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NanoDrop Lite - UzZivatelska prirucka

Pfistroj Thermo Scientific NanoDrop Lite je maly, samostatny UV spektrofotometr vyvinuty
specialné pro méfeni mikro-objemovych vzork( nukleovych kyselin a purifikovanych proteind.
Pristroj NanoDrop™ Lite je dodavan s predinstalovanym softwarem a je vyvinut pro pouZiti
bez pocitage. Pfistroj Ize pfipojit k dopliikové tiskarné pro tisk naméfenych hodnot.

Systém nanaSeni vzorku v pristroji NanoDrop Lite je totoZny se systémem pouZivanym v ostatnich
zafizenich NanoDrop: vyuZiva efektu povrchového napéti kapaliny drZici 1-2 pl objemu vzorku mezi
dvéma nerezovymi podstavci, které obsahuiji opticka viakna. Pfistroj pouZiva technologii LED (Light
Emitting Diode), NanoDrop Lite méfi absorpci vzorku pfi vinové délce 260 a 280 nm a koriguje
rozptyl svétla a ucinky pozadi pomoci svétla s referen¢ni vinovou délkou 365 nm. Hodnota A260 a
A280 se vypotitd s ohledem na vychozi absorbanci pfi vinové délce 365 nm. Timto zplsobem
poskytuje pfistroj NanoDrop Lite pfesné a reprodukovatelné méfeni pro mikro-objemové vzorky bez

potieby kyvety.

Pfi méfeni nukleovych kyselin (dSDNA, ssDNA a RNA) pfistroj NanoDrop Lite poskytuje informaci o
koncentraci pomoci méfeni absorbance pfi vinové delce 260 nm (A260) a Udaj o Cistoté vzorku
pomoci poméru A260/A280. Pfi méfeni vzork( purifikovanych proteint poskytuje NanoDrop Lite
informaci o koncentraci pomoci méfeni absorbance pfi vinové délce 280 nm (A280).



NanoDrop Lite User - UZivatelska prirucka

VSeobecnda bezpecnostni opatfeni

VSeobecna bezpeénostni opatfeni

OZNAMENI Ujistéte se, Ze se vechny osoby pracujici s timto pfistrojem nejprve seznamili
s mistnimi postupy a prostudovali bezpeénostni pfirucku.

POZOR Pii ovladani pfistroje s vyklopenym krytem je obsluhujici osoba vystavena ostrym
kovovym hranam pfistroje a jemnym optickym viakn(im. Odstranénim krytu pfistroje muze
byt divodem pro zruSeni zaruky.

POZNAMKA Piistroj NanoDrop Lite je dodavéan s napajecim zdrojem 6 V. PouZivejte pouze
napéjeci zdroj dodany s pfistrojem, jeho soucasti je napajeci kabel s uzemnénim. Napéjeci
kabel pfipojte do spravné uzemnéné zasuvky. PouZiti pistroje zplisobem, ktery neni
specifikovan vyrobcem miize poSkodit ochranou funkci dodavaného napéjeciho kabele a zdroje
napajen.

Napdjeci zdroj miiZze zUstat pfipojen k pFistroji NanoDrop Lite, pokud se pfistroj nepouziva. Kdyz je
pistroj do elektrické sité zapojen, ale nepouZiva se, spotfeba energie ¢ini cca 5 W a zdroje LED
Zarovek nejsou napéajeny. Vzhledem k tomu, Ze NanoDrop Lite neni vybaven vypinatem napajent,
doporuduje se, aby byl umistén v misté se snadnym pfistupem k napéjeci zasuvce pro moznost
snadného odpojeni.

Zakladni ovladani pristroje

NanoDrop

Instalace

2 NanoDrop Lite

{p

-

6VDC 18W

Externi napajeni

Thermo Scientific
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NanoDrop Lite User Guide
VSeobecna bezpecnostni opatfeni

Obr 2. Levy boéni pohled

Indikétor napéjeni

Port pro pfipojeni
zakaznického USB zafizeni

Pouze pro tovarni pouZziti

n.-l Priklad pamétového média pro uZivatelska data

Obr. 3. Pohled zespoda

——— Konektor pro pfipojeni k volitelné externi tiskarné

-
-0

CE Stitek se sériovym &islem
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NanoDrop Lite - UZivatelska pfirucka
Z&kladni ovladani pfistroje

