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Numatytasis naudojio tikslas / paskirtis
Skirtas gryninti ,Oragene™ ir ,ORAcollect™ seiliy surinkimo rinkiniy
genomine DNR.

Naudojimo stabilumas
PT-L2P-5 (5 ml) ir PT-L2P-45 (45 ml) yra stabilas 30 ménesiy kambario
temperatiroje.

Ypatybés

o Optimizuota cheminé analizé, skirta maksimaliai i$gauti DNR i§ burnos
éminiy, surinkty naudojant ,,Oragene® ir ,ORAcollect” produkty linijas.

o Jrodyta, kad naudojant didelés molekulinés masés DNR gaunami
nuoseklis rezultatai.

o Kei¢iamo dydZio gryninimo metodas didelio arba maZo tario éminiams.

o Patogi darbo eiga su visa technine pagalba nuo paémimo iki i§skyrimo.

. Ekonomiskas budas, kuriam reikia minimalios jrangos.

Medziagos
. PT-L2P-5 (5 ml) ir (arba) PT-L2P-45 (45 ml)
o prepIT«L2P produkto vadovas

Ispéjimai ir atsargumo priemonés

o Skirta naudoti tik laboratorijoje.

o Nenurykite skysto reagento.

«  Nenaudokite, jei pakuoté pazeista arba piltuvélio dangcio / dangtelio
sandariklis sulaiZes arba nesandarus.

o Nenaudokite prepIT «L2P pasibaigus ,,I'inka iki“ datai, nurodytai ant
reagento buteliuko.

o Jeireagento pateko i akis ar ant odos, nuplaukite vandeniu. Nenurykite.

e Apie bet kokj rimtg incidentg praneskite ,DNA Genotek* ir savo $alies
kompetentingai institucijai.

o Kaip saugiai $alinti nepanaudotg reagenty, zr. Medziagy saugos duomeny
lape (MSDL).

e MSDL galima rasti adresu www.dnagenotek.com.
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Produkto naudojimo apribojimai
Naudokite prepIT«L2P tik taip, kaip nurodyta $iame produkto vadove.

preplT-L2P transportavimas
prepITe L2P galima transportuoti aplinkos temperataroje kaip laboratorijos
reagentg. Specialaus tvarkymo nereikia.

preptiT. L2P laikymas (tinkamumo laikas)
Laikyti kambario temperatiroje. Tinkamai uzdaryty ir kambario temperatiroje
laikomy PT-L2P-5 (5 ml) ir PT-L2P-45 (45 ml) tinkamumo laikas yra 30 ménesiy.

Salinimas

Nepanaudotus, paZeistus ar nesandarius rinkinius $alinkite laikydamiesi
atitinkamy vietos, valstijos ir federaliniy taisykliy. Salinkite kaip laboratorijos
atliekas.

PrieZiura / remontas
Netaikoma. prepITeL2P yra reagentas — jam nereikia jokios prieZiaros ar
remonto.

Veikimo savybiy santrauka

prepIT+L2P iSgryninta genominé DNR i§ ,,Oragene® ir ,ORAcollect* seiliy
surinkimo rinkiniy uZztikrina aukstos kokybés ir kiekybing DNR, kurios
pakanka tolesniam naudojimui, pvz., PGR, mikromasyvy ir naujos kartos
sekos nustatymui.

Produkto pristatymai
prepITe L2P galima jsigyti keliy tariy, priklausomai nuo reikalingy preparaty
skai¢iaus. PavyzdZiui:

Produkto nuoroda / Méginio preparato Preparaty skaicius
katalogo numeris taris
PT-L2P-5 0,5ml 200
PT-L2P-45 0,5ml 2000

www.dnagenotek.com « support@dnagenotek.com 5



ML

Garantijos »preplT "« L2P laboratorijos protokolas

Issamios visy ,DNR Genotek® produkty naudojimo salygos pateikiamos rankiniam DNR gryninimui i$ 500 pl éminio
adresu http://www.dnagenotek.com/ROW/terms/index.html.

