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Utilizare/scop prevazut
Pentru purificarea ADN-ului genomic din trusele de recoltare a salivei
Oragene™ si ORAcollect™.

Stabilitate in timpul utilizarii
PT-L2P-5 (5 ml) si PT-L2P-45 (45 ml) au 30 de luni de stabilitate in utilizare
la temperatura camerei.

Caracteristici

o Chimie optimizati pentru recuperarea maximd a ADN-ului din probele
orale recoltate cu ajutorul liniilor de produse Oragene si ORAcollect.

e S-adovedit ci ofera rezultate consistente cu ADN-ul cu greutate
moleculard mare.

e Metoda de purificare scalabild pentru volume mari sau mici de probe.

e Flux de lucru convenabil, cu asistentd tehnici completa de la recoltare
pana la extractie.

e Metoda eficienta din punct de vedere al costurilor, care necesita un
echipament minim.

Materiale
. PT-L2P-5 (5 ml) si/sau PT-L2P-45 (45 ml)
e Manualul produsului prepIT+L2P

Avertismente si precautii

e Doar pentru utilizare in laborator.

e ANU se ingera reactivul lichid.

e ANU se utiliza dacd ambalajul este deteriorat sau dacé garnitura de
etangare din capac/palnie este rupti sau prezinta scurgeri.

e ANU se utiliza prepIT-L2P dupi data ,,Perioadei de valabilitate” indicata
pe flaconul reactivului.

o Spilati cu apid daci reactivul intrd in contact cu ochii sau pielea.
A NU se ingera.

. Raportati orice incident grav catre DNA Genotek si autoritatii competente
din tara dvs.

. Consultati fisa tehnica de securitate a materialelor (MSDS) pentru
eliminarea in siguranta a reactivului neutilizat.

e MSDS este disponibila la www.dnagenotek.com.
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Limitari privind utilizarea produsului
Utilizati prepIT-L2P numai conform indicatiilor din acest manual
al produsului.

Transportul preplT-L2P
prepIT-L2P poate fi transportat la temperatura ambianta ca reactiv
de laborator. Nu necesitd manipulare speciala.

Depozitarea preplT-L2P (Perioada de valabilitate)

A se depozita la temperatura camerei. Perioada de valabilitate pentru
PT-L2P-5 (5 ml) si PT-L2P-45 (45 ml) este de 30 de luni, atunci cand este
inchis corespunzitor si depozitat la temperatura camerei.

Eliminare

Eliminati kiturile neutilizate, deteriorate sau care prezintd scurgeri in
conformitate cu reglementarile locale, de stat si federale corespunzitoare.
Se elimind ca deseu de laborator.

Intretinere/reparatii
Nu este cazul. prepIT+L2P este un reactiv - nu necesita intretinere sau reparatii.

Rezumatul caracteristicilor de performanta

ADN-ul genomic purificat prepIT-L2P din kiturile de recoltare a salivei
Oragene si ORAcollect oferda ADN de inalta calitate si in cantitate suficientd
pentru a fi utilizat in aplicatiile ulterioare, cum ar fi PCR, microarray si
secventierea de generatie urmatoare.

Forme ale produsului
prepIT«L2P este disponibil in mai multe volume, in functie de numarul
de pregitiri necesare. De exemplu:

Referinta produs/ | Volumul de pregatire | Numar de pregatiri
Numér de catalog a probei
PT-L2P-5 0,5ml 200
PT-L2P-45 0,5ml 2.000
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Garantii
Termenii si conditiile complete pentru toate produsele DNA Genotek sunt
disponibile la http://www.dnagenotek.com/ROW/terms/index.html.

Solutionarea problemelor

Contactati serviciul de asistentd tehnici DNA Genotek la
support@dnagenotek.com sau apelati +1 (613) 723-5757, optiunea 6.
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Protocol de laborator prepIT™<L2P pentru
purificarea manuala a ADN-ului din proba de 500 pl

Urmatorul protocol pas cu pas descrie modul de purificare a ADN-ului dintr-o
portiune a probei de 500 pl.

