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Uzu/skop mahsub
Ghall-purifikazzjoni tad-DNA genomika mill-kits tal-gbir tal-bzieq Oragene™
u ORAcollect™.

Stabbilta waqt l-uzu
PT-L2P-5 (5 mL) u PT-L2P-45 (45 mL) ghandhom 30 xahar ta' stabbilta waqt
l-uzu f'temperatura tal-kamra.

Karatteristici

o Kimika ottimizzata ghall-irkupru massimu ta' DNA minn kampjuni orali
migbura mal-linji ta' prodotti Oragene u ORAcollect.

o Ippruvat li jipprovdi rizultati konsistenti b'DNA ta' piz molekulari gholi.

e Metodu ta' purifikazzjoni skalabbli ghal volumi ta' kampjuni kbar jew zghar.

o Fluss tax-xoghol konvenjenti b'appogg tekniku shih mill-gbir sal-estrazzjoni.

e Metodu kosteffettiv li jehtieg taghmir minimu.

Materjali
. PT-L2P-5 (5 mL) u/jew PT-L2P-45 (45 mL)
e Manwal tal-prodott prepIT«L2P

Twissijiet u prekawzjonijiet

o Ghall-uzu fil-laboratorju biss.

o TIBLAX reagent likwidu.

o TUZAX jekk l-imballagg ikun bil-hsara jew is-sigill fl-ghatu/tapp
tal-lembut ikun miksur jew qed inixxi.

o TUZAX prepIT+L2P wara d-"data tal-uzu" indikata fuq il-flixkun
tar-reagent.

e Ahsel bl-ilma jekk ir-reagent jigi f'kuntatt mal-ghajnejn jew mal-gilda.
TIBLAX.

o Irrapporta kull in¢ident serju lil DNA Genotek u lill-awtorita kompetenti
f'pajjizek.

. Irreferi ghall-Iskeda tad-Data tas-Sigurta tal-Materjal (MSDS) ghar-rimi
sikur tar-reagent mhux uzat.

e L-MSDS huwa disponibbli fuqg www.dnagenotek.com.

4 Kampjuni superjuri « Prestazzjoni pprovata

Limitazzjonijiet ghall-uzu tal-prodott
Uza prepIT«L2P biss kif indikat f'dan il-manwal tal-prodott.

Trasport ta' preplIT-L2P
prepIT«L2P jista' jigi ttrasportat f'temperatura ambjentali bhala reagent
tal-laboratorju. L-ebda mmaniggjar specjali mhu mehtieg.

Hazna ta' prepIT-L2P (Zmien kemm idum tajjeb)

Ahzen f'temperatura tal-kamra. Iz-Zzmien kemm idum tajjeb ghal PT-L2P-5 (5mL)
u PT-L2P-45 (45 mL) ghandu jkun ta' 30 xahar meta jinzamm bit-tapp f'postu sew
u jinhazen f'temperatura ambjentali.

Rimi
Armi kits mhux uzati, bil-hsara jew li jnixxu skont ir-regolamenti lokali, statali
u federali xierqa. Armi bhala skart tal-laboratorju.

Manutenzjoni/tiswijiet
Mhux applikabbli. prepIT+L2P huwa reagent — l-ebda manutenzjoni jew
tiswija mehtiega.

Sommariju tal-karatteristici tal-prestazzjoni

prepIT+L2P DNA genomika purifikata minn Kits tal-gbir tal-bzieq Oragene u
ORACcollect tipprovdi DNA ta' kwalita gholja u kwantita suffi¢jenti ghall-uzu
f'applikazzjonijiet downstream, bhal PCR, microarray u sekwenzar
tal-generazzjoni li jmiss.