Toliau pateiktame nuosekliame protokole aprasoma, kaip i§valyti DNR i§

Trik¢iy Salinimas 500 ul éminio alikvotinés dalies.
Kreipkités j ,DNA Genotek® techninés pagalbos skyriy adresu
support@dnagenotek.com arba skambinkite+1 (613) 723-5757, spauskite 6. Pridedami reagentai

prepIT+L2P (kat. Nr. PT-L2P-5 arba PT-L2P-45)

Iranga ir reagentai

Mikrocentrifuga, galinti veikti 15 000 x g

1,5 ml mikromégintuvéliai (pvz., , Axygen®, kat. Nr. MCT-150-C)

Oro arba vandens inkubatorius 50 °C temperatiiroje

Etanolis (95 % - 100 %) kambario temperatiiroje

Etanolis (70 %) kambario temperataroje

DNR laikymo buferis: TE (10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA, pH 8,0) arba
panasus tirpalas

Procediira
Gryninimo veiksmai Pastabos
1. Sumaisykite ,Oragene” / + Taip klampus méginiai bus tinkamai
,ORAcollect” méginj sumaisyti.

apversdami arba Svelniai
purtydami kelias sekundes.
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Gryninimo veiksmai

Méginj inkubuokite 50 °C
temperataroje vandens
inkubatoriuje maziausiai
1 valanda arba oro
inkubatoriuje maziausiai
2 valandas.

Pastabos

- Sis terminio apdorojimo etapas yra
batinas norint uztikrinti, kad DNR
baty tinkamai atpalaiduota, o
nukleazés visam laikui inaktyvuotos.

« Sjinkubavimo etapa galima atlikti bet
kuriuo metu po méginio paémimo ir
pries jj isgryninant.

« Pries alikvotavima visa méginj reikia
inkubuoti originaliame paémimo
meégintuvelyje, kad baty uztikrintas
méginio homogeniskumas.

- Jei patogiau, méginj galima inkubuoti
50 °C temperatdroje per naktj.

« Oro inkubatoriuje reikalingas ilgesnis
laikas, nes temperatirros pusiausvyra
yra létesné nei vandens
inkubatoriuje.

Pastaba: rekomenduojama naudoti
oro inkubatoriy, nes,,Oragene” /
,ORAcollect” mégintuvéliai gali
pladuriuoti vandens voneléje. Jei reikia
naudoti vandens vonele, mégintuvélio
dalis, kurioje yra méginys, turi likti
panardinta j vanden;.

Gryninimo veiksmai

Centrifuguokite kambario
temperatiroje 5 minutes
15000 x g.

Pastabos

« llgesnis centrifugavimo laikotarpis
(iki 15 minuciy) gali bati naudingas
mazinant galutinio DNR tirpalo
drumstuma (didelis A35q).

Atsargiai pipetés antgaliu
perkelkite skaidry
supernatanta j nauja

mikrocentrifugos mégintuvélj.

Atskirkite granules, kuriose
yra priemaisy.

Granuléje yra drumsty priemaisy.
Jei netycia tirpalas buvo sudrumstas,
mégintuvélj reikia centrifuguoti i$
naujo.

|pilkite 600 pl kambario
temperataros etanolio (95 %
- 100 %). Svelniai ismaisykite
apversdami 10 karty.

Maisant su etanoliu, DNR nuséda.

Tai gali atrodyti kaip DNR skaiduly
kresulys arba smulkios nuosédos,
priklausomai nuo DNR kiekio
méginyje.

Net jei kresulio nematyti, DNR bus
iSgauta kruopsc¢iai atliekant tolesnius
veiksmus.

Palikite méginj 10 minuciy
kambario temperataroje, kad
DNR visiskai nusésty.

Nerekomenduojama inkubuoti -20 °C
temperataroje, nes priemaisos gali
nusésti kartu su DNR.

Perkelkite 500 pl sumaisyto
méginioj 1,5 ml

mikrocentrifugos mégintuvélj.

« Likusig méginio dalj galima laikyti
kambario temperataroje (nuo 15 °C
iki 25 °C) arba uzsaldyti.

Méginj galima laikyti uzsaldytg
,Oragene”/,ORAcollect”
mégintuvélyje -20 °C temperataroje
arba perkelti j kriobuteliukga ilgalaikiam
laikymui -80 °C temperataroje.

o

. |dékite mégintuvelj j

mikrocentrifugg Zinoma
kryptimi. Centrifuguokite
kambario temperataroje
2 minutes 15000 x g.