Reactivi inclusi
prepIT+L2P (Nr. catalog PT-L2P-5 sau PT-L2P-45)

Echipament si reactivi

Microcentrifugi capabila sa functioneze la 15.000 x g

1,5 ml microtuburi (de ex., Axygen® Nr. catalog MCT-150-C)

Incubator cu aer sau apa la 50 °C

Etanol (95% pani la 100%) la temperatura camerei

Etanol (70%) la temperatura camerei

Tampon de stocare a ADN-ului: TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0)
sau o solutie similard

Procedura
Etape de purificare Note
1. Se amestecd proba Oragene/ « Acest lucru se face pentru a se asigura
ORAcollect prin inversiune sau ca probele vascoase sunt amestecate
prin agitare usoara timp de corespunzator.

cateva secunde.
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Etape de purificare

2. Seincubeaza proba la 50 °C
intr-un incubator cu apa pentru
cel putin 1 ord sau intr-un
incubator cu aer pentru cel
putin 2 ore.

Note

« Aceastd etapa de tratare termica este
esentiald pentru a se asigura ca ADN-ul
este eliberat in mod corespunzator si ca
nucleazele sunt inactivate permanent.

« Aceastd etapa de incubare poate fi

efectuatd in orice moment dupa ce

proba este recoltata si inainte de a

fi purificata.

Tntreaga prob4 trebuie sa fie incubata

in tubul de recoltare original inainte de

divizare pentru a asigura omogenitatea
probei.

Proba poate fi incubata la 50 °C peste

noapte, daca este mai convenabil.

Este necesar un timp mai indelungat

intr-un incubator cu aer, deoarece

echilibrarea temperaturii este mai lenta
decat intr-un incubator cu apa.

Nota: Utilizarea unui incubator cu aer
poate fi preferabild, deoarece tuburile
Oragene/ORAcollect pot pluti in baie de

apa. In cazul in care trebuie folositd o baie

de ap4, asigurati-va ca portiunea tubului
care contine proba ramane scufundata
n apa.

Etape de purificare

Note

3. Setransfera 500 pl de proba
amestecata intr-un tub al
microcentrifugii de 1,5 ml.

« Restul probei poate fi depozitat la
temperatura camerei (intre 15 °Csi
25 °C) sau congelat.

« Daca se doreste, proba poate fi
depozitatd inghetatd in tubul Oragene/
ORACcollect la-20 °C sau poate fi
transferata intr-un criovial pentru
depozitare pe termen lung la-80 °C.

4. Seadauga 20 pl (1/25 din volum)
de preplT-L2P in tubul
microcentrifugii si se amesteca
prin agitare in vortex timp de
cateva secunde.

« Proba va deveni tulbure pe masura ce

impuritatile si inhibitorii sunt precipitati.

5. Seincubeaza la gheata timp de
10 minute.

« Incubarea la temperatura camerei
poate fi inlocuita, dar nu va fi atat de
eficienta in eliminarea impuritatilor.

supernatantul cu un varf de
pipeta si se arunca. Aveti grija
sa evitati sa deranjati peletul
de ADN.

6. Se centrifugheaza la + O perioadd mai lunga de centrifugare
temperatura camerei timp de (pana la 15 minute) poate fi benefica
5 minute la 15.000 x g. pentru a reduce nivelul de turbiditate

(A3 ridicat) al solutiei finale de ADN.

7. Setransfera cu grija - Peletul contine impuritati tulburi. Daca
supernatantul limpede cu un este deranjat din greseald, tubul trebuie
varf de pipeta intr-un nou tub sa fie recentrifugat.
al microcentrifugii. Se arunca
peletul care contine impuritati.

8. Se adaugd 600 pl de etanol 95% |+ In timpul amestecérii cu etanol, ADN-ul
pana la 100% la temperatura va fi precipitat. Acesta poate aparea
camerei. Se amestecd usor prin ca un cheag de fibre de ADN sau ca un
inversiune de 10 ori. precipitat fin, in functie de cantitatea

de ADN din proba.

