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Urcené pouziti/ucel

Purifikace genomické DNA z odbérovych sad na sliny Oragene™ a ORAcollect™.
Stabilita pfi pouziti

PT-L2P-5 (5 ml) a PT-L2P-45 (45 ml) maji v pokojové teploté stabilitu pii

pouziti 30 mésici.

Vlastnosti
e Optimalizovany chemicky proces k maximalnimu ziskani DNA ze vzorka

z ustni dutiny odebranych s pouzitim vyrobki fady Oragene a ORAcollect.

o Prinasi prokazané konzistentni vysledky s vysokomolekularni DNA.

«  Skilovatelna purifikaéni metoda pro velké nebo malé objemy vzorkil.

e Snadny pracovni postup a kompletni technickd podpora od odbéru
vzorku po extrakci.

o Nakladové uspornd metoda s minimédlnimi pozadavky na vybaveni.

Materialy
. PT-L2P-5 (5 ml) a/nebo PT-L2P-45 (45 ml)
e Ptirucka k prepIT+L2P

Upozornéni a bezpecnostni opatieni

e Pouze pro laboratorni pouziti.

«  Reagencii NEPOZIVEJTE.

«  NEPOUZIVEJTE, pokud je baleni poskozeno, pokud je na vicku nélevky/
uzavéru naru$eno zapeceténi nebo pokud netésni.

«  NEPOUZIVEJTE prepIT+L2P po datu v rubrice ,,Pouzitelné do*
na lahvicce reagencie.

. Pokud se reagencie dostane do kontaktu s o¢ima nebo pokozkou,
omyjte je vodou. NEPOZIVEJTE.

o Jakékoli zdvazné problémy nahlaste spole¢nosti DNA Genotek
a prislu§nému uradu ve vasi zemi.

o Pokyny k bezpe¢né likvidaci nespotfebované reagencie uvadi
bezpecnostni list.

e Jekdispozici na webu www.dnagenotek.com.
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Omezeni pouziti pripravku
Pouzivejte prepITeL2P pouze v souladu s pokyny v této piirucce.

Pieprava preplT-L2P
prepIT«L2P Ize jako laboratorni reagencii pfepravovat pfi teploté okolniho

prostredi. Neni zapotiebi zadné zvlastni zachdzeni.

Uchovavani preplT-L2P (skladovatelnost)

Skladujte pti pokojové teploté. Jsou-li ptipravky PT-L2P-5 (5 ml) a PT-L2P-45
(45 ml) spravné uzavteny a skladovany pti pokojové teploté, bude jejich
skladovatelnost 30 mésicii.

Likvidace

Zlikvidujte nespotfebované, poskozené nebo netésnici sady v souladu
s prislusnymi mistnimi, statnimi a federdlnimi predpisy. Likvidujte je
jako laboratorni odpad.

Udrzba/opravy
Neni relevantni. prepIT+L2P je reagencie a nevyzaduje Zadnou udrzbu
¢i opravy.

Souhrn udajt o funkénosti

Genomickd DNA z odbérovych sad na sliny Oragene a ORAcollect,
purifikovana s pouzitim prepITeL2P, poskytuje vysokou kvalitu a dostacujici
mnozstvi DNA k pouZiti v downstream aplikacich, jako je PCR, microarray
analyza a sekvenovani nové generace.

Dodavana baleni pfipravku
prepIT«L2P je k dispozici v rtiznych objemech, v zavislosti na pozadovaném
poctu preparati. Priklad:

Referencni/katalogové Objem vzorkového Pocet preparati
¢islo produktu preparatu
PT-L2P-5 0,5ml 200
PT-L2P-45 0,5ml 2000
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Zaruky

Plné znéni podminek a ustanoveni pro vechny produkty
spole¢nosti DNA Genotek naleznete na adrese
http://www.dnagenotek.com/ROW/terms/index.html.

Reseni problém
Obratte se na technickou podporu spole¢nosti DNA Genotek na adrese

support@dnagenotek.com nebo telefonicky na ¢isle +1 (613) 723-5757, volba 6.
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preplIT™-L2P: laboratorni protokol pro

manualni purifikaci DNA ze vzorku o objemu 500 pl

Nésledujici podrobny protokol popisuje jednotlivé kroky purifikace DNA
z alikvotniho vzorku o objemu 500 pl.