Pavyzdziui, mégintuvélj jdékite
mikrocentrifugg taip, kad dangtelio
lanksto dalis baty nukreipta nuo
rotoriaus centro. Po centrifugavimo
galima nustatyti granulés padétj (net
jei ji per maza, kad baty matoma);

ji bus mégintuvélio gale po lankstu.

|pilkite 20 pl (1/25 tario)
preplT- L2P j mikrocentrifugos
meégintuvelj ir maisykite
centrifuguodami keletg
sekundziy.

Méginys taps drumstas, nes
nusodinamos priemaisos ir
inhibitoriai.

Inkubuokite ant ledo
10 minuciy.

Galima naudoti inkubacijg kambario
temperataroje, bet ji bus Siek tiek
maziau veiksminga Salinant
priemaisas.

. Atsargiai pasalinkite

supernatantg pipetés antgaliu

ir jj iSmeskite. Stenkités
nejudinti DNR granulés.

Sioje granuléje yra DNR. Praradus
granule, bus prarasta ir DNR.

Pasuke mégintuvélj taip, kad granulés
baty ant virSutinés sienelés, galésite
saugiai perkelti pipetés antgalj isilgai
apatinés sienlés ir pasalinti visg
supernatanta.

« Supernatante gali bati priemaisy,
todél jj reikéty visa pasalinti.

8 Aukstesnés kokybés méginiai « Patvirtintas veiksmingumas
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Gryninimo veiksmai

12. Etanolio plovimas:
atsargiai jpilkite 250 pl 70 %
etanolio. Palikite kambario
temperatdroje 1T minute.
Visiskai pasalinkite etanolj,
neliesdami granuliy.

Pastabos

« Svarbu i$ méginio pasalinti visa
etanolj. Etanolio pernasa gali turéti
jtakos tyrimo rezultatams.
Pasalinus 70 % etanolj, mégintuvelj
galima maisyti naudojant impulsinj
maisyma, kad baty galima pasalinti
etanolio likucius.

Bukite atsargus, kad netrikdytuméte
DNR granulés; ji gali bati maza arba
nematoma.

Jei granulés atsiskirty,
centrifuguokite méginj 5 minutes
15000 x g.

Dél per didelio granulés dZiovinimo
gali bati sunkiau istirpinti DNR.

w

. |pilkite 100 pI TE tirpalo
(zr. 5 psl.), kad istirpty
DNR granulé. Maisykite ne
maziau kaip 5 sekundes.

Jei norima didesnés DNR
koncentracijos, reikéty naudoti
50 pl TE.

14. Siekiant uztikrinti visiska DNR
rehidratacija, inkubuokite
kambario temperataroje
per naktj, po to 1 valanda
maisykite arba 50 °C
temperataroje, retkarciais
maisydami.

Dideli didelés molekulinés masés
DNR kiekiai gali létai visiskai
rehidratuotis (istirpti).

Dél nebaigto DNR rehidratavimo
atsiranda netikslumy vertinant DNR
koncentracija ir gali nepavykti atlikti
tolesniy tyrimy, pvz., PGR.

15. Visiskai rehidratuotos DNR
laikymo galimybés:

a) TEesant-20°C
temperatarai ilgalaikiam
saugojimui. Galima
padalyti j lygias dalis.

TE 4 °C temperaturoje
nuo iki 2 ménesiy.

b
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preplT-L2P laboratorijos protokolas

DNR i$ viso méginio valymui rankiniu bidu

Pastaba: norint gauti optimalius rezultatus, $iam protokolui reikia naudoti
centrifugg (fiksuoto kampo arba su besisukan¢iu rotoriumi), galin¢ig generuoti
ne maziau kaip 3500 x g.

Toliau pateiktame nuosekliame protokole nurodyta, kaip igvalyti DNR i viso
meéginio (1-4 ml bendro méginio tario). Rodomi tariai turi bati pakoreguoti
pagal faktinj paimtg tirj.