« Chiar dacé nu se observa niciun cheag,
ADN-ul va fi recuperat urmand cu
atentie etapele urmatoare.

9. Selasa proba sa stea la + Nu se recomanda incubarea la -20 °C,
temperatura camerei timp deoarece impuritatile se pot
de 10 minute pentru a permite co-precipita cu ADN-ul.

ADN-ului sa se precipite complet.

10. Se plaseaza tubul in + De exemplu, asezati fiecare tub in
microcentrifuga intr-o orientare microcentrifugd, cu portiunea de
cunoscuta. Centrifugare la articulatie a capacului indreptatd spre
temperatura camerei timp de centrul rotorului. Dupa centrifugare,

2 minute la 15.000 X g. pozitia peletului poate fi localizata
(chiar daca este prea mica pentru a
fi vizibila); acesta se va afla la varful
tubului, sub articulatie.

11. Se indepdrteaza cu grija « Acest pelet contine ADN. Pierderea

peletului va duce la pierderea ADN-ului.
Rotirea tubului astfel incat peletul se
afla pe peretele superior vd va permite
sa deplasati in siguranta un varf de
pipeta de-a lungul peretelui inferior

si sa indepartati tot supranatantul.
Supernatantul poate contine impuritati
si trebuie eliminat cat mai complet
posibil.

8 Probe superioare « Performanta doveditd
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Etape de purificare

12. Spalare cu etanol:
Se adauga cu grija 250 pl de
etanol 70%. Se lasa sd stea la
temperatura camerei timp de
1 minut. Se indeparteaza
complet etanolul fara a
deranja peletul.

Note

« Este important sa se elimine tot
etanolul din proba. Transmiterea
etanolului poate avea un impact
asupra performantei testului.

« Dupa indepartarea etanolului 70%,

tubul poate fi centrifugat pentru a

permite indepartarea etanolului

rezidual.

Aveti grijd sa nu deranjati peletul de

ADN; acesta poate fi mic sau invizibil.

Daca peletul se desprinde, centrifugati

proba timp de 5 minute la 15.000 x g.

Uscarea excesiva a peletului poate face

ca ADN-ul sa se dizolve mai greu.

13. Se adauga 100 pl de solutie TE
(consultati pagina 5) pentru a
dizolva peletul de ADN. Se agita
n vortex timp de cel putin
5 secunde.

- Daca se doreste o concentratie mai
mare de ADN, se utilizeazd 50 pl de TE.

14. Pentru a asigura rehidratarea
completa a ADN-ului, se
incubeazad la temperatura
camerei peste noapte, urmata
de agitare in vortex sau la 50°C
timp de 1 ord, cu agitare
ocazionald in vortex.

Cantitatile mari de ADN cu greutate
moleculara mare pot fi lente in a

se rehidrata (dizolva) complet.

« Rehidratarea incompleta a ADN-ului
este 0 cauza a inexactitdtii in estimarea
concentratiei de ADN si a potentialului
esec al aplicatiilor ulterioare, cum ar

fi PCR.

15. Optiuni pentru depozitarea
ADN-ului complet rehidratat:
a) InTEla-20°C pentru
depozitare pe termen lung.

Dacé se doreste, se divizeaza.

b) InTE la4 °C pentru perioade
panala 2 luni.
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Protocol de laborator prepIT-L2P
pentru purificarea manuala a ADN-ului din proba
intreaga

Nota: Acest protocol necesita utilizarea unei centrifuge (fie cu unghi fix,
fie cu rotor cu cupa oscilanti) capabila sa genereze cel putin 3.500 x g pentru
a obtine rezultate optime.

Urmatorul protocol pas cu pas descrie modul de purificare a ADN-ului
din intreaga proba (1 ml-4 ml volum total al probei). Volumele indicate
trebuie ajustate in functie de volumul efectiv recoltat.