Dodané reagencie
prepIT+L2P (kat. ¢. PT-L2P-5 nebo PT-L2P-45)

Vybaveni a reagencie

Mikrocentrifuga schopna dosahnout odstredivé sily 15 000 x g

1,5ml mikrozkumavky (napt. Axygen® kat. ¢. MCT-150-C)

Vzduchovy nebo vodni inkubitor s teplotou 50 °C

Ethanol (95% az 100%) v pokojové teploté

Ethanol (70%) v pokojové teploté

Pufr pro skladovani DNA: TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0)
nebo podobny roztok

Postup
Kroky purifikace Poznamky
1. Michejte vzorek ze sady « Zajistite tak fadné promichani
Oragene/ORAcollect po viskéznich vzorka.

nékolik sekund prevracenim
nebo jemnym protfepavanim.
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Kroky purifikace

Inkubujte vzorek pii teploté
50 °C ve vodnim inkubatoru
nejméné 1 hodinu, nebo ve
vzduchovém inkubatoru
nejméné 2 hodiny.

Poznamky

« Tento krok zahfivani je nezbytny k
zajisténi adekvatniho uvolnéni DNA
a trvalé deaktivace nukledz.

Inkubaci Ize provést kdykoli po
odebréni vzorku pred jeho purifikaci.
K zajisténi homogenity je nutno

cely vzorek inkubovat v pivodni
odbérové zkumavce pred jeho
rozdélenim na alikvotni ¢asti.

Pokud véam to lépe vyhovuje, mizete
vzorek inkubovat pfi 50 °C pfes noc.
Inkubace ve vzduchovém inkubatoru
se musi provadét déle, protoze
vyrovnani teploty je pomalejsi nez

u vodniho inkubétoru.

Poznamka: Miize byt vhodnéjsi pouzit
vzduchovy inkubétor, protoze zkumavky
Oragene/ORAcollect maji tendenci ve
vodni lazni plavat na hladiné. Pokud
musite pouzit vodni lazen, zajistéte, aby
¢ast zkumavky obsahujici vzorek zistala
ponofena ve vodé.

Kroky purifikace

Poznamky

Preneste 500 pl promichaného
vzorku do 1,5ml
mikrocentrifugac¢ni zkumavky.

« Zbytek vzorku muizete skladovat pfi
pokojové teploté (15 °C az 25 °C)
nebo zmrazeny.

- Podle potieby Ize vzorek uchovéavat
ve zmrazené zkumavce Oragene/
ORAcollect pfi teploté -20 °C, nebo
jej prenést do kryozkumavky k
dlouhodobému uskladnéni pfi
teploté -80 °C.

mikrocentrifugy a povsimnéte
si, v jaké je poloze.
Centrifugujte 2 minuty pfi

pokojové teploté pii 15 000 x g.

6. Centrifugujte 5 minut pfi « Delsi doba centrifugace (az 15 minut)

pokojové teploté pii 15000 x g. | muze byt pfinosna pro snizeni
zakalenosti (vysokd hodnota A3)
kone¢ného roztoku DNA.

7. Opatrné preneste pipetovaci « Peleta obsahuje kalné necistoty.
Spickou ¢iry supernatant do Pokud ji nechténé narusite, je
nové mikrocentrifuga¢ni zapotiebi zkumavku centrifugovat
zkumavky. Peletu obsahujici znovu.
nedistoty zlikvidujte.

8. Pridejte 600 pl 95% az 100% + DNA se bude béhem miseni s
ethanolu v pokojové teploté. ethanolem srazet. Mize se jevit jako
Opatrné promichejte tak, ze chomacek vldken DNA nebo jako
zkumavku 10krat prevratite jemna srazenina, podle toho, kolik
dnem vzhdru. DNA vzorek obsahuje.

« | kdyz chomacek nebude viditelny,
Ize DNA vytézit peclivym provedenim
dalsich krokd.

9. Nechejte vzorek po 10 minut + Nedoporuc¢ujeme inkubaci pfi -20 °C,
stat pfi pokojové teploté, protoze necistoty se mohou srazet
aby se DNA pIné vysrazela. spolu s DNA.