Pridedami reagentai
prepIT+L2P (kat. Nr. PT-L2P-5 arba PT-L2P-45)

Iranga ir reagentai

Centrifuga, kurioje telpa 15 ml mégintuvéliai ir kuri gali generuoti ne
maziau kaip 3500 x g (zr. 2 lentele)

15 ml kaginiai polipropileno mégintuvéliai (pvz., ,BD Falcon®, kat. Nr.
352196)

Mikrocentrifuga, galinti veikti 15 000 x g (pasirinktinai)

1,5 ml mikromégintuvéliai (pvz., , Axygen®, kat. Nr. MCT-150-C)

Oro arba vandens inkubatorius 50 °C temperatiiroje

Etanolis (95 % - 100 %) kambario temperatiiroje

Etanolis (70 %) kambario temperataroje

DNR laikymo buferis: TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0) arba
panasus tirpalas

www.dnagenotek.com « support@dnagenotek.com 11



Pasirinktinai: iSankstinio gryninimo patikra (taikoma tik,Oragene”
éminiams; nereikalaujama, ORAcollect” éminiams)

Pasverkite éminj, kad jvertintuméte donoro seiliy kiekj (zr. 1 lentele). Surinkty
seiliy kiekis yra tiesiogiai proporcingas iSgautam DNR kiekiui. Pavyzdziui, jei
donoras davé maziau nei 2 ml seiliy, bus gauta maZesné bendra $io éminio
1seiga.

Rinkinio svoris (be éminio)

Kai éminys atvyksta j laboratorija, sialome jj pasverti ir jvertinti, ar donoras
pateiké reikiamg seiliy kiekj. Skirtingy donory éminiy kiekis gali skirtis.
Pateiktas vidutinis tu$¢io rinkinio svoris (1 lentel¢). Norédami jvertinti éminio
kiekj (darant prielaida, kad 1 g/ml), atlikite $iuos skai¢iavimus:

Rinkinio, kuriame yra éminys, svoris — tai rinkinio svoris be éminio

Eminio kiekis

Procediira

Gryninimo veiksmai
Sumaisykite,Oragene” /
,ORAcollect” méginj
apversdami arba Svelniai
purtydami kelias sekundes.

Pastabos
« Taip klampus méginiai bus tinkamai
sumaisyti.

Méginj inkubuokite 50 °C
temperataroje vandens
inkubatoriuje maziausiai
1 valanda arba oro
inkubatoriuje maziausiai
2 valandas.

- Sis terminio apdorojimo etapas yra
batinas norint maksimaliai padidinti
DNR iseiga ir uztikrinti, kad nukleazés
baty visam laikui inaktyvuotos.

« Jei patogiau, méginj per naktj galima
inkubuoti 50 °C temperatdroje.

- Sjinkubavimo etapa galima atlikti
bet kuriuo metu po méginio
paémimo ir pried iSgryninant DNR.

« Oro inkubatoriuje reikalingas ilgesnis
laikas, nes temperatiros pusiausvyra
yra létesné nei vandens
inkubatoriuje.

Pastaba: rekomenduojama naudoti
oro inkubatoriy, nes,Oragene” /
+ORAcollect” mégintuvéliai gali
pladuriuoti vandens voneléje. Jei reikia
naudoti vandens vonele, mégintuvélio
dalis, kurioje yra méginys, turi likti
panardinta j vanden;.

1 lentelé
Produkto Nr. Rinkinio svoris be éminio

0G-500/0GD-500 / OGR-500 6,819
0G-510/0GD-510 5839
0G-575/OGD-575 / OGR-575 5,669
ON-500 6,479

ON-600 6,869

0G-600 / OGD-600 / OGR-600 7,269
0G-610/0GD-610 6,289
0G-675/ OGD-675 / OGR-675 6,009
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Perkelkite visg méginjj 15 ml
centrifugos mégintuvélj (1 pav.).
Uzsiradykite méginio tarj.

1 pav. Pries pereidami prie 4 veiksmo,
patikrinkite, ar visas méginys buvo
inkubuotas ir perkeltas j naujq 15 ml
centrifugos meégintuvélj, kaip
parodyta.

« Perkélimas gali bati atliekamas pilant
arba lasinant stikline ar plastikine
pipete.
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Gryninimo veiksmai
4. |pilkite 1/25 tario preplT-L2P
ir maisykite centrifuguodami
keletg sekundziy (2 pav.).

2 pav. Pridéjus PT-L2P ir inkubuojant
ant ledo 10 minuciy, méginys bus ne
skaidrus, o bus drumstas tirpalas.

