring gratis (Nordamerika): 1.866.813.6354, option 6
«  Alle andre lande: 613.723.5757, option 6
«  E-mail: support@dnagenotek.com

Oragene®DNA og ORAcollect®DNA salges ikke i USA.

Oragene®DISCOVER er kun beregnet til forskningsbrug, ikke til anvendelse i diagnostiske procedurer.

Nogle DNA Genotek-produkter fas muligvis ikke i alle geografiske regioner.

®Oragene, preplT og ORAcollect er registrerede varemaerker tilhgrende DNA Genotek Inc. Alle andre maerker og navne indeholdt heri er de respektive ejeres ejendom.
Alle DNA Genotek-protokoller, -hvidbeger og -anvendelsesnoter findes pa vores webside www.dnagenotek.com under support.
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prepIT-L2P

Kortfattet vejledning:
Laboratorieprotokol for manuel rensning af DNA fra 0,5 mL prgve

Isoleringstrin

1. Bland preven i DNA-Genotek-saettet ved at vende og ryste den blidt i et par sekunder.

2. Preven inkuberes ved 50° C i en vandinkubator i mindst 1 time eller i en luftinkubator i mindst 2 timer.

3. Overfor 500 af proven til et mikrocentrifugerer.

4. Tilseet 20 PT-L2P og bland ved vortex i et par sekunder.

5. Inkuberes paisi 10 minutter.

6. Centrifugeres ved stuetemperatur i 5 minutter ved 15.000 X g.

7. Med pipette overferes storstedelen af den klare supernatant til et nyt mikrocentrifugergr. Kassér pelleten.

8. Tilseet 600 RT 95-100 % ethanol til den klare supernatant. Blandes forsigtigt ved 10 gange inversion.

9. Lad pregven sta ved stuetemperatur i 10 minutter, sd DNA'en udfzeldes helt.

10. Placér rgret i mikrocentrifugen i en kendt orientering. Centrifugeres ved stuetemperatur i 2 minutter
ved 15.000 X g.

11. Fjern forsigtigt supernatanten med pipette og kassér den. Pas pa ikke at edelaegge DNA-pelleten.

12. Tilsaet 250 70 % ethanol, og lad det sta ved stuetemperatur i 1 minut. Fjern ethanolen fuldstaendigt
uden at gdeleegge pelleten.

13. Tilsaet 100 TE-oplgsning, og vortex prgven i mindst 5 sekunder.

14. Inkubér natten over ved stuetemperatur eller ved 50° Ci en time med lejlighedsvis vortex.

15. Opbevaring: | alikvoter ved -20° C for langtidsopbevaring (anbefalet) eller ved 4° Cii op til 2 maneder.
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