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Felhasznalas célja/rendeltetés
Genomidlis DNS tisztitdsdhoz az Oragene™ és ORAcollect™ nyalgy(ijté
készletekbol.

Hasznalat kdzbeni stabilitas
A PT-L2P-5 (5 ml) és a PT-L2P-45 (45 ml) 30 hénapos hasznalat kozbeni
stabilitdssal rendelkezik szobahémérsékleten.

Jellemzdk

o Optimalizélt kémia az Oragene és ORAcollect termékcsaladokkal gytijtott
szajiiregi mintakbol torténé maximalis DNS-kinyeréshez.

o  Bizonyitottan konzisztens eredményeket biztosit nagy molekulatdmegt
DNS esetén.

o Skalazhato tisztitdsi médszer nagy vagy kis mintamennyiségekhez.

o Kényelmes munkafolyamat teljes miiszaki timogatassal a gyujtést6l az
extrakcidig.

o Koltséghatékony modszer, amely minimalis felszerelést igényel.

Anyagok
. PT-L2P-5 (5 ml) és/vagy PT-L2P-45 (45 ml)
e prepIT-L2P termék kézikonyv

Figyelmeztetés és ovintézkedések

o Kizérdlag laboratériumi hasznalatra.

e NEM szabad lenyelni a folyékony reagenseket.

e NEM szabad hasznalni, ha a csomagolds sériilt, vagy a tolcsér fedelének/
kupakjanak tomitése eltort vagy szivarog.

e NE hasznélja a prepIT-L2P-t a reagens flakonjan feltiintetett
»Felhaszndlhato” datum utan.

e Mossa le vizzel, ha a reagens szembe vagy borre keriil. NE nyelje le.

e Minden sulyos incidenst jelentsen a DNA Genotek, illetve az orszagosan
illetékes hatdsag felé.

e Olvassa el a biztonsagi adatlapot (MSDS) a fel nem hasznalt reagens
biztonsdgos drtalmatlanitasara vonatkozéan.

e Az MSDS elérheté a www.dnagenotek.com weboldalon.
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A termék felhasznalasi korlatozasai
A prepIT-L2P-t kizarolag a termék kézikonyvében leirtak szerint hasznalja.

A preplT-L2P szallitasa
A prepIT-L2P laboratoriumi reagensként kornyezeti hdmérsékleten szallithato.
Nincs sziikség kiilonleges kezelésre.

A preplT-L2P tarolasa (Tarolasi id6)

Szobahdmérsékleten taroland6. A PT-L2P-5 (5 ml) és a PT-L2P-45 (45 ml)
tarolasi ideje 30 honap, ha megfelel3en le van zarva és szobahémérsékleten van
tarolva.

Artalmatlanités

A fel nem hasznalt, sériilt vagy szivargo készleteket a megfeleld helyi, allami és
szovetségi el6irasoknak megfeleléen dobja ki. Laboratériumi hulladékként
dobja ki.

Karbantartas/javitasok
Nem alkalmazhat6. A prepIT+L2P egy reagens— nincs sziikség karbantartasra
vagy javitasra.

A teljesitményjellemzé6k 6sszefoglalasa

Az Oragene és az ORAcollect nyalgytijté készletekbdl szarmazé prepIT-L2P
tisztitott genomidlis DNS kivalé mindségi és mennyiségli DNS-t biztosit,
amely elegendd a késdbbi alkalmazasokban, példaul PCR, microarray
(DNS-chip) és ujgeneracios szekvenalds sordn torténd felhasznélédshoz.

Termékbemutaték
A prepIT-L2P tobb mennyiségben kaphato, a sziikséges készitmények szamatol
fiiggSen. Példaul:

Termékreferencia/ A minta készitmény | Készitmények szama
Katalégusszam térfogata
PT-L2P-5 0,5ml 200
PT-L2P-45 0,5ml 2,000
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Jotallasok
Az sszes DNA Genotek termékre vonatkozo teljes korii feltételek megtalalhatok
a http://www.dnagenotek.com/ROW/terms/index.html weboldalon.