Prezentazzjonijiet tal-prodotti
prepIT+L2P huwa disponibbli f'diversi volumi, skont in-numru
ta' preparazzjonijiet mehtiega. Perezempju:

Referenza tal-prodott/ | Volum tal-preparazzjoni Numru ta'
Numru tal-katalogu tal-kampjun preparazzjonijiet
PT-L2P-5 0.5mL 200
PT-L2P-45 0.5mL 2,000
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Garanziji ll-protokoll tal-laboratorju prepIT™-L2P

It-termini u kundizzjonijiet shah ghall-prodotti kollha tad-DNA Genotek ghall-purifikazzjoni manwali tad-DNA minn 500 pL ta'

jinsabu fuq http://www.dnagenotek.com/ROW/terms/index.html. kampjun
Troubleshooting Il-protokoll pass pass li gej jiddeskrivi kif tippurifika d-DNA minn alikwott ta’
Ikkuntattja l-appogg tekniku tad-DNA Genotek fuq support@dnagenotek.com 500 pL ta’ kampjun.

jew cempel fuq +1 (613) 723-5757, ghazla 6.
Reagdenti inkluzi
prepIT«L2P (Nru tal-Kat. PT-L2P-5 jew PT-L2P-45)

Taghmir u reagenti

Mikrocentrifugu li kapaci jahdem b'15,000 x g

Mikrotubi ta' 1.5 mL (ez., Axygen® Nru tal-Kat. MCT-150-C)
Inkubatur tal-arja jew tal-ilma f'50°C

Etanol (95% sa 100%) f'temperatura tal-kamra

Etanol (70%) f'temperatura tal-kamra

Buffer tal-hazna tad-DNA: TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0)
jew soluzzjoni simili

Procedura
Passi tal-purifikazzjoni Noti
1. Hallatil-kampjun ta' Oragene/ |+ Dan biex jigi zgurat li I-kampjuni
ORAcollect b'inverzjoni jew billi |  viskuzi jithalltu sew.
thawwad bil-mod ghal ftit
sekondi.
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Passi tal-purifikazzjoni

Inkuba I-kampjun f'50°C
f'inkubatur tal-ilma ghal
minimu ta' siegha jew
f'inkubatur tal-arja ghal
minimu ta' saghtejn.

Noti

« Dan il-pass tat-trattament bis-shana
huwa essenzjali biex jigi zgurat li
d-DNA jigi rilaxxat b'mod adegwat
u li n-nukleazi jigu inattivati b'mod
permanenti.

« Dan il-pass ta' inkubazzjoni jista' jsir
fi kwalunkwe hin wara li jingabar
il-kampjun u gabel ma jigi ppurifikat.

+ ll-kampjun kollu ghandu jigi inkubat
fit-tubu tal-gbir originali qabel
I-alikwota biex tigi zgurata
l-omogeneita tal-kampjun.

« ll-kampjun jista' jigi inkubat f'50°C
matul il-lejl jekk ikun aktar
konvenjenti.

« Huwa mehtieg zmien itwal f'inkubatur
tal-arja minhabba li I-ekwilibrazzjoni
tat-temperatura hija aktar bil-mod
milli f'inkubatur tal-ilma.

Nota: L-uzu ta' inkubatur tal-arja jista'
jkun preferibbli peress li t-tubi ta'
Oragene/ORAcollect jistghu jzommu
fil-wic¢ f'banjumarija. Jekk irid jintuza
banjumarija, kun zgur li I-porzjon
tat-tubu li fih il-kampjun jibga'
mghaddas fl-ilma.

Passi tal-purifikazzjoni

Noti

Ittrasferixxi 500 L tal-kampjun
imhallat lejn tubu tal-
mikrocentrifugu ta' 1.5 mL.

« Il-bgija tal-kampjun jista' jinhazen
f'temperatura tal-kamra (15°C sa 25°C)
jew iffrizat.

« Jekk mixtieq, il-kampjun jista' jinhazen
iffrizat fit-tubu Oragene/ORAcollect
f'-20 °C jew il-kampjun jista' jigi
ttrasferit ghal krijokunjett ghall-hazna
fit-tul f'-80 °C.

Zid 20 pL (1/25 tal-volum) ta'
preplT-L2P mat-tubu
tal-mikrocentrifugu u hawwad
b'vortex ghal ftit sekondi.

« Il-kampjun isir imdardar hekk kif
I-impuritajiet u l-inibituri jigu
precipitati.

Inkuba fuq is-silg ghal
10 minuti.

+ L-inkubazzjoni tat-temperatura
tal-kamra tista' tigi sostitwita izda tkun
kemxejn ingas effettiva fit-tnehhija
tal-impuritajiet.

s-supernatant b'tarf ta' pipetta
u armih. Ogqghod attent li tevita
li tiddisturba |-pellet tad-DNA.