10. Vlozte zkumavku do « Napfiklad umistéte kazdou zkumavku

do mikrocentrifugy tak, aby Gchyt
vitka sméfoval ven od stfedu rotoru.
Po centrifugaci pak Ize zjistit, kde se
nachazi peleta (i kdyz bude pfilis mala,
nez aby byla viditelnd) - bude na
vrsku zkumavky pod tchytem vicka.

Pridejte do mikrocentrifuga¢ni
zkumavky 20 pl (1/25 objemu)
roztoku preplT-L2P a
promichejte vortexovanim

po nékolik sekund.

« Vzorek se zakali v disledku vysrazeni
necistot a inhibitord.

Inkubujte na ledu po dobu
10 minut.

« MUzete namisto toho inkubovat
vzorek pfi pokojové teploté, ale
odstranéni necistot tak bude
ponékud méné efektivni.

. Opatrné odeberte peletu

pipetovaci $pickou a
zlikvidujte ji. Dejte pozor,
abyste nenarusili peletu DNA.

Tato peleta obsahuje DNA. Jeji ztrata
zpUsobi ztratu DNA.

Kdyz otocite zkumavku tak, aby byla
peleta u jeji horni stény, budete moci
bezpecné pohybovat pipetovaci
$pickou podél dolIni stény a odstranit
vsechen supernatant.

Supernatant muze obsahovat
nedistoty a je nutno jej odstranit

co mozna nejuplnéji.
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Kroky purifikace Poznamky

12. Promyvani ethanolem: - Je dillezité odstranit ze vzorku
Opatrné pridejte 250 pl 70% viechen ethanol. Zbytek ethanolu
ethanolu. Nechejte stat pfi muze ovlivnit vysledky analyzy.
pokojové teploté po dobu « Po odstranéni 70% ethanolu pomze
1 minuty. Opatrné odstraiite pulzni centrifugace zkumavky
ethanol a nenaruste pfitom odstranit jeho zbytky.
peletu. « Dejte viak pozor, aby nebyla

narusena peleta DNA, kterd mlze
byt mald nebo i neviditelna.

- Jestlize se peleta oddéli, centrifugujte
vzorek po 5 minut pfi 15 000 X g.

« Nadmérné vysuseni pelety mlze
ztizit rozpousténi DNA.

13. Rozpustte peletu DNA « Pokud potiebujete vyssi koncentraci
pridanim 100 pl roztoku TE DNA, pouzijte 50 pl roztoku TE.

(viz str. 5). Vortexujte nejméné
po dobu 5 sekund.

14. Abyste zajistili kompletni - UpIna rehydratace (rozpousténi)
rehydrataci DNA, inkubujte pfi velkych mnozstvi vysokomolekularni
pokojové teploté pfes noc a DNA mze probihat pomalu.
pak vortexujte, nebo inkubujte | < Nelplna rehydratace DNA je pficinou
pfi teploté 50 °C po dobu nepresnych odhadl koncentrace
1 hodiny s obcasnym DNA a potencialni netispésnosti
vortexovanim. downstream aplikaci, jako je PCR.

15. Moznosti uchovavani plné

rehydrované DNA:

a) Dlouhodobé uskladnéni
v roztoku TE pfi teploté
-20 °C. Podle potieby
rozdélte na alikvotni ¢asti.

b) Po dobu az 2 mésica v
roztoku TE pfi teploté 4 °C.
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preplIT-L2P: laboratorni protokol
pro manualni purifikaci DNA z celého vzorku

Poznamka: Tento protokol vyzaduje pro dosazeni optimalnich vysledka
poutziti centrifugy (s rotorem s fixnim tthlem nebo se zavésy) schopné
dosahovat odstiedivé sily nejméné 3 500 x g.

Nisledujici podrobny protokol popisuje jednotlivé kroky purifikace DNA
z celého vzorku (o celkovém objemu 1 ml aZ 4 ml). Uvedené objemy je nutno
upravit podle skute¢ného odebraného objemu.