Reactivi inclusi
prepIT+L2P (Nr. catalog PT-L2P-5 sau PT-L2P-45)

Echipament si reactivi

Centrifugi care accepti tuburi de 15 ml si este capabild sa genereze cel putin
3.500 x g (consultati Tabelul 2)

Tuburi conice din polipropileni de 15 ml (de ex., BD Falcon® Nr. de catalog
352196)

Microcentrifugi capabila sa functioneze la 15.000 x g (optional)

1,5 ml microtuburi (de ex., Axygen® Nr. catalog MCT-150-C)

Incubator cu aer sau apa la 50 °C

Etanol (95% péani la 100%) la temperatura camerei

Etanol (70%) la temperatura camerei

Tampon de stocare a ADN-ului: TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0)
sau o solutie similara
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Optional: Verificare pre-purificare (se aplica numai pentru probele Procedura
Oragene; nu este necesara pentru probele ORAcollect)

Se cantireste proba pentru a estima cantitatea de salivé furnizatd de donator EGRS ?e puificare Hots -

(consultati Tabelul 1). Cantitatea de salivi recoltati este direct proportionald 1. Seamesteca prqba Or.agene/ : AfeSt lucru se face pentru a se asigura
. < < . . ORACcollect prin inversiune sau ca probele vascoase sunt amestecate

cu cantitatea de ADN recuperatd. De exemplu, dacd un donator a furnizat mai L P <

- . S a ‘ prin agitare usoara timp de corespunzator.
putin de 2 ml de saliva, ar trebui sa va agteptati sa recuperati un randament citeva secunde.
total mai mic din aceasta proba. 2. Seincubeaza proba la 50 °C « Aceasta etapa de tratare termica este
intr-un incubator cu apa pentru esentiald pentru a maximiza productia

Greutatea kitului (fara proba) cel putin 1 ora sau intr-un de ADN si pentru a se asigura ca

Odati ce o proba ajunge la laborator, va sugerdm sa cantariti proba pentru a incubator cu aer pentru cel nucleazele sunt inactivate permanent.

estima dacé donatorul a furnizat cantitatea potrivita de salivi. V4 puteti astepta putin 2 ore. + Proba poate fi incubata la 50 °C peste

la 0 anumita variabilitate intre donatori. Este furnizata greutatea medie a unui noaptev, daca veste_mal convenabll..
Aceasta etapa de incubare poate fi

kit gol (Tabelul 1-). Pentru a estima cantitatea de proba recoltatéd (presupunind efectuata in orice moment dupi ce
1 g/ml), efectuati urmitorul calcul: proba este recoltatd si inainte de ca
ADN-ul sa fie purificat.

Este necesar un timp mai indelungat

Cantitatea de probd recoltatd intr-un incubator cu aer, deoarece
echilibrarea temperaturii este mai lenta

decét intr-un incubator cu apa.

Greutatea kitului care contine proba - greutatea kitului fard proba

Tabelul 1
. . 5 Nota: Utilizarea unui incubator cu aer
Nr. produs Greutatea kitului fara proba poate fi preferabil, deoarece tuburile
Oragene/ORAcollect pot pluti in baie de
0G-500/0GD-500/0GR-500 6819 apa. In cazul in care trebuie folosité o baie
0G-510/0GD-510 5839 de apd, as_lguran—va ca Rorylunea tubu]w
care contine proba rémane scufundata
0G-575/0GD-575/0GR-575 5,669 in apa.
3. Setransfera intreaga proba - Transferul poate fi efectuat fie prin
ON-500 6,479 intr-un tub al centrifugii de 15 ml | turnare, fie prin pipetare cu o pipeta
(Figura 1). Se noteaza volumul de sticla sau de plastic.
ON-600 6,869 probei.
0G-600/0GD-600/0GR-600 7,269
0G-610/0GD-610 6,289
0G-675/0GD-675/0GR-675 6,009

Figura 1: Inainte de a trece la etapa 4,
asigurati-va cd intregul esantion a fost
incubat si transferat intr-un tub al
centrifugii nou de 15 ml, dupd cum

se aratd.
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Etape de purificare
Se adaugad 1/25 volum de
preplT-L2P si se agita in vortex
timp de cateva secunde
(Figura 2).

Figura 2: Dupd addugarea PT-L2P
siincubarea la gheatd timp de

10 minute, proba nu va mai avea
un aspect limpede, ci mai degraba
va fi o solutie tulbure.