6. lccentrifuga f'temperatura « Perjodu itwal ta' centrifugazzjoni (sa
tal-kamra ghal 5 minuti fi 15-il minuta) jista' jkun ta' benefic¢cju
15,000 x g. fit-tnaqqis tat-turbidita (Asggholi)

tas-soluzzjoni finali tad-DNA.

7. Ittrasferixxi bir-reqga « Il-pellet fih impuritajiet imdardra.
s-supernatant car b'ponta Jekk accidentalment jigi disturbat,
tal-pipetta go tubu tal- it-tubu ghandu jerga' jigi centrifugat.
mikrocentrifugu gdid.

Armi I-pellet i jkun fih

l-impuritajiet.

8. Zid 600 pL ta' 95% sa 100% « Wagqt it-tahlit mal-etanol, id-DNA jigi
etanol f'temperatura tal-kamra. | precipitat. Dan jista' jidher bhala
Hallat bil-mod b'inverzjoni embolu ta' fibri tad-DNA jew bhala
10 darbiet. precipitat fin, skont l-ammont ta' DNA

fil-kampjun.

+ Anke jekk ma jidher I-ebda embolu,
id-DNA jigi rkuprat billi ssegwi
bir-reqqga I-passi li jmiss.

9. Halli I-kampjun joqghod + L-inkubazzjoni f'-20°C mhix
f'temperatura tal-kamra ghal rakkomandata minhabba li
10 minuti biex tippermetti l-impuritajiet jistghu jikkoprecipitaw
lid-DNA jipprecipita ghalkollox. | mad-DNA.

10. Poggi t-tubu fil- « Perezempju, poggi kull tubu
mikrocentrifugu f'orjentazzjoni | fil-mikrocentrifugu, bil-porzjon
maghrufa. I¢¢entrifuga tac-cappetta tal-ghatu tipponta
f'temperatura tal-kamra ghal 'l boghod mic¢-¢entru tar-rotor.

2 minuti fi 15,000 x g. Wara ¢-centrifugazzjoni, il-pozizzjoni
tal-pellet tista' tinstab (anke jekk
tkun ckejkna wisq biex tkun vizibbli);
se jkun fil-ponta tat-tubu taht
ic-Cappetta.

11. Nehhi b'attenzjoni + Dan il-pellet fih id-DNA. It-telf

tal-pellet jirrizulta f'telf tad-DNA.

Billi ddawwar it-tubu b'tali mod li
I-pellet ikun fuq il-hajt ta' fug, tkun
tista' tmexxi b'mod sikur ponta
tal-pipetta tul il-hajt t'isfel u tnehhi
s-supernatant kollu.

Is-supernatant jista' jkun fih
impuritajiet u ghandu jitnehha kemm
jista' jkun.
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Passi tal-purifikazzjoni

12. Ahsel bl-etanol:
Zid bir-reqga 250 L ta' 70%
etanol. Hallih jogghod
f'temperatura tal-kamra ghal
minuta. Nehhi kompletament
l-etanol minghajr ma tfixkel
il-pellet.

Noti

Huwa importanti li jitnehha I-etanol
kollu mill-kampjun. It-trasferiment
tal-etanol jista' jkollu impatt fuq il-
prestazzjoni tal-assagg.

Wara li tnehhi s-70% etanol, it-tubu
jista' jigi mibrum mill-polz biex
jippermetti t-tnehhija ta' etanol
residwu.

Oqgghod attent li ma tiddisturbax
il-pellet tad-DNA; jista' jkun zghir jew
invizibbli.

Jekk il-pellet jinqala), iccentrifuga
I-kampjun ghal 5 minuti f'15,000 x g.
Tnixxif ecéessiv tal-pellet jista' jaghmel
id-DNA aktar difficli biex tinhall.

13. Zid 100 pL ta' soluzzjoni TE
(ara pagna 5) biex tholl il-pellet
tad-DNA. Wettaq vortex ghal
mill-ingas 5 sekondi.

Jekk tkun mixtiega koncéentrazzjoni
oghla ta' DNA, ghandhom jintuzaw
50 pL ta' TE.

14. Biex tizgura r-riidratazzjoni
shiha tad-DNA, inkuba
f'temperatura tal-kamra matul
il-lejl segwit minn vortexing
jew f'50°C ghal siegha b'vortex
okkazjonali.