Hibaelharitas

Vegye fel a kapcsolatot a DNA Genotek miiszaki tigyfélszolgélataval a
support@dnagenotek.com e-mail cimen, vagy hivja a (613) 723-5757-es
telefonszdmot, 6-0s opcio.
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preplIT™-L2P laboratériumi protokoll abns
kézi tisztitasara 500 pL mintabol

Az alabbi, 1épésrdl 1épésre bemutatott protokoll leirja, hogyan kell DNS-t
tisztitani egy 500 uL-es minta alikvot részébdl.

A kovetkezo reagenseket tartalmazza
prepIT+L2P (Kat. sz. PT-L2P-5 vagy PT-L2P-45)

Felszerelések és reagensek

15,000 x g sebességgel mlikodé mikrocentrifuga

1,5 ml-es mikrocsovek (pl. Axygen® Kat. sz. MCT-150-C)

Levegds vagy vizes inkubator 50°C-on

Etanol (95-100%) szobahdmérsékleten

Etanol (70%) szobahdmérsékleten

DNS-térol6 puffer: (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0) vagy hasonlé
oldat

Eljaras
Tisztitasi [épések Megjegyzések
1. Az Oragene/ORAcollect mintat |- Ez biztositja, hogy a viszkézus minték
fel-le forditassal vagy néhany megfeleléen elkeveredjenek.
masodpercig tarté enyhe
razassal keverje dssze.

www.dnagenotek.com « support@dnagenotek.com 7



Tisztitasi lépések
Inkubalja a mintat 50°C-on
legaldbb 1 6ran keresztil vizes
inkubatorban vagy legalabb
2 6rén keresztiil levegés
inkubatorban.

Megjegyzések

+ Ez a hékezelési lépés elengedhetetlen
annak biztositdsahoz, hogy a DNS
megfeleléen felszabaduljon és a
nukledzok tartésan inaktivélédjanak.
Ez az inkubdcios |épés a minta
gyUjtése utan és a tisztitas el6tt
barmikor elvégezhetd.

A minta homogenitasanak biztositasa
érdekében a teljes mintat az eredeti
gyUjtécsében kell inkubalni, mieltt

a minta eltavolitasra keriilne.

A minta 50°C-on inkubalhaté egy
éjszakan at, amennyiben ez
kényelmesebb.

Levegds inkubétorban hosszabb idére
van sziikség, mivel a h6mérséklet
kiegyenlitédése lassabb, mint a vizes
inkubatorban.

Megjegyzés:A levegds inkubator
hasznalata elénydsebb lehet, mivel

az Oragene/ORAcollect csovek
vizfiirdében lebeghetnek. Ha vizfiird6t
kell hasznalni, gondoskodjon arrdl,
hogy a csé mintat tartalmazo része
vizbe merdiljon.

Tisztitasi lépések

Megjegyzések

Vigyen &t 500 pl kevert mintat
egy 1,5 ml-es
mikrocentrifugacsébe.

+ A minta fennmaradé része
szobahémeérsékleten (15°C-25°C)
tarolhaté vagy lefagyaszthato.
Kivant esetben a minta fagyasztva
tarolhaté az Oragene/ORAcollect
cs6ben -20°C-on, vagy a minta
atvihet6 egy kriogén fiolaba hosszu
tavu tarolas céljabol -80°C-on.

mikrocentrifugaba ismert
tajolassal. Centrifugalja
szobahémérsékleten 2 percig
15000 X g sebességgel.

6. Centrifugélja « A hosszabb ideig tarté centrifugalas
szobahdémérsékleten 5 percig (akar 15 percig) el6nyds lehet a
15 000 X g sebességgel. végleges DNS-oldat zavarossaganak

(magas Azpg) csdkkentésében.