Note
« De ex. la o proba de 4 ml, se adauga
160 pl de preplIT-L2P.
« Proba va deveni tulbure pe masura ce
impuritatile si inhibitorii sunt precipitati.

Etape de purificare

La supernatantul limpede se
adauga 1,2 volum de etanol 95%
pana la 100% la temperatura
camerei. Se amesteca usor prin
inversiune de 10 ori.

Figura 4: Dupd addugarea etanolului,
ADN-ul se va precipita, ceea ce poate
rezulta intr-un cheag vizibil de fibre.

Note

« In timpul amestecérii cu etanol, ADN-ul
va fi precipitat.

« ADN-ul precipitat poate aparea ca un
cheag de fibre de ADN (Figura 4) sau ca
un precipitat fin, in functie de cantitatea
de ADN din proba.

Se incubeaza la gheatd timp de
10 minute.

« Incubarea la temperatura camerei
poate fi inlocuita, dar nu va fi atat de
eficienta in eliminarea impuritatilor.

Se lasa proba sa stea la
temperatura camerei timp de

10 minute pentru a permite
ADN-ului sa se precipite complet.

+ Nu se recomanda incubarea la -20 °C,
deoarece impuritatile se pot
co-precipita cu ADN-ul.

Se centrifugheaza la temperatura
camerei timp de 10 minute la o
viteza cat mai mare posibil.
Minimum 3.500 X g.

Figura 3: Dupda centrifugare, va exista
o acumulare de material tulbure la
baza tubului. Supernatantul trebuie
sd fie vizibil limpede.

+ O forta centrifuga mai mare reduce la
minimum cantitatea de material tulbure
care va fi transportat in ADN-ul purificat
(Figura 3). Inainte de a continua, ar
trebui sa verificati cu producatorul
tuburilor ca tuburile de centrifugare de
15 ml pot rezista la forta centrifuga.

O perioada mai lunga de centrifugare
(pana la 20 minute) poate fi benefica
pentru a reduce nivelul de turbiditate
(A3 ridicat) al solutiei finale de ADN.

o

. Se centrifugheaza la temperatura

camerei timp de 10 minute la o
viteza cat mai mare posibil.
Minimum 3.500 x g.

Se transferd cu grija
supernatantul limpede cu un
varf de pipeta intr-un nou tub
al microcentrifugii. Se arunca
peletul.

Se lasd un volum mic de supernatant
pentru a evita deranjarea peletului.

« Peletul contine impuritati tulburi.
Daca este deranjat din greseala, tubul
trebuie sa fie recentrifugat.
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. Seindeparteaza cu grija

supernatantul cu o pipeta de
sticla sau de plastic si se arunca.
Aveti grija sa evitati sa deranjati
peletul de ADN.

Frotiul de ADN Seindeparteaza cu
poate fi pe grija supernatantul
partea prin picurare cu
laterala a pipeta de-a lungul ¢
tubului. partii opuse
frotiului de Al

ADN-ul poate, de asemenea, sa se
acumuleze ca un pelet la baza tubului.

Figura 5: Folosirea unui varf de pipetd
pentru a zgdria usor de-a lungul
interiorului tubului poate evidentia
prezenta unui frotiu de ADN.

Supernatantul poate contine impuritati
si trebuie eliminat cat mai complet
posibil.

« ADN-ul precipitat se va gasi sub forma
de pelet la baza tubului si, eventual,
sub forma de frotiu pe o parte laterald
a tubului ( Figura 5).

Frotiul de ADN poate fi localizata pe
partea tubului care nu este orientata
spre centrul centrifugei.

Un frotiu poate fi localizat cu ajutorul
testului,zgarieturii”. Puteti verifica
prezenta unui frotiu de ADN zgariind
interiorul tubului cu ajutorul unui varf
de pipeta. Asa cum se aratd in Figura 5,
poate fi vizibil un frotiu.
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Etape de purificare

12. Spalare cu etanol:

Se adauga cu grija 1 mlde
etanol 70% in tub, fara a deranja
frotiul sau peletul. Se lasa sa stea
la temperatura camerei timp de
1 minut. Se agita usor si se
indeparteaza complet etanolul
fara a deranja peletul si frotiul.