Ammonti kbar ta' DNA ta' piz
molekulari gholi jistghu jdumu biex
jergghu jigu idratati (jinhallu)
kompletament.

Ir-riidratazzjoni inkompleta tad-DNA
hija kawza ta' inezattezza fl-istima
tal-koncentrazzjoni tad-DNA u
falliment potenzjali ta'
applikazzjonijiet downstream bhal
PCR.

15. Ghazliet ghall-hazna tad-DNA
kompletament reidratat:

a) F'TEf'-20°C ghal hazna
fit-tul. Agsam f'alikwoti jekk
mixtieq.

F' TE f'4°C sa xahrejn.

b
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ll-protokoll tal-laboratorju prepIT-L2P
ghall-purifikazzjoni manwali tad-DNA minn kampjun
shih

Nota: Dan il-protokoll jehtieg 1-uzu ta' centrifuga (jew rotor b'angolu fiss
jew b'barmil li jixxengel) li kapaci jiggenera mill-inqas 3,500 x g biex jinkisbu
rizultati ottimali.

Il-protokoll pass pass li gej jiddeskrivi kif tippurifika d-DNA mill-kampjun
kollu (volum totali tal-kampjun 1 mL-4 mL). Il-volumi murija ghandhom
jigu aggustati ghall-volum attwali migbur.

Reagenti inkluzi
prepIT+L2P (Nru tal-Kat. PT-L2P-5 jew PT-L2P-45)

Taghmir u reagenti

Centrifugu li jakkomoda tubi t&' 15 mL u kapaci jiggenera mill-

inqas 3,500 x g (ara Tabella 2)

Tubi tal-polypropylene konikali ta’ 15 mL (ez., BD Falcon® Nru tal-Kat.
352196)

Mikrocentrifugu li kapaci jahdem b'15,000 x g (mhux obbligatorju)
Mikrotubi ta' 1.5 mL (ez., Axygen® Nru tal-Kat. MCT-150-C)
Inkubatur tal-arja jew tal-ilma f'50°C

Etanol (95% sa 100%) f'temperatura tal-kamra

Etanol (70%) f'temperatura tal-kamra

Buffer tal-hazna tad-DNA: TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0)
jew soluzzjoni simili
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Fakultattiv: Kontroll ta' gabel il-purifikazzjoni (applikabbli biss ghal
kampjuni Oragene; mhux mehtieg ghal kampjuni ORAcollect)

IZen il-kampjun biex jigi stmat l-ammont ta’ bzieq ipprovdut mid-donatur
(ara Tabella 1). L-ammont ta' bzieq migbur huwa direttament proporzjonali
ghall-ammont ta' DNA rkuprat. Bhala ezempju, jekk donatur ipprovda inqas
minn 2 mL ta’ bzieq, ghandek tistenna li tirkupra rendiment totali aktar baxx
minn dan kampjun.

Piz tal-kit (minghajr kampjun)

Ladarba kampjun jasal fil-laboratorju, nissuggerixxu li tizen il-kampjun biex
tistma jekk kienx ipprovdut I-ammont korrett ta' bzieq mid-donatur. Tista'
tistenna xi varjabbilta bejn id-donaturi. Il-piz medju ta' kit vojt huwa pprovdut
(Tabella 1). Biex tistma l-ammont ta' kampjun migbur (jekk wiehed jassumi

1 g/mL), wettaq il-kalkolu li gej:

Piz tal-kit li fih il-kampjun - Piz tal-kit minghajr kampjun

Ammont ta' kampjun migbur

Procedura

Passi tal-purifikazzjoni
Hallat il-kampjun ta' Oragene/
ORAcollect b'inverzjoni jew billi
thawwad bil-mod ghal ftit
sekondi.

Noti
« Dan biex jigi zgurat li I-kampjuni
viskuzi jithalltu sew.

Inkuba I-kampjun f'50°C
f'inkubatur tal-ilma ghal
minimu ta' siegha jew
f'inkubatur tal-arja ghal minimu
ta' saghtejn.

- Dan il-pass tat-trattament bis-shana
huwa essenzjali biex jigi massimizzat
ir-rendiment tad-DNA u jigi zgurat li
n-nukleazi jigu inattivati b'mod
permanenti.