Ovladani klavesnice
Obr. 4.  Z&kladni funkce obrazovky

Thermo
. Ikona Autoprin On
| Ikona Baselinecorrect Off
< 3
m—— Oznamovaci panel
Home | Blank Measure. Tagitkové funkce
—— Tladitka
Tlacitko Funkce
*Po stisknuti iniciuje prisluSnou funkci
uvedenou nad tla¢itkem
Funkce se méni v zavislosti na obrazovce
«Sipky fidici smér kurzoru
Select *Pfijmuti zadanych nebo vybranych hodnot
Postup k dalSimu parametru nebo na zékladni obrazovku /Home/
Home *Névrat do hlavniho menu
Blank Zahéjeni méfeni blanku
Measure Zahajeni méfeni vzorku
Change *Umoziuje uzivateli zménit nastaveni
Back <Navrat na predchozi obrazovku
Menu pro volbu nabidky
Obr 5. Domovské obrazovka
Thermo Home
RNA
Protein
Tools & Settings
Sleep
-~ v Select

4NanoDrop Lite Thermo Scientific



NanoDrop Lite User Guide
NanoDrop Lite Basic Operation

DNA
dsDNA faktor = 50
ssDNA faktor = 33
RNA
RNA faktor = 40
Protein
Protein (1A/cm = 1 mg/ml) V¥chozi referenéni nastaveni
Protein (IgG) E1%=13,7
Protein (BSA) E1%=6,7
Nastroje a Nastaveni Funkce
Obr 6. Obrazovka "Tools & Settings"
Therme  Tools & Settings
System Info
Reset Sample ID
Calibration Check
Diagnostics
Sample History
Home a v Select
Nastaveni
Autoprint: On/Off «Off je vychozi stav.

*Pokud je vybrana funkce Autoprint On
a NanoDrop Lite je pfipojen k
tiskarné,  vytiskne  se  Stitek
automaticky pfi kazdém méfeni.

«Stitky se automaticky nevytisknou,
pokud je zvoleno Autoprint Off.

Baseline correct; On/Off +On je vychozi stav.
+ Doporucuje se ponechat funkci
Baseline correct nastavenou na On.
* Pokud je funkce Baseline correct
nastavena na Off, pfistroj nebude
pouzivat korekci pfi 365 nm.

Date & Time « Tovarni nastaveni datumu a ¢asu je pro
Casové padsmo Eastern Standard
Time pouzivané v USA.
* Pii instalaci pfistroje se ujistéte, Ze je
nastaven datum a €as pro mistni
¢asové pasmo.

Thermo Scientific NanoDrop Lite 5
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NanoDrop Lite - UZivatelska pfirucka
Zakladni ovladani pristroje

Nastroje a Nastaveni

Systémové informace

Funkce

Product

NanoDrop Lite

Serial Number
Firmware Version

«|dentifikace pristroje - sériové &islo
+VVerze nainstalovaného firmwaru

Cal. Check Date

«Datum kdy byla provedena posledni
kalibrace pfistroje NanoDrop

Reset Sample ID

Reset Sample ID? Yes/No

*Pokud je zvolena funkce Yes, pfistroj
obnovi &islovani identifikaCni €islo vzorku
(ID) zpétna #1.

Calibration Check

Ovéfi zda jsou vinové délky v ramci
tolerance pfistroje

+Doporucuje se provadét kalibracni
kontrolu podstavce kazdych Sest
mésic, aby se ovéfilo, zda pfistroj
pracuje v ramci specifikace

New Cal. Check

*Postupuijte podle pokyn( na obrazovce -

provedte novou kontrolu kalibrace pomoci kalibraéniho roztoku CF-1.

race piistroje

*Pro podrobnéjsi informace viz kontrola kalib-

View Previous Cal. Check

kontroly

*Zobrazi se data z posledni kalibraéni

Diagnostics

*Postupujte podle pokynd na ob-
razovce. Diagnostika kontroluje vy-
stup LED a zajiStuje, aby senzor
ramena a podstavce fungovaly
Spravné.

«Vysledky testu budou vyhovél/ne-

Sample History

vyhovél

« Zobrazi pfedchozi méfeni

*Moznost tisku.

NanoDrop Lite

*Pamét pfistroje uchovava data

pro 500 vzorkd. Po vyCerpani paméti dojde
k cyklickému pfepisu dat tj. data vzorku s
poradim # 501 prepiSou data vzorku s
pofadim # 1

Thermo Scientific



NanoDrop Lite User Guide
Nucleic Acid Measurements

Sleep Function

*Pokud je vybrana funkce Sleep, zob-

razi se, pristroj pfejde do