Pastabos
« Pvz,, j 4 ml méginj jpilkite 160 pl
preplIT-L2P.
« Méginys taps drumstas, nes
nusodinamos priemaisos ir
inhibitoriai.

5. Inkubuokite ant ledo
10 minuciy.

« Galima naudoti inkubacija kambario
temperataroje, taciau ji bus maziau
veiksminga 3alinant priemaisas.

Gryninimo veiksmai

8. | skaidry supernatanta jpilkite
1,2 tario kambario
temperataros 95-100 %
etanolio. Svelniai sumaisykite
apversdami 10 karty.

4 pav. Pridéjus etanolio, DNR nuséda,
o tai gali sukelti matomq skaiduly
kresulj.

Pastabos

+ Maisant su etanoliu, DNR nuséda.

« Priklausomai nuo DNR kiekio
meéginyje, nusédusi DNR gali atrodyti
kaip DNR skaiduly kresulys (4 pav.)
arba smulkios nuosédos.

6. Centrifuguokite kambario
temperataroje 10 minuciy kuo
didesniu greiciu. Maziausiai
3500 x g.

Supernatantas

granules

3 pav. Po centrifugavimo
meégintuvélio apacioje susikaups
drumsta medziaga. Virsutinis
sluoksnis turi bati skaidrus.

Didesné iScentriné jéga sumazina
drumstos medziagos kieki, kuris bus

perneSamas j isgryninta DNR (3 pav.).

Prie$ tesdami, pasikonsultuokite su
mégintuveéliy gamintoju, ar 15 ml
centrifugos mégintuvéliai gali
atlaikyti iScentring jéga.

llgesnis centrifugavimo laikotarpis
(iki 20 minuciy) gali bati naudingas
mazinant galutinio DNR tirpalo
drumstuma (didelis A3p0).

9. Palikite méginj 10 minuciy
kambario temperatiroje,
kad DNR visiskai nusésty.

« Nerekomenduojama inkubuoti -20 °C
temperataroje, nes priemaisos gali
nuseésti kartu su DNR.

10. Centrifuguokite kambario
temperatdroje 10 minuciy
kuo didesniu greiciu.
Maziausiai 3500 x g.

7. Atsargiai pipete perpilkite
skaidry supernatanta j naujg
15 ml centrifugos mégintuvélj.
Pasalinkite granule.

Palikite nedidelj kiekj supernatanto,
kad netrikdytuméte nuosédy.
Granuléje yra drumsty priemaisy.
Jei nety¢ia tirpalas buvo sudrumstas,
meégintuvélj reikia centrifuguoti

i$ naujo.
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11. Atsargiai iSimkite supernatanta
stikline ar plastikine pipete ir
pasalinkite. Stenkités nejudinti
DNR granulés.

DNR gali bati Atsargiai pasalinkite
iStepta isilgai supernatanta
mégintuvélio pipete iSilgai

sono. Y \priesingos DNR ¢

tepinélio pusés.

DNR taip pat gali kauptis kaip
granulés mégintuvelio apacioje.

5 pav. Pipetés antgaliu Svelniai
braizant mégintuvélio vidy galima
aptikti DNR tepinélj.

« Supernatante gali bati priemaisy,
todél jj reikéty visa pasalinti.

+ Nusodinta DNR bus granulés
pavidalo mégintuvélio apacioje ir
galbat kaip tepinélis mégintuvélio
Sone (5 pav.).

+ DNR tepinélis gali bati mégintuvélio
sone, atsuktame nuo centrifugos
centro.

« Tepinélj galima rasti naudojant
,braizymo” testa. Galite patikrinti, ar
néra DNR tepinélio, pipetés antgaliu
braizydami mégintuvélio vidy.
Tepinélis gali bati matomas, kaip
parodyta 5 pav.
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Gryninimo veiksmai

12. Etanolio plovimas:
atsargiai jpilkite 1 ml 70 %
etanolio j mégintuvélj,
nejudindami tepinélio ar
nuosédy. Palikite kambario
temperataroje 1 minute.
Svelniai pajudinkite ir
visi$kai pasalinkite etanolj,
nejudindami granuliy ir
tepinélio.