« Il-kampjun jista' jigi inkubat f'50°C
matul il-lejl jekk ikun aktar konvenjenti.

« Dan il-pass ta' inkubazzjoni jista' jsir fi
kwalunkwe hin wara li I-kampjun ikun
migbur u gabel ma jigi ppurifikat
id-DNA.

+ Huwa mehtieg zmien itwal f'inkubatur
tal-arja minhabba li I-ekwilibrazzjoni
tat-temperatura hija aktar bil-mod
milli f'inkubatur tal-ilma.

Nota: L-uzu ta' inkubatur tal-arja jista'
jkun preferibbli peress i t-tubi
tal-Oragene/ORAcollect jistghu jzommu
fil-wic¢ f'banjumarija. Jekk irid jintuza
banjumarija, kun zgur li I-porzjon tat-tubu
li fih il-kampjun jibga' mghaddas fl-ilma.

Tabella 1
# tal-Prodott Piz tal-kit minghajr kampjun

0G-500/0GD-500/0GR-500 6.819g
0G-510/0GD-510 5839
0G-575/0GD-575/0GR-575 5.669g
ON-500 6479

ON-600 6.869
0G-600/0GD-600/0OGR-600 7269
0G-610/0GD-610 6.289
0G-675/0GD-675/0GR-675 6.009g
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Ittrasferixxi I-kampjun kollu
ghal tubu tac-¢entrifugu ta’

15 mL (Figura 1). Innota |-volum
tal-kampjun.

Figura 1: Qabel ma tipprocedi
ghall-pass 4, kun zgur li I-kampjun
kollu gie inkubat u trasferit ghal tubu
tac-centrifugu frisk ta’ 15 mL, kif muri.

« It-trasferiment jista' jsir jew bit-tferrigh
jew bil-pipetta tal-hgieg jew
tal-plastik.
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Passi tal-purifikazzjoni
Zid 1/25 volum ta' prepIT-L2P u
hllat billi thawwad ghal ftit
sekondi (Figura 2).

Figura 2: Wara li 2zid il-PT-L2P u
tinkuba fuq is-silg ghal 10 minuti,
il-kampjun ma jibqax jidher car, izda
pjuttost se jkun soluzzjoni mcajpra.

Noti
« Ez, ghal kampjun ta' 4 mL, zid 160 pL
ta' preplT-L2P.
« Il-kampjun isir imdardar hekk kif
l-impuritajiet u l-inibituri jigu
precipitati.

Passi tal-purifikazzjoni
Zid 1.2x volum tat-temperatura
tal-kamra 95% sa 100% etanol
mas-supernatant car. Hallat
bil-mod b' inverzjoni 10 darbiet.

Figura 4: Wara z-Zieda ta' etanol,
id-DNA se jipprecipita, lijista’ jirrizulta
flembolu vizibbli ta’ fibri.

Noti

- Wagqt it-tahlit mal-etanol, id-DNA se
jigi precipitat.

- DNA precipitat jista' jidher bhala
embolu ta’ fibri tad-DNA (Figura 4)
jew bhala precipitat fin, skont
l-ammont ta' DNA fil-kampjun.

Inkuba fuq is-silg ghal
10 minuti.

« L-inkubazzjoni tat-temperatura
tal-kamra tista' tigi sostitwita izda
tkun inqas effettiva fit-tnehhija
tal-impuritajiet.

Halli I-kampjun jogghod
f'temperatura tal-kamra ghal
10 minuti biex thalli d-DNA
jipprecipita ghalkollox.

+ L-inkubazzjoni f'-20°C mhix
rakkomandata minhabba li
l-impuritajiet jistghu jikkoprecipitaw
mad-DNA.

I¢centrifuga f'temperatura
ambjentali ghal 10 minuti
b'velocita gholja kemm jista'
jkun. Minimu 3,500 x g.

Pellet ta"
impuritajiet
imdardra

Figura 3: Wara ¢-centrifugazzjoni,
se jkun hemm akkumulazzjoni ta'
materjal imdardar fil-bazi tat-tubu.
Is-supernatant ghandu jkun car
b'mod vizibbli.