Note

« Este important sa se elimine tot
etanolul din proba. Transmiterea
etanolului poate avea un impact
asupra performantei testului.

« Aveti grija sa evitati sa deranjati peletul
sau frotiul de ADN.

- Se poate efectua o centrifugare scurta

(mai putin de 1 minut) pentru a facilita

eliminarea completa a supernatantului.

Daca peletul se desprinde dupd etapa

de spalare cu etanol, centrifugati proba

timp de 5 minute la o viteza cat mai

mare posibil. Minimum 3.500 x g.

Etape de purificare
15. Se transfera ADN-ul rehidratat
intr-un tub al microcentrifugii de
1,5 ml pentru depozitare.

Note

13. Pentru probele Oragene,
rehidratati ADN-ul addugand
0,2 ml-1 ml de solutie TE si
agitati in vortex proba timp
de 30 secunde.

Pentru probele ORAcollect,
rehidratati ADN-ul addugand
0,2 ml de solutie TE si agitati
n vortex proba timp de

30 secunde.

Figura 6: Agitarea probei in vortex
timp de 30 secunde vd va permite sa
recuperati frotiul de ADN de pe partea
laterald a tubului. ADN-ul va avea in
continuare o greutate moleculara
ridicatad.

Tn cazul in care se doreste o
concentratie mai mare de ADN, volumul
de TE poate fi redus. Trebuie utilizat un
minim de 200 pl de solutie TE.

Uscarea excesiva a peletului (> 10 minute)
si utilizarea a mai putin de 500 pl de
solutie TE poate ingreuna rehidratarea
(dizolvarea) ADN-ului si poate scadea
randamentul sau poate ingreuna
cuantificarea.

ADN-ul precipitat se va gasi sub forma
de pelet la baza tubului si posibil

sub forma de frotiu pe o parte laterala
a tubului.

Pentru a asigura o recuperare maxima
a ADN-ului, proba trebuie sé fie agitata
in vortex dupa adaugarea solventului
ADN (solutie TE). Agitarea in vortex va
asigura recuperarea frotiului de ADN
depus pe partea laterald a tubului
(Figura 6).

- Agitarea in vortex nu va sectiona
ADN-ul.

Etapd optionala:

a) Se centrifugheazd ADN-ul
rehidratat la temperatura
camerei timp de 15 minute
la 15.000 x g.

b) Se transfera supernatantul
intr-un tub de 1,5 ml nou al
microcentrifugii , fard a
deranja peletul.

Observati ca peletul contine material
insolubil, tulbure.

Pentru a maximiza recuperarea
ADN-ului, asigurati-va cd ADN-ul este
complet rehidratat (etapa 14) inainte de
a efectua aceastd etapa de centrifugare.
Aceasta etapa de centrifugare asigura
eliminarea din proba de ADN a oricarui
material tulbure ramas.

Trebuie sa se aibd grija sa nu se deranjeze
peletul atunci cand se transfera
supernatantul limpede intr-un tub nou.

16. Optiuni pentru depozitarea
ADN-ului complet rehidratat:
a) InTEla-20°C pentru
depozitare pe termen lung.
Daca se doreste, se divizeaza.
b) 1nTE la 4 °C pentru perioade
panala 2 luni.

Congelarea ADN-ului purificat in TE
poate provoca precipitarea ADN-ului.
La decongelarea ADN-ului purificat
congelat, acordati o atentie deosebita
rehidratarii, asa cum s-a discutat la
etapa 14.

14. Pentru a asigura rehidratarea
completa a ADN-ului, se
incubeaza la temperatura
camerei peste noapte, urmata
de agitare in vortex sau la 50°C
timp de 1 ord, cu agitare
ocazionala in vortex.