Pastabos
« Svarbu i§ méginio pasalinti visa
etanolj. Etanolio pernasa gali turéti
jtakos tyrimo rezultatams.
Bukite atsargus, kad nesujudintuméte
DNR granuliy ar tepinélio.
Kad baty lengviau visiskai pasalinti
supernatanta, galima atlikti trumpa
centrifugavimg (trumpiau nei
1 minute).
Jei granulés atsiskiria po etanolio
plovimo etapo, méginj
centrifuguokite 5 minutes kiek
jmanoma didesniu grei¢iu. Maziausiai
3500 x g.

Gryninimo veiksmai

15. Perkelkite rehidratuotg DNR

i 1,5 ml mikrocentrifugos
meégintuvelj laikymui.

Pastabos

13. ,Oragene” méginiams
rehidratuoti DNR pridedant
0,2-1 ml TE tirpalo ir
30 sekundziy maisyti.

Rinkdami,ORA méginius’,
rehidratuokite DNR jpildami
0,2 mI TE tirpalo ir maidykite
méginj 30 sekundziy.

3
6 pav. 30 sekundziy maisydami
meéginj maisykléje galésite atkurti ant
meégintuvélio Sony isteptq DNR. DNR
isliks didelés molekulinés maseés.

Jei norima didesnés DNR
koncentracijos, TE taris gali bati
sumazintas. Reikia naudoti maZiausiai
200 pl TE tirpalo.

Pernelyg didelis granulés dziovinimas
(> 10 minuciy) ir mazesnio nei 500 pl
TE tirpalo kiekio naudojimas gali
pasunkinti DNR rehidratacija
(iStirpinima) ir sumazinti iseiga arba
pasunkinti kiekybinj vertinima.
Nusodinta DNR bus randama kaip
granulé mégintuvélio dugne ir galbat
kaip tepinélis mégintuvélio sone.
Norint maksimaliai atkurti DNR, jpylus
DNR tirpiklio (TE tirpalo), méginj
sumaidyti. Maisant bus atkurta ant
mégintuvélio sony istepta DNR (6
pav.).

Maisant DNR neatsiskirs.

Papildomas etapas:

a) Centrifuguokite
rehidratuotg DNR
kambario temperatiroje
15 minuciy 15,000 X g.

b) Perkelkite supernatanta
jnauja 1,5 ml
mikrocentrifugos
mégintuvelj,
nesujudindami nuosédy

Atkreipkite démesj, kad granuléje yra
netirpios, drumstos medziagos.

+ Norédami maksimaliai padidinti DNR
atkarima, pries atlikdami §j
centrifugavimo veiksma jsitikinkite,
kad DNR yra visiskai rehidratuota
(14 veiksmas).

- Sis centrifugavimo veiksmas uztikrina,
kad likusi drumsta medziaga bus
pasalinta i DNR méginio.

« Perkeliant skaidry supernatanta
i nauja mégintuvélj, reikia bati
atsargiems, kad nesujudintuméte
granuliy.

16. Visiskai rehidratuotos DNR

laikymo galimybés:

a) TEesant-20°C
temperatarai ilgalaikiam
saugojimui. Jei norite,
padalykite j lygias dalis.
TE 4 °C temperataroje iki
2 ménesiy.

b

« 13grynintos DNR uzsaldymas TE gali
sukelti DNR nuosédy susidaryma.
Atsildydami uzsaldytg iSgryninta
DNR, atidziai stebékite rehidratacija,
kaip aptarta 14 veiksme.

14. Kad DNR buty visiskai
rehidratuota, inkubuokite
kambario temperataroje per
naktj, o po to sumaisykite arba
inkubuokite 1 valanda 50 °C
temperataroje, retkarciais
maisydami.

Dél nebaigto DNR rehidratavimo
atsiranda netikslumy vertinant DNR
koncentracijg ir gali nepavykti atlikti
tolesniy tyrimy, pvz., PGR.
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DNR kiekybinis nustatymas

Fluorescencijos metodu

Tyrimai, kuriuose naudojami fluorescenciniai dazikliai, yra specifiskesni nei
absorbcija esant 260 nm bangos ilgiui, nustatant dvigrandés DNR (dsDNR)
kiekj DNR méginyje. Sitilome naudoti rinkoje parduodamus rinkinius, pvz.,
»Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNA tyrimo rinkinj (,Thermo Fisher Scientific*)
arba ,,QuantiFluor® dsDNA sistemg (,,Promega“). Prie§ atliekant kiekybinj
tyrima, DNR gali tekti praskiesti TE tirpalu santykiu 1:50.