« Forza ¢entrifugali oghla timminimizza
l-ammont ta' materjal imdardar li se
jingarr fid-DNA purifikat (Figura 3).
Qabel ma tipprocedi, ghandek
tivverifika mal-manifattur tat-tubu
li t-tubi centrifugi ta' 15 mL jistghu
jifilhu I-forza centrifugali.

« Perjodu itwal ta' ¢entrifugazzjoni
(sa 20-il minuta) jista' jkun ta'
benefi¢¢ju fit-tnaqqis tat-turbidita
(A320gholi) tas-soluzzjoni finali
tad-DNA.

o

. I¢centrifuga f'temperatura

tal-kamra ghal 10 minuti
b'velocita gholja kemm jista'
jkun. Minimu 3,500 X g.

Ittrasferixxi bir-reqqa
s-supernatant car b'pipetta
go tubu tal-mikrocentrifugu
gdid ta' 15 mL. Armi I-pellet.

« Halli volum zghir tas-supernatant
lura biex tevita li tfixkel il-pellet.

« ll-pellet fih impuritajiet imdardra.
Jekk acc¢identalment disturbat, it-tubu
ghandu jerda' jigi centrifugat.
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. Nehhi b'attenzjoni

s-supernatant b'pipetta
tal-hgied jew tal-plastik u
armih. Oqghod attent li tevita
li tfixkel il-pellet tad-DNA.

Id-DNA jista'
jkun smeared
tulil-genb

Nefhi b'attenzjoni
s-supernatant billi
tpoggi bil- pipetta
tulin-naha 1
opposta
ghat-ticrita
tad-DNA.

1d-DNA jista" wkoll jakkumula bhala
pellet fug il-bazi tat-tubu.

Figura 5: Bl-uzu ta' ponta tal-pipetta
li tobrox bil-mod tul gewwa tat-tubu
tista'tizvela I-prezenza ta' smear
tad-DNA.

« Is-supernatant jista' jkun fih
impuritajiet u ghandu jitnehha kemm
jista' jkun kompletament.

« DNA precipitat se jinstab bhala pellet
fil-qiegh tat-tubu u possibilment
bhala smear 'l isfel mill-genb tat-tubu
(Figura 5).

+ |d-DNA smear tista' tkun fuq in-naha
tat-tubu li thares 'il boghod
mic-¢entru tac-¢entrifuga.

+ Smear jista' jinstab bl-uzu tat-test
“tal-brix". Tista' ticcekkja ghall-
prezenza ta' smear tad-DNA billi
tobrox in-naha ta’ gewwa tat-tubu
b'ponta ta' pipetta. Smear, kif muri
fil-Figura 5, jista' jkun vizibbli.
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Passi tal-purifikazzjoni

Noti

Passi tal-purifikazzjoni
15. Ittrasferixxi d-DNA idratat
mill-gdid ghal tubu tal-
mikrocentrifugu ta’ 1.5 mL
ghall-hazna.

Noti

Pass mhux obbligatorju:

a) Iccentrifuga d-DNA idratat
mill-gdid f'temperatura
tal-kamra ghal 15-il minuta
15,000 x g.

Ittrasferixxi s-supernatant
ghal tubu tal-
mikrocentrifugu gdid ta'
1.5 mL minghajr ma
tiddisturba |-pellet.

g

Innota li I-pellet fih materjal li ma jinhallx
u mdardar.

- Biex timmassimizza l-irkupru tad-DNA,
kun zgur li d-DNA jigi kompletament
reidratat (pass 14) qabel ma twettaq
dan il-pass ta¢-centrifugazzjoni.

« Dan il-pass ta¢-centrifugazzjoni
jizgura li kwalunkwe materjal
imdardra li jkun fadal jitnehha
mill-kampjun tad-DNA.

» Ghandha tinghata attenzjoni biex
ma tigix iddisturbata I-pellet meta
tittrasferixxi s-supernatant ¢ar ghal
tubu gdid.

16. Ghazliet ghall-hazna tad-DNA
kompletament riidratat:

a) F'TEf'-20°C ghal hazna
fit-tul. Agsam f'alikwoti
jekk mixtieq.

b) F'TEf'4°C sa xahrejn.

- L-iffrizar tad-DNA purifikat f'TE jista'
jikkawza li d-DNA jipprecipita. Meta
tholl DNA purifikat iffrizat, aghti
attenzjoni bir-reqqa ghar-
riidratazzjoni, kif diskus fil-pass 14.