7. Atiszta felliliszot pipettahegy |« A pellet zavaros szennyezédéseket
segitségével 6vatosan toltse at | tartalmaz. Ha véletlenul
egy uj mikrocentrifugacsébe. megbolygatjék, a csdvet Ujra kell
Dobja ki a szennyezédéseket | centrifugélni.
tartalmazo pelletet.

8. Adjon hozz4 600 pL + Az etanolos keverés soran a DNS
szobahdmérsékletl kicsapddik. Ez a DNS-szalak
95-100%-0s etanolt. Ovatosan csomojaként vagy finom Uledékként
keverje 6ssze 10-szeres jelenhet meg, attol fliggéen, hogy
inverzidval. mennyi DNS van a mintaban.

+ Ha nem lathaté csomo, a DNS akkor
is kinyerhet6 a kovetkezé l1épések
gondos betartasaval.

9. Hagyja a mintat 10 percig + A-20 °C-on torténd inkubdlds nem
szobahdémérsékleten allni, hogy | ajanlott, mert a szennyezédések a
a DNS teljesen kicsapddjon. DNS-sel egyttt kicsapddhatnak.

10. Helyezze a csovet a « Példaul helyezzen minden egyes

csovet a mikrocentrifugéba ugy,
hogy a kupak csuklds része a rotor
kozepétdl tavolabbra mutasson.

A centrifugdlas utan a pellet helyét
meg lehet hatarozni (még ha tul apré
is ahhoz, hogy lathato legyen); a cs6
csukl6 alatti cstcsan lesz.

Adjon 20 pl (1/25 térfogat)
preplT-L2P-ta
mikrocentrifugacsébe, és
néhany méasodpercig tartd
vortexeléssel keverje ssze.

A minta zavarossa valik, mivel a
szennyez6édések és gatldszerek
kicsapodnak.

Inkubalja 10 percig jégen.

A szobahémérsékletti inkubalas
helyettesithetd, de valamivel kevésbé
hatékonyan tavolitja el a
szennyezGdéseket.

. Ovatosan tavolitsa el a

feltluszét egy pipettahegy
segitségével, és dobja ki.
Ugyeljen arra, hogy a
DNS-pelletet ne bolygassa meg.

Ez a pellet DNS-t tartalmaz. A pellet
elvesztése a DNS elvesztését
eredményezi.

Ha ugy forgatja a csovet, hogy a pellet
afelsé falon legyen, akkor a
pipettahegyet biztonsagosan
mozgathatja az als6 fal mentén, és
eltavolithatja az dsszes felliliszot.

A feliiluszé tartalmazhat
szennyez6édéseket, ezért azt a lehetd
legteljesebben kell eltavolitani.

8 Kivdld mintdk « Bizonyitott teljesitmény
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Tisztitasi lépések
12. Etanolos mosas: Ovatosan

adjon hozza 250 pl 70%-0s
etanolt. Hagyja élIni
szobahémérsékleten 1 percig.
Teljesen tavolitsa el az
etanolt anélkiil, hogy
megbolygatna a pelletet.

Megjegyzések
« Fontos, hogy az 6sszes etanolt
eltavolitsa a mintabol. Az etanol
athaladasa befolyasolhatja a
vizsgalat teljesitményét.
A 70%-os etanol eltavolitasa utan a
csovet impulzusszertien meg lehet
porgetni, hogy a maradék etanol
eltavolithatd legyen.
Vigyazzon, hogy ne bolygassa meg a
DNS-pelletet; az kicsi vagy lathatatlan
lehet.
Ha a pellet levalik, centrifugalja
a mintat 5 percig 15000 X g
sebességgel.
A pellet tulzott széritasa
megnehezitheti a DNS feloldasat.

13. Adjon hozza 100 pl TE-oldatot
(lasd az 5. oldalt) a DNS-pellet
felolddsahoz. Vortexelje
legaldbb 5 masodpercig.

+ Ha nagyobb DNS-koncentréaciéra van
szlikség, 50 pl TE-oldatot kell
hasznalni.