Rehidratarea incompleta a ADN-ului
este 0 cauzd a inexactitatii in estimarea
concentratiei de ADN si a potentialului
esec al aplicatiilor ulterioare, cum ar

fi PCR.
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Cuantificarea ADN-ului

Prin metoda fluorescentei

Testele care utilizeaza coloranti fluorescenti sunt mai specifice decat absorbtia
la 260 nm pentru cuantificarea cantitatii de ADN dublu catenar (dsADN)
intr-o proba de ADN. Sugerdm utilizarea kiturilor disponibile in comert, cum
ar fi kitul de analizd Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNA Assay Kit (Thermo Fisher
Scientific) sau QuantiFluor® dsDNA System (Promega). Este posibil sa fie
necesar ca ADN-ul si fie diluat pani la 1:50 cu TE inainte de a fi utilizat in
testul de cuantificare.

Prin metoda absorbtiei

Dacé alegeti sa cuantificati ADN-ul prin absorbtie, v recomanddm sa tratati
mai intai proba purificata cu RNazi pentru a digera ARN-ul contaminant si
apoi sd eliminati fragmentele de ARN prin precipitarea ADN-ului cu etanol.
Un protocol detaliat este descris in PD-PR-040, eliminarea ARN-ului prin
digestie cu dubld RNazd.! Va rugam sa retineti ci ADN-ul dintr-o proba orald
contine de obicei mult mai mult ARN decat cel gisit in probele de sange.
Asigurati-vd cd ADN-ul preparat in alcool este complet dizolvat inainte de
citirea absorbtiei.

Factor de conversie: O absorbtie de 1,0 la 260 nm corespunde unei
concentratii de 50 ng/ul (50 pg/ml) pentru ADN pur, bicatenar.

Asigurati-vi ca valorile absorbtiei se incadreaza in intervalul liniar al
spectrofotometrului. Diluati §i masurati din nou probele care nu se incadreazi
in intervalul liniar. Consultati documentatia instrumentului dvs. pentru mai
multe informatii.

Referinte
! Eliminarea ARN-ului prin digestie cu dubla RNaza. PD-PR-040.
DNA Genotek.
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Metoda

1.

Diluati o portiune de 10 pl de ADN purificat tratat cu RNaza cu 90 pl de
TE (dilutie 1/10). Se amesteca prin picurare usoard cu pipeta in sus si in
jos. Asteptati ca bulele si dispara.

2. Utilizati TE in celula de referinta (goald).
3. Masurati absorbtia la 320 nm, 280 nm si 260 nm.
4. Calculati valorile A,gg si Aygo corectate prin scaderea absorbtiei la 320 nm
(A320) din valorile Ayg si Asgo.
5. Concentratia de ADN in ng/ul = Ay x corectat 10 (factor de dilutie) x 50
(factor de conversie).
6. Raportul Aygp/Ajgo: Se imparte Ayg) corectat la A,gg corectat.
Exemplu
1. Sa presupunem cd am masurat Azpg = 0,025, Aygy = 0,175 §i Aygp = 0,295
2. Concentratia de ADN din proba nediluati va fi:
(Az60 - Azpg) x 10 [factor de dilutie] x 50 [factor de conversie]
= (0,295 - 0,025) x 10 x 50
=0,270 x 10 x 50
=135 ng/ul sau 135 pg/ml
3. Raportul corectat Aygo/Ajg va fi:

(Az60 - A320) + (A280 - Az20)

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

=1,80
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Oragene-DNA si ORAcollect-DNA nu sunt disponibile spre vanzare in Statele Unite.
Oragene-DISCOVER este destinat exclusiv cercetarii, nu este utilizat in cadrul procedurilor

de diagnosticare.

Este posibil ca unele produse DNA Genotek sa nu fie disponibile in toate regiunile geografice.
Oragene, preplT, ORAcollect si DNA Genotek sunt marci inregistrate DNA Genotek Inc.
Toate celelalte marci si denumiri continute in prezentul document apartin proprietarilor

respectivi.

Toate protocoalele DNA Genotek, cartile albe si notele de aplicare sunt disponibile in sectiunea
de asistenta a site-ului nostru la adresa www.dnagenotek.com.
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