12. Ahsel bl-etanol: « Huwa importanti li jitnehha I-etanol
Zid bir-reqga 1 mL ta' 70% kollu mill-kampjun. It-trasferiment
etanol mat-tubu minghajr ma tal-etanol jista' jkollu impatt fuq
tfixkel l-ismear jew il-pellet. il-prestazzjoni tal-assagg.

Hallih joqghod f'temperatura |« Oqghod attent li tevita li tiddisturba

tal-kamra ghal minuta. I-pellet tad-DNA jew I-ismear.

Dawwar bil-mod u nehhi - Tista' ssir ¢entrifugazzjoni qasira

kompletament I-etanol (ingas minn 1 minuta) biex tiffacilita

minghajr ma tfixkel il-pellet t-tnehhija shiha tas-supernatant.

u l-ismear. « Jekk il-pellet jingala' wara I-pass
tal-hasil bl-etanol, i¢centrifuga
I-kampjun ghal 5 minuti b'velo¢ita
gholja kemm jista' jkun. Minimu
3,500 x g.

13. Ghal kampjuni ta' Oragene, « Jekk tkun mixtiega koncentrazzjoni
idrata mill-gdid id-DNA billi oghla ta' DNA, il-volum ta' TE jista'
2zid 0.2 mL-1 mL ta' soluzzjoni jitnaggas. Ghandu jintuza minimu ta'
TE u wettaq vortex tal-kampjun | 200 pL soluzzjoni TE.
ghal 30 sekonda. « Tnixxif ec¢cessiv tal-pellet (> 10 minuti)

_— ul-uzu ta' ingas minn 500 pL ta'
Qhal kampjum 'OBAcollect,' ) soluzzjoni TE jista' jaghmilha difficli
iddrata mill-gdid id-DNADilli |0 54 DA jerga'jigi idratat
2zid 0.2 mL-ta SO|U.ZZJOnITE (imdewweb) u jista' jnagqas
;gf;’;’(‘gsga”_kampjun ghal ir-rendiment jew jaghmel il-

) kwantifikazzjoni difficli.

» DNA precipitat se jinstab bhala pellet
fil-giegh tat-tubu u possibilment bhala
smear 'l isfel mill-genb tat-tubu.

« Biex jigi zgurat I-irkupru massimu
tad-DNA, il-kampjun ghandu jigi
vortexed wara z-zieda tas-solvent
tad-DNA (soluzzjoni TE). Vortexing se
jizgura li d-DNA smeared fuq in-naha

F’;;:’”I"‘ 6 ’;(’V”('jre’ff"g “’"k"’_r‘l’(j“" tat-tubu jigi rkuprat (Figura 6).
Z.”ZI ;ZSSN?L‘nmaC.{; S ﬁ Se;n;i;i'ne_naha « Vortexing mhux se tghaqqad id-DNA.
tat-tubu. Id-DNA se jibga'ta' piz
molekulari gholi.
14. Biex tizgura r-riidratazzjoni + Ir-riidratazzjoni inkompleta tad-DNA

shiha tad-DNA, inkuba
f'temperatura tal-kamra matul
il-lejl segwit minn vortexing
jew f'50°C ghal siegha
b'vortexing okkazjonali.

hija kawza ta' inezattezza fl-istima
tal-konc¢entrazzjoni tad-DNA u
falliment potenzjali ta' applikazzjonijiet
downstream bhal PCR.
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Kwantifikazzjoni tad-DNA

Permezz tal-metodu tal-fluworexxenza

Assays li juzaw zebgha fluworexxenti huma aktar specifici mill-assorbiment
£'260 nm ghall-kwantifikazzjoni tal-ammont ta' double-stranded DNA
(dsDNA) f' kampjun tad-DNA. Nissuggerixxu l-uzu ta’ kits disponibbli
kummercjalment bhall- Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNA Assay Kit (Thermo
Fisher Scientific) jew QuantiFluor® dsDNA System (Promega). Jista' jkun
hemm bzonn li d-DNA jigi dilwit sa 1:50 b'TE qabel ma jintuza fl-assagg ta'
kwantifikazzjoni.