14. A DNS teljes rehidrataldsdnak
biztositasa érdekében inkubalja
szobahdmérsékleten egy
éjszakdn at, majd vortexelje
vagy 50 °C-on 1 éran &t,
idénkénti vortexeléssel.

« Nagy mennyiségu, nagy
molekulatémeg(i DNS lassan tud
teljesen rehidratalédni (feloldodni).

« A DNS nem teljes rehidratacidja a
DNS-koncentracio becslésének
pontatlansagat és a késdbbi
alkalmazasok, példaul a PCR esetleges
meghibéasodésat okozza.

15. A teljesen rehidratalt DNS
tarolasara vonatkozo
lehet6ségek:

a) TE-ben -20°C-on hosszu
tavu térolds céljabol.
Amennyiben sziikséges,
ossza fel alikvot részekre.
TE-ben 4°C-on legfeljebb
2 hénapig.

b
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prepIT-L2P laboratoériumi protokoll
a DNS kézi tisztitasahoz teljes mintabol

Megjegyzés: Ez a protokoll olyan centrifuga hasznélatat igényli (akdr fix sz6g(,
akar leng6vodros rotorral), amely legalabb 3500 x g el6allitdsara képes az
optimalis eredmények eléréséhez.

Az alabbi, Iépésrol-1épésre bemutatott protokoll leirja, hogyan kell a DNS-t a
teljes mintabol (1 mL-4 mL teljes mintatérfogat) megtisztitani. A feltiintetett
térfogatokat a ténylegesen gyjtott térfogathoz kell igazitani.

A kovetkezd reagenseket tartalmazza
prepIT+L2P (Kat. sz. PT-L2P-5 vagy PT-L2P-45)

Felszerelések és reagensek

Centrifuga, amely 15 ml-es csovek befogadasara alkalmas, és legaldbb 3500 x g
sebesség eldallitasara képes (lasd a 2. tablazatot).

15 ml-es kuipos polipropilén csévek (pl. BD Falcon® Kat. sz. 352196).
15,000 x g (opcionalis) sebességgel mikodd mikrocentrifuga

1,5 ml-es mikrocsovek (pl. Axygen® Kat. sz. MCT-150-C)

Levegds vagy vizes inkubator 50°C-on

Etanol (95-100%) szobahémérsékleten

Etanol (70%) szobahdmérsékleten

DNS-tarol6 puffer: (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0) vagy
hasonl6 oldat
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Opcionalis: Tisztitas el6tti ellendrzés (csak az Oragene mintakra
alkalmazhatd; az ORAcollect mintak esetében nem sziikséges)

Meérje le a mintat a donor éltal adott nyal mennyiségének becsléséhez (lasd az
1. tablazatot). A begytijtott nydl mennyisége egyenesen ardnyos a kinyert DNS
mennyiségével. Példaul, ha a donor kevesebb mint 2 ml nyalat adott, akkor
alacsonyabb teljes hozamra kell szdmitani ebbél a mintdbol.

A készlet tomege (minta nélkiil)

Miutan a minta megérkezik a laboratoriumba, javasoljuk, hogy mérje le a
mintat, hogy megbecsiilje, megfelel6 mennyiségii nyalat adott-e a donor. A
donorok kozott némi eltérésre lehet szamitani. Az iires készlet atlagos tomegét
a tdblazat tartalmazza (1. tabldzat). A begyijtott minta mennyiségének
becsléséhez (1 g/ml-t feltételezve) végezze el a kovetkez6 szamitast:

A mintdt tartalmazo készlet tomege- A minta nélkiili készlet tomege

A gyitijtott minta mennyisége

1. tablazat

Eljaras

Tisztitasi lépések
Az Oragene/ORAcollect mintat
fel-le forditassal vagy néhany
masodpercig tarté enyhe
razassal keverje dssze.