Dodané reagencie
prepIT«L2P (kat. & PT-L2P-5 nebo PT-L2P-45)

Vybaveni a reagencie

Centrifuga, do niZ se vejdou 15 ml zkumavky a ktera je schopna dosahovat
odstredivé sily nejméné 3 500 x g (viz tabulka 2)

15 ml kénické polypropylenové zkumavky (napt. BD Falcon® kat. ¢. 352196)
Mikrocentrifuga schopna dosahovat odstiedivé sily 15 000 x g (volitelna
moznost)

1,5 ml mikrozkumavky (napf. Axygen® kat. ¢. MCT-150-C)

Vzduchovy nebo vodni inkubitor s teplotou 50 °C

Ethanol (95% aZ 100%) v pokojové teploté

Ethanol (70%) v pokojové teploté

Pufr pro skladovani DNA: TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0)
nebo podobny roztok
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Volitelna moznost: Kontrola pfed purifikaci (to se tyka jen vzorkd

ze sady Oragene, nevyzaduje se pro vzorky z ORAcollect)

Zvaite vzorek, abyste mohli odhadnout mnozZstvi slin ziskanych od darce
(viz tabulka 1). Mnozstvi odebranych slin je pfimo imérné mnozstvi ziskané
DNA. Jestlize naptiklad bylo od dérce ziskano méné nez 2 ml slin, mizete
predpoklédat, Ze celkové vam tento vzorek poskytne mensi mnozstvi DNA.

Hmotnost sady (bez vzorku)

Po doruceni vzorku do laboratofe doporu¢ujeme vzorek zvazit, abyste odhadli,
zda bylo od ddrce ziskdno spravné mnozstvi slin. Muzete pfedpoklédat, Ze tato
mnozstvi budou u riznych darct odli$na. Uvadime zde pramérnou hmotnost

prazdné sady (tabulka 1). Mnozstvi odebraného vzorku (za ptedpokladu 1 g/ml)
odhadnete pomoci tohoto vypoctu:

Hmotnost sady obsahujici vzorek - Hmotnost sady bez vzorku

MnoZstvi odebraného vzorku

Postup

Kroky purifikace
Michejte vzorek ze sady
Oragene/ORAcollect po
nékolik sekund prevracenim
nebo jemnym protiepavanim.

Poznamky
« Zajistite tak fadné promichani
viskéznich vzorka.

Inkubujte vzorek pfi teploté
50 °C ve vodnim inkubatoru
nejméné 1 hodinu, nebo ve
vzduchovém inkubatoru
nejméné 2 hodiny.

« Tento krok zahfivani je nezbytny k
ziskani maximalniho mnozstvi DNA
a zajisténi trvalé deaktivace nukledz.
« Pokud véam to lépe vyhovuje, mlzete
vzorek inkubovat pfi 50 °C pfes noc.
« Inkubaci Ize provést kdykoli po
odebréni vzorku pred purifikaci DNA.
« Inkubace ve vzduchovém inkubatoru
se musi provadét déle, protoze
vyrovnani teploty je pomalejsi nez
u vodniho inkubdtoru.

Poznamka: MUze byt vhodnéjsi pouzit
vzduchovy inkubator, protoze zkumavky
Oragene/ORAcollect maji tendenci ve
vodni lazni plavat na hladiné. Pokud
musite pouzit vodni lazen, zajistéte, aby
¢ast zkumavky obsahujici vzorek zistala
ponofena ve vodé.

Tabulka 1
Vyrobek ¢. Hmotnost sady bez vzorku

0G-500/0GD-500/0OGR-500 6819
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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Preneste cely vzorek do 15 ml
centrifuga¢ni zkumavky (obr. 1).
Poznamenejte si jeho objem.

Obr. 1: Nez prejdete ke kroku ¢. 4,
ujistéte se, Ze byl cely vzorek inkubovdn
a prenesen do nové 15 ml centrifugacni
zkumavky, jak ukazuje ilustrace.

+ MUzete vzorek prelit nebo jej
premistit sklenénou nebo plastovou
pipetou.
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Kroky purifikace
4. Pridejte do zkumavky 1/25
objemu roztoku preplT-L2P a
promichejte vortexovanim po
nékolik sekund (obr. 2).

Obr. 2: Po priddni PT-L2P a
inkubovdni na ledu po dobu 10 minut
Jjiz vzorek nebude ciry, ale bude to
spise zakaleny roztok.

Poznamky
« Napf. ke 4 ml vzorku pfidejte 160 pl
roztoku preplT-L2P.
« Vzorek se zakali v dusledku srazeni
necistot a inhibitorG.