Permezz tal-metodu ta’ assorbiment

Jekk taghzel li tikkwantifika d-DNA bl-assorbiment, nirrakkomandaw li
l-ewwel tittratta I-kampjun purifikat bRNase biex tiddigerixxi I-RNA li
jikkontamina u mbaghad tnehhi I-frammenti tal-RNA permezz tal-
precipitazzjoni tal-etanol tad-DNA. Protokoll dettaljat huwa deskritt
f'PD-PR-040, tnehhija ta' RNA permezz ta' digestjoni .! ta' double-RNase Jekk
joghgbok innota li d-DNA minn kampjun orali tipikament fih notevolment
aktar RNA milli misjub fil-kampjuni tad-demm. Kun zgur li d-DNA precipitat
bl-alkohol jinhall ghal kollox qabel ma taqra l-assorbiment.

Fattur ta' konverzjoni: Assorbanza ta' 1.0 260 nm tikkorrispondi ghal
koncentrazzjoni ta' 50 ng/uL (50 pg/mL) ghal DNA pur, b'filament doppju.

Zgura li l-valuri tal-assorbanza jkunu fil-medda lineari tal-ispettrofotometru.
Iddilwa u erga’ kejjel kampjuni li jagghu barra mill-medda lineari. Ara
d-dokumentazzjoni tal-istrument tieghek ghal aktar informazzjoni.

Referenzi
! Tnehhija ta' RNA permezz ta' digestjoni ta' double-RNase. PD-PR-040.
DNA Genotek.
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Metodu

1. Iddilwa alikwott ta' 10 uL ta' DNA purifikat trattat b'RNase b'90 pL ta' TE
(dilwizzjoni 1/10). Hallat bil-pipetta 'l fuq u'lisfel. Stenna li I-bziezaq
jiccaraw.

2. Uza TE fi¢-cellula ta' referenza (vojta).

3. Kejjel I-assorbiment fi 320 nm, 280 nm u 260 nm.

4. Ikkalkula l-valuri Agp u Ayg korretti billi tnaqqas l-assorbenza fi 320 nm
(A320) mill-valuri Aygp u Apgp.

5. Koncentrazzjoni tad-DNA f'ng/uL = ikkoregut Ajgp x 10 (fattur ta'
dilwizzjoni) x 50 (fattur ta' konverzjoni).

6. Proporzjon Aye/Azsp: Aqsam Ajgg korrett b'A,gg korrett.

Ezempju
1. Assumil-Ajz;p mkejla = 0.025, Apgg = 0.175 u Aygp = 0.295

2. Il-konc¢entrazzjoni tad-DNA tal-kampjun mhux dilwit se tkun:
(Az60 - Azpo) x 10 [fattur ta’ dilwizzjoni] x 50 [fattur ta’ konverzjoni]
=(0.295 - 0.025) x 10 x 50
=0.270 x 10 x 50
=135 ng/uL jew 135 ug/mL

3. Il-proporzjon Ajg/ Az ikkoregut se jkun:
(Az60 - A320) + (A280 - Az20)
=(0.295 - 0.025) + (0.175 - 0.025)
=0.270 + 0.150
=1.80
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Oragene-DNA u ORAcollect:-DNA mhumiex disponibbli ghall-bejgh fl-Istati Uniti.

Oragene- DISCOVER huwa ghall-uzu tar-ricerka biss, mhux ghall-uzu fi proceduri dijanjostici.
Xi prodotti DNA Genotek jistghu ma jkunux disponibbli fir-regjuni geografici kollha.
Oragene, preplT, ORAcollect u DNA Genotek huma trademarks ta' DNA Genotek Inc.

Il-marki u l-ismijiet I-ofra kollha li jinsabu hawnhekk huma proprjeta tas-sidien rispettivi

taghhom.

Il-protokolli, white papers u noti tal-applikazzjonijiet kollha ta' DNA Genotek huma disponibbli
fit-tagsima tal-appogg tas-sit web taghna fuq
www.dnagenotek.com.
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Didaskalja tat-tikketta:

Apparat mediku dijanjostiku in vitro
Numru tal-katalgu

Marka CE

Manifattur

Ikkonsulta I-fuljett ta' taghrif
Rapprezentant Awtorizzat Ewropew
Rapprezentant Awtorizzat Zvizzeru
Numru tal-lott

Identifikatur Uniku tal-Apparat
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