Megjegyzések

« Ez biztositja, hogy a viszkdzus mintdk
megfeleléen elkeveredjenek.

Inkubalja a mintat 50°C-on
legaldbb 1 6ran keresztil vizes
inkubatorban vagy legaldbb

2 6ran keresztil levegés
inkubatorban.

Ez a h6kezelési 1épés elengedhetetlen
annak biztositdsahoz, hogy a DNS
megfeleléen felszabaduljon és a
nukledzok tartésan inaktivalddjanak.
A minta 50°C-on inkubalhaté egy
éjszakan at, amennyiben ez
kényelmesebb.

Ez az inkubacios 1épés a minta
gyUjtése utan és a tisztitas elétt
barmikor elvégezhetd.

Levegds inkubétorban hosszabb idére
van sziikség, mivel a h6mérséklet
kiegyenlitédése lassabb, mint a vizes
inkubatorban.

Megjegyzés: A levegds inkubator
hasznalata elénydsebb lehet, mivel

az Oragene/ORAcollect csovek
vizfirdében lebeghetnek. Ha vizfiird6t
kell hasznalni, gondoskodjon arrdl,
hogy a csé mintat tartalmazo része
vizbe merdljon.

Termék # A minta nélkiili készlet tomege

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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. Ateljes mintét vigye at egy

15 ml-es centrifugacsébe
(1. abra). Jegyezze fel a minta
térfogatat.

1. dbra: A 4. lépés elétt gy6zédjon
meg arrdl, hogy a teljes mintdt
inkubdilta, és a képen Idthaté médon
egy uj, 15 ml-es centrifugacsébe
helyezte dt.

« Az 4tvitel torténhet kiontéssel vagy
liveg- vagy mianyag pipettaval
torténé pipettazassal.
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Tisztitasi lépések
4. Adjon hozza 1/25 térfogatnyi
preplT-L2P-, és keverje 0ssze
néhany méasodpercig tartd
vortexeléssel (2. dbra).

2. dbra: A PT-L2P hozzdaddsa és

10 perces jégen térténé inkubdlds
utdn a minta mdr nem tiszta, hanem
zavaros oldat lesz.

Megjegyzések
« Példaul egy 4 ml-es mintahoz
adjon 160 pL preplT-L2P-t.
+ A minta zavarossa valik, mivel a
szennyez6édések és gatldszerek
kicsapodnak.

5. Inkubalja 10 percig jégen.

+ A szobahémérsékleten torténd
inkubalas helyettesithetd, de
kevésbé hatékony a szennyezédések
eltavolitasaban.

Tisztitasi lépések
A tiszta felliliszéhoz adjon
hozza 1,2x térfogatnyi
szobahdémérsékletli 95%-os
vagy 100%-os etanolt.
Ovatosan keverje 6ssze
10-szeres inverzidval.

{

4. dbra: Az etanol hozzdaddsa utdn
a DNS kicsapédik, amely lathato
szdlcsomét eredményezhet.

Megjegyzések

« Az etanolos keverés soran a DNS
kicsapodik.

« A kicsapdédott DNS a mintdban
1évé DNS mennyiségétdl fliggben
DNS-szalak csomojaként (4. abra)
vagy finom tledékként (4. dbra)
jelenhet meg.

Hagyja a mintat 10 percig
szobahdémérsékleten allni, hogy
a DNS teljesen kicsapddjon.

+ A-20 °C-on torténd inkubdlds nem
ajanlott, mert a szennyezédések a
DNS-sel egydtt kicsapddhatnak.

6. Centrifugalja
szobahémérsékleten 10 percig
alehet6 legnagyobb
fordulatszamon. Minimum
3,500 X g.

Azavaros
szennyezodések
pelletje

3. dbra: A centrifugdlds utdn a cs6
aljdn zavaros anyag halmozédik fel.
Afeliiliszonak Idthatéan tisztdnak
kell lennie.