5. Inkubujte na ledu po dobu
10 minut.

« MUzete namisto toho inkubovat
vzorek pfi pokojové teploté, ale
odstranéni necistot tak bude
méné efektivni.

6. Centrifugujte 10 minut pfi
pokojové teploté s pouzitim co
nejvyssich otacek. Minimalni
odstrediva sila je 3 500 x g.

Supernatant

Peleta kalnych
necistot

Obr. 3: Po centrifugaci se na dné
zkumavky nahromadi kalny materidl.
Supernatant md byt viditelné Ciry.

Vyssi odstfediva sila snizuje mnozstvi
kalného materialu, ktery bude
prenesen do purifikované DNA (obr. 3).
Nez budete pokracovat, méli byste
ovéfit u vyrobce zkumavek, ze 15 ml
centrifugacni zkumavky jsou vici této
odstiedivé sile odoIné.

Delsi doba centrifugace (az 20 minut)
muZze byt pfinosna pro snizeni
zakalenosti (vysokd hodnota A3,g)
kone¢ného roztoku DNA.

7. Opatrné preneste pipetou
Ciry supernatant do nové
15 ml centrifugacni zkumavky.
Zlikvidujte peletu.

Nechejte ve zkumavce malé mnozstvi
supernatantu, abyste nenarusili
peletu.

Peleta obsahuje kalné necistoty.
Pokud ji nechténé narusite, je
zapotiebi zkumavku centrifugovat
zZnovu.
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Kroky purifikace Poznamky

8. Pridejte do ¢irého + DNA se bude srazet béhem miseni
supernatantu 1,2x objemu s ethanolem.

95% az 100% ethanolu v « Srazena DNA se muze jevit jako
pokojové teploté. Opatrné chomécek vlaken DNA (obr. 4) nebo
promichejte tak, ze zkumavku jako jemna srazenina, v zavislosti
10krat prevratite dnem vzhlru. | na obsahu DNA ve vzorku.

Obr. 4: Po priddni ethanolu se bude

srdZet DNA, coZ muze vést ke vzniku

viditelného chomdcku vidken.

9. Nechejte vzorek po 10 minut » Nedoporuc¢ujeme inkubaci pfi -20 °C,
stat pfi pokojové teploté, aby protoZe necistoty se mohou srazet
se DNA piné vysrazela. spolu s DNA.

10. Centrifugujte 10 minut pfi
pokojové teploté na co nejvyssi
moznou rychlost. Minimalni
odstrediva sila je 3500 x g.

11. Opatrné odeberte supernatant | « Supernatant mdze obsahovat

sklenénou nebo plastovou
pipetou a zlikvidujte jej.
Dejte pozor, abyste nenarusili
peletu DNA.

DNA miize byt
zachycena jako
nénos na sténé
zkumavky.

Opatrné odstrarite
supernatant
pipetou podél
stény zkumavky
protilehlé sténé,

nanizje
ndnos DNA.

DNA se také miize nahromadit
jako peleta na dné zkumavky.

Obr. 5: Pipetovaci $pickou muzete
opatrné poskrabat po vnitiku
zkumavky, abyste zjistili pfitomnost
ndnosu DNA.

necistoty a je nutno jej odstranit
€0 mozna nejuplnéji.
« Vysrézena DNA se bude nachazet
v podobé pelety na dné zkumavky
a mozna jako nanos na sténé
zkumavky (obr. 5).
Nénos DNA muze byt na sténé
zkumavky, kterd je vzdalenéjsi
od stfedu centrifugy.
Nénos muzete nalézt zkusmym
,poskrabanim”. Pfitomnost nanosu
DNA mUzete zjistit poskrabanim
pipetovaci $pickou po vnitini sténé
zkumavky. MiZze zde byt viditelny
néanos, jak ukazuje obr. 5.
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Kroky purifikace

12. Promyvani ethanolem:
Opatrné pfidejte do zkumavky
1 ml 70% ethanolu tak, abyste
nenarusili ndnos nebo peletu.
Nechejte stat pfi pokojové
teploté po dobu 1 minuty.
Opatrné zkumavku
pomichejte krouzivym
pohybem a odstrarite
vsechen ethanol tak, abyste
pfitom nenarusili nanos
nebo peletu.