Absorbcijos metodu

Jei nuspresite kiekybiskai jvertinti DNR pagal absorbcija, rekomenduojame
i$grynintg méginj pirmiausia apdoroti RNaze, kad suvirskintuméte uztersta
RNR, o tada pasalinti RNR fragmentus nusodinant DNR etanoliu. I$samus
protokolas aprasytas PD-PR-040, RNR pasalinimas dvigubos RNase virskinimo
bitdu.! Atkreipkite démesj, kad DNR i§ burnos méginio paprastai turi
pastebimai daugiau RNR nei kraujo méginiuose. Prie$ nuskaitydami absorbcija
patikrinkite, ar alkoholio nusodinta DNR yra visiskai istirpusi.

Konversijos koeficientas: 1,0 optinis tankis esant 260 nm atitinka 50 ng/ul
(50 pug/ml) grynos, dviejy grandiniy DNR koncentracija.

Patikrinkite, ar optinio tankio vertés patenka i spektrofotometro linijinj diapazong.
Atskieskite ir pakartotinai i$matuokite méginius, kurie nepatenka j linijinj
diapazong. Daugiau informacijos rasite prietaiso dokumentacijoje.

Nuorodos
! RNR pasalinimas dvigubos RNase virskinimo badu. PD-PR-040.
»DNA Genotek®
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Metodas

1. 10 pl idgrynintos RNaze apdorotos DNR alikvotinés dalies praskieskite
90 ul TE (1/10 praskiedimo). Sumaisykite $velniai pipete jlasindami j vir$y
ir j apacia. Palaukite, kol burbuliukai i$nyks.

2. Etaloniniame (tusc¢iame) langelyje naudokite TE.
3. ISmatuokite absorbcijg esant 320 nm, 280 nm ir 260 nm.

4. Apskaiciuokite pataisytas A,g ir Aygq vertes, atimdami absorbcijg esant
320 nm (Asp0) 8 Aggg ir Ayg verciy.

5. DNR koncentracija ng/uL = koreguota A,go x 10 (skiedimo koeficientas) x
50 (konversijos koeficientas).

6. Aje0/Asgo santykis: padalinkite pataisytg Ajg i pataisytos A,g.

Pavyzdys
1. Tarkime, kad iSmatuota A3, = 0,025, Aygg = 0,175 ir Ay = 0,295

2. Neatskiesto méginio DNR koncentracija bus:
(Az60 - Azz0) x 10 [skiedimo koeficientas] x 50 [konversijos
koeficientas]
= (0,295 - 0,025) x 10 x 50
=0,270 x 10 x 50
=135 ng/ul arba 135 ug/ml

3. Koreguotas A,g0/Ajg santykis bus:
(Az60 - Az20) + (Azgo - Az20)
= (0,295 - 0,025) + (0,175 - 0,025)
=0,270 + 0,150
=180
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,Oragene-DNR" ir,ORAcollect -DNR” néra parduodami Jungtinése Amerikos Valstijose.
,Oragene-DISCOVER" skirtas tik moksliniams tyrimams, o ne diagnostinéms proceddroms.
Kai kurie ,DNR Genotek” produktai gali bati prieinami ne visuose geografiniuose regionuose.
,Oragene’,,PreplT", ORAcollect” ir, DNA Genotek” yra,DNA Genotek Inc.” prekiy Zenklai.

Visi kiti ¢ia nurodyti prekiy Zenklai ir pavadinimai yra jy atitinkamy savininky nuosavybé.
Visi,DNR Genotek” protokolai, techniniai dokumentai ir taikymo pastabos yra pateiktos masy
svetainés www.dnagenotek.com pagalbos skiltyje.

Etiketés paaiskinimas:

In vitro diagnostikos medicinos prietaisas
Katalogo numeris

CE zenklas

Gamintojas

Zr. pakuotés lapelj

|galiotasis atstovas Europoje
|galiotasis atstovas Sveicarijoje
Partijos numeris

Unikalus prietaiso identifikatorius
Stabilumas naudojant
15°C430°C  Laikymo instrukcijos

59°FA 86°F
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