A nagyobb centrifugalasi eré
minimalizélja a tisztitott DNS-be
ker(ilé zavaros anyag mennyiségét
(3. 4bra). A folytatas el6tt ellenérizze
a csovek gyartdjanal, hogy a 15 ml-es
centrifugacsovek birjak-e a
centrifugalis erét.

A hosszabb ideig tarté centrifugalas
(akar 20 percig) el6nyds lehet a
végleges DNS-oldat zavarossaganak
(magas As;g) csokkentésében.

o

. Centrifugalja

szobahémérsékleten 10 percig
a lehetd legnagyobb
fordulatszamon. Minimum
3,500 x g.

7. Atiszta felliliszot egy
pipettaval 6vatosan vigye
ategy friss 15 ml-es
centrifugacsébe. Dobja ki
a pelletet.

Hagyjon hatra egy kis mennyiséget a
feltluszébdl, hogy ne bolygassa meg
a pelletet.

A pellet zavaros szennyezédéseket
tartalmaz. Ha véletlentil
megbolygatjak, a csévet Gjra kell
centrifugalni.

. Ovatosan tévolitsa el a

felliliszét egy liveg- vagy
muanyag pipettaval, és dobja
ki. Ugyeljen arra, hogy a
DNS-pelletet ne bolygassa meg.

ADNS elkenddhet
acs6 oldala
mentén.

Ovatosan
tévolitsa el a
feliiliszot a
DNS-kenettel
ellentétes oldal

ADNS a cs6 aljn pellet
formdjéban is felhalmozddhat.

5. dbra: Ha a pipetta hegyével
ovatosan végigkarcolja a csé belsejét,
felfedezheti a DNS-kenet jelenlétét.

« A felliluszé tartalmazhat
szennyez8déseket, ezért azt a lehetd
legteljesebben kell eltavolitani.

« A kicsapodott DNS pelletként
taldlhato a csé aljan, és esetleg
kenetként a cs6 oldalén (5. bra).

« A DNS-kenet a csének a centrifuga
kdzéppontjatol tavolabb esé oldalan
talalhato.

« Akenet a,karcolasos” teszt
segitségével lokalizalhatd. A
DNS-kenet jelenlétét ugy ellendrizheti,
hogy a csé belsejét egy pipettahegy
segitségével megkarcolja. Az 5. 4brén
lathatd kenet lathato lehet.

14 Kivdlé mintdk - Bizonyitott teljesitmény
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Tisztitasi lépések

12. Etanolos mosas: Ovatosan adjon
1 ml 70%-os etanolt a csébe
anélkil, hogy megbolygatna
a kenetet vagy a pelletet.
Hagyja szobahémérsékleten
allni 1 percig. Ovatosan keverje
Ossze és tavolitsa el teljesen az
etanolt anélkiil, hogy a pelletet
és a kenetet megbolygatna.

Megjegyzések
« Fontos, hogy az 6sszes etanolt
eltavolitsa a mintabol. Az etanol
athaladasa befolyasolhatja a
vizsgalat teljesitményét.
- Ugyeljen arra, hogy a DNS-pelletet
vagy a kenetet ne bolygassa meg.
« Rovid centrifugélas (kevesebb mint
1 perc) végezhetd a feliiliszo teljes
eltavolitasanak megkonnyitése
érdekében.
Ha a pellet az etanolos mosasi lépés
utan levalik, centrifugalja a mintat
5 percig a lehetd legnagyobb
fordulatszamon. Minimum 3,500 x g.

Tisztitasi lépések
15. Térolas céljabol a rehidratalt
DNS-t vigye dtegy 1,5 ml-es
mikrocentrifugacsébe.

Megjegyzések

13. Az Oragene mintdk esetében
rehidratalja a DNS-t 0,2 ml-1 ml
TE-oldat hozzaadésaval, és
30 masodpercig vortexelje
a mintat.