Poznamky

« Je dllezité odstranit ze vzorku
viechen ethanol. Zbytek ethanolu
muze ovlivnit vysledky analyzy.
Dejte v3ak pozor, aby nebyla
narusena peleta nebo ndnos DNA.
K usnadnéni tplného odstranéni
supernatantu mulzete provést kratkou
centrifugaci (méné nez 1 minutu).
Pokud se po promyvani ethanolem
peleta oddéli, centrifugujte vzorek
PO 5 minut s pouzitim co mozna
nejvyssich otacek. Minimalni
odstrediva sila je 3 500 x g.

Kroky purifikace
15. Rehydrovanou DNA pieneste
do 1,5 ml mikrocentrifuga¢ni
zkumavky k uskladnéni.

Poznamky

13. U vzork( ze sady Oragene
provedte rehydrataci DNA
pridanim 0,2 mlaz 1 ml
roztoku TE a vortexujte vzorek
po dobu 30 sekund.

U vzorkd ze sady ORAcollect
provedte rehydrataci DNA
pfidanim 0,2 ml roztoku TE
a vortexujte vzorek po dobu
30 sekund.

Obr. 6: Vortexovdni vzorku po dobu
30 sekund vdm umozni ziskat DNA
zachycenou jako ndnos na sténé
zkumavky. DNA si udrzi vysokou
molekuldrni hmotnost.

Pokud potiebujete vyssi koncentraci
DNA, mUzete pouzit mensi objem
roztoku TE. Je nutno pouzit nejméné
200 pl roztoku TE.

Nadmérné vysuseni pelety (> 10 minut)
a pouziti méné nez 500 ul roztoku TE
mUZe ztizit rehydrataci (rozpousténi)
DNA a snizit tak jeji ziskané mnozstvi
nebo zplsobit, Ze bude kvantifikace
obtizna.

Vysrazena DNA se bude nachazet v
podobé pelety na dné zkumavky a
mozna jako nanos na sténé
zkumavky.

Abyste zajistili ziskani maximalniho
mnozstvi DNA, je nutno po pfidani
rozpoustédla DNA (roztoku TE)
vortexovat vzorek. Vortexovani zajisti
ziskani DNA zachycené jako nénos na
sténé zkumavky (obr. 6).
Vortexovani nezptlsobi stiihani DNA.

Volitelny krok:

a) Centrifugujte
rehydrovanou DNA pfi
pokojové teploté po dobu
15 minut pfi 15 000 x g.
Pfeneste supernatant do
nové 1,5 ml
mikrocentrifugacni
zkumavky, aniz byste
pfitom narusili peletu.

b

Povsimnéte si, Ze peleta obsahuje
nerozpustny kalny material.

« Abyste ziskali maximalni mnozstvi
DNA, zajistéte pred timto krokem
centrifugace Uplnou rehydrataci DNA
(krok ¢. 14).

Tento krok centrifugace zajisti
odstranéni veskerych zbytkd kalného
materialu ze vzorku DNA.

Pfi prenaseni ¢irého supernatantu
musite postupovat opatrné, abyste
nenarusili peletu.

16. Moznosti uchovavani plné
rehydrované DNA:
a) Dlouhodobé uskladnéni
v roztoku TE pfi teploté
-20 °C. Podle potieby
rozdélte na alikvotni ¢ésti.
b) Po dobu az 2 mésicliv

roztoku TE pfi teploté 4 °C.

Zmrazeni purifikované DNA v roztoku
TE mUze zpUsobit srazeni DNA. PFi
rozmrazovani zmrazené purifikované
DNA vénujte peclivou pozornost
rehydrataci, jak popisuje krok ¢. 14.

14. K zajisténi kompletni
rehydratace DNA inkubujte pfi
pokojové teploté pres noc a
pak vortexujte, nebo inkubujte
pfi teploté 50 °C po dobu
1 hodiny s obc¢asnym
vortexovanim.

NeUplna rehydratace DNA je pfic¢inou
nepresnych odhadl koncentrace
DNA a potencialni netispésnosti
downstream aplikaci, jako je PCR.