Az ORAcollect mintak esetében
rehidratalja a DNS-t 0,2 ml
TE-oldat hozzaadasaval, és

30 masodpercig vortexelje

a mintat.

6. dbra: A minta 30 mdsodpercig tarté
vortexelése lehet6vé teszi a csé

oldaldra kenédétt DNS visszanyerését.
A DNS nagy molekulatémeg(i marad.

+ Ha nagyobb DNS-koncentréaciéra van
sziikség, a TE térfogata csokkenthetd.
Legaldbb 200 pl TE-oldatot kell
hasznalni.

« A pellet tulzott szaritasa (>10 perc)

és 500 pl-nél kevesebb TE-oldat

hasznalata megnehezitheti a DNS
rehidratalasat (feloldasat), és
csokkentheti a hozamot vagy
megnehezitheti a mennyiségi
meghatérozast.

A kicsapddott DNS pelletként

taldlhato a csé aljan, és esetleg

kenetként a csé oldalan.

A maximalis DNS-kinyerés biztositasa

érdekében a mintat a DNS-olddszer

(TE-oldat) hozzaadasa utan vortexelni

kell. A vortexelés biztositja, hogy a csé

oldalara ken6dott DNS-t visszanyerje

(6. abra).

A vortexelés nem nyirja el a DNS-t.

Opciondlis 1épés:

a) Centrifugalja a rehidratalt
DNS-t szobahémérsékleten
15 percig 15,000 X g
sebességgel.

b) Vigye ét a fellluszot a
pellet megbolygatasa
nélkil egy dj, 1,5 ml-es
mikrocentrifugacsébe.

Vegye figyelembe, hogy a pellet
oldhatatlan, zavaros anyagot tartalmaz.

+ A DNS visszanyerésének
maximalizélasa érdekében
gondoskodjon arrél, hogy a DNS
teljesen rehidratalt legyen (14. |épés)
a centrifugalasi lépés elvégzése el6tt.

« Ez a centrifugalasi 1épés biztositja,
hogy a fennmaradé zavaros anyagot
eltavolitsa a DNS-mintabdl.

- Ugyelni kell arra, hogy a pellet ne
sériiljon meg, amikor a tiszta
feltluszot egy Uj csGbe helyezi at.

16. A teljesen rehidratalt DNS
tarolasara vonatkozd
lehet6ségek:

a) TE-ben -20°C-on hosszu
tavu tarolds céljabol.
Amennyiben sziikséges,
ossza fel alikvot részekre.

b) TE-ben 4°C-on legfeljebb
2 hénapig.

+ Atisztitott DNS TE-ben torténé
fagyasztasa a DNS kicsapodasat
okozhatja. A fagyasztott tisztitott
DNS felolvasztasakor gondosan
tgyeljen a rehidratéldsra, amint azt
a 14. 1épésben targyaljuk.

14. A DNS teljes rehidratalasanak
biztositasa érdekében inkubalja
szobahémérsékleten egy
éjszakan at, majd vortexelje
vagy 50 °C-on 1 6ran &t,
idénkénti vortexeléssel.

+ A DNS nem teljes rehidratélasa a
DNS-koncentracio becslésének
pontatlansagat és a késébbi
alkalmazasok, példaul a PCR esetleges
meghibédsodasat okozza.

16 Kivdlé mintdk « Bizonyitott teljesitmény
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A DNS mennyiségi meghatarozasa

Fluoreszcens médszerrel

A fluoreszcens festékeket hasznald vizsgalatok specifikusabbak, mint

a 260 nm-es abszorbancia a kettds szala DNS (dsDNS) mennyiségének
szamszerisitésére egy DNS mintdban. Javasoljuk a kereskedelemben kaphato
készletek, példaul a Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNA Assay Kit (Thermo Fisher
Scientific) vagy a QuantiFluor® dsDNA System (Promega) hasznalatat.
Eléfordulhat, hogy a DNS-t a mennyiségi meghatdrozasi vizsgalatban

val6 felhasznalas el6tt akar 1:50 ardnyban is higitani kell TE-vel.

Abszorpciés médszerrel

Ha gy dont, hogy a DNS-t abszorbancidval szamszertisiti, javasoljuk, hogy a
tisztitott mintat el3szor kezelje RNdzzal a szennyez6 RNS emésztése érdekében,
majd a DNS etanolos kicsapodaséval tavolitsa el az RNS-fragmentumokat.

A részletes protokollt az RNS eltdvolitdsa kettds RNdGz emésztéssel cimii
fejezetben taldlja.! Kérjiik, vegye figyelembe, hogy a sz4jiiregi mintakbol
szarmaz6 DNS jellemzGen jelentdsen tobb RNS-t tartalmaz, mint a vérmintak.
Az abszorbancia leolvasasa el6tt gy6z6djon meg arrél, hogy az alkoholban
kicsapddott DNS teljesen feloldédott.

Atvaltasi tényezé: Az 1,0 abszorbancia 260 nm-en 50 ng/pl (50 pg/ml)
koncentracionak felel meg tiszta, kettés szala DNS esetében.

Gy6z6djon meg arrdl, hogy az abszorbancia értékek a spektrofotométer linedris
tartomanydn beliil vannak. Higitsa fel és mérje Gjra a linearis tartomdnyon
kiviil es6 mintékat. Tovabbi informaciokért tekintse meg a késziilék

Referenciak
1 RNS eltavolitasa kettds RNaz emésztéssel. PD-PR-040. DNA Genotek.
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Médszer

1.

Higitson fel egy 10 pl-es alikvot részt a tisztitott RNdzzal kezelt DNS-bdl
90 pl TE-vel (1/10 higitds). Ovatos fel-le pipettazassal keverje dssze.
Viérja meg, amig a buborékok elttinnek.

2. Hasznaljon TE-t a referencia (iires) celldban.
3. Meérje az abszorbanciat 320 nm-en, 280 nm-en és 260 nm-en.
4. Szamitsa ki a korrigalt A,gg és Aygp értékeket gy, hogy az A,gg és Aygo
értékekbdl kivonja a 320 nm-en mért abszorbanciat (Asy).
5. DNS-koncentracié ng/ul-ben = korrigélt A, x 10 (higitasi tényezd) x 50
(atvaltasi tényezd).
6. Aje0/Azgo arany: Ossza el a korrigalt Ayg értéket a korrigalt Ajgg értékkel.
Példa
1. Tegyiik fel, hogy a mért Azyg = 0,025, Aygp = 0,175 és Aygp = 0,295
2. A higitatlan minta DNS-koncentrécitja a kovetkezd lesz:
(Az60 - Azz0) x 10 [higitasi tényez8] x 50 [atvaltasi tényezd]
= (0,295 - 0,025) x 10 x 50
=0,270 x 10 x 50
=135 ng/uL vagy 135 pg/mL.
3. A Kkorrigalt Aygo/Azgg arany a kovetkezd lesz:

(Az60 - A320) + (A280 - Az20)

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

=1,80
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Az Oragene-DNA és az ORAcollect-DNA nem kaphato az Egyestilt Allamokban.

Az Oragene-DISCOVER kizarélag kutatasi célra szolgal, nem hasznalhat6 diagnosztikai eljdrasokban.
El6fordulhat, hogy egyes DNA Genotek termékek nem minden foldrajzi régidban élinak rendelkezésre.
Az Oragene, a preplT, az ORAcollect és a DNA Genotek a DNA Genotek Inc. védjegyei.

Minden mas itt szereplé mérka és név a megfelel6 tulajdonosok tulajdonat képezi.

Az 6sszes DNA Genotek protokoll, fehér kényv és alkalmazasi megjegyzés elérheté weboldalunk

tamogatasi részében a www.dnagenotek.com weboldalon.
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