16 Vynikajici vzorky « Osvédcené provedeni
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Kvantifikace DNA

Fluorescencni metodou

Z hlediska kvantifikace mnozstvi dvouvldknové DNA (dsDNA) ve vzorku
DNA jsou analyzy pouzivajici fluorescen¢ni barviva specifi¢téjsi, nez méfeni
absorbance pfi zafeni o vinové délce 260 nm. Navrhujeme pouZivat komeréné
dostupné soupravy, jako je Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNA Assay Kit (Thermo
Fisher Scientific) nebo QuantiFluor® dsDNA System (Promega). Pfed pouzitim
DNA v kvantifika¢ni analyze ji mozna budete muset zfedit roztokem TE

v poméru 1:50.

Metodou méteni absorbance

Pokud se rozhodnete kvantifikovat DNA méfenim absorbance, doporucujeme,
abyste nejdfive pouzili v purifikovaném vzorku RNazu ke $tépeni
kontaminujici RNA, a pak odstranili fragmenty RNA vysrdZenim DNA

s pouzitim ethanolu. Podrobny protokol je popsan v materialu PD-PR-040,
Odstranéni RNA dvojim stépenim RNdzou.! Pamatujte, ze DNA ze vzorku

z Gstni dutiny zpravidla obsahuje znatelné vice RNA, nez kolik se ji nachazi

ve vzorcich krve. Nez budete nacitat hodnoty absorbance, ujistéte se, Ze je
alkoholem srazena DNA plné rozpusténa.

Faktor konverze: Hodnota absorbance 1,0 pti vinové délce 260 nm odpovida
koncentraci 50 ng/ul (50 pg/ml) ¢isté, dvouvlaknové DNA.

Ujistéte se, ze hodnoty absorbance jsou v linearnim rozsahu spektrofotometru.

naleznete v dokumentaci ke svému piistroji.

Odkazy
! Odstranéni RNA dvojim $tépenim RNézou. PD-PR-040. DNA Genotek.
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Metoda

1. Rozfedte 10pl alikvotni vzorek purifikované DNA zpracovany RNézou
s pouzitim 90 pl roztoku TE (1/10 zfedéni). Promichejte nasdvanim
a vypousténim obsahu pipetou. Pockejte, aZ zmizi bublinky.

2. Pouzijte roztok TE v kontrolni (prazdné) burice.
3. Meéfte absorbanci pfi vinovych délkach 320 nm, 280 nm a 260 nm.

4. Vypotitejte opravené hodnoty Ajgg a Ay odectenim hodnoty absorbance
pri vinové délce 320 nm (A3;0) od hodnot A,gy a Ajgp.

5. Koncentrace DNA v ng/ul = opravena hodnota Ay x 10 (faktor
fedéni) x 50 (faktor konverze).

6. Pomér Ajgp/Ajgo: Vydélte opravenou hodnotu Ajgy opravenou hodnotou Ajgy.

Priklad
1. Predpoklidejme, Ze naméfend hodnota Aszjyg = 0,025, Ayg = 0,175 a Apgp = 0,295

2. Koncentrace DNA nefedéného vzorku bude:
(Az60 - Azpg) x 10 [faktor Fedéni] x 50 [faktor konverze]
= (0,295 - 0,025) x 10 x 50
=0,270 x 10 x 50
=135 ng/ul neboli 135 pg/ml

3. Pomér opravenych hodnot A,g0/Azg0 bude:
(Az60 - A320) + (A280 - Az20)
= (0,295 - 0,025) + (0,175 - 0,025)
=0,270 + 0,150
=1,80
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Oragene:DNA a ORAcollect:-DNA nejsou na prodej ve Spojenych statech americkych.
Oragene-DISCOVER slouzi pouze k pouZiti ve vyzkumu, nikoli k diagnostickym postuptim.
Nékteré produkty spole¢nosti DNA Genotek nemusi byt dostupné ve vsech geografickych
oblastech.

Oragene, preplT, ORAcollect a DNA Genotek jsou ochranné znamky spolecnosti DNA Genotek Inc.
Vsechny ostatni zde uvedené znacky a nazvy jsou majetkem jejich pfislusnych vlastnikd.

Veskeré protokoly spole¢nosti DNA Genotek, jeji bilé knihy a poznamky k aplikaci jsou k dispozici
v sekci podpory na nasich webovych strénkdch www.dnagenotek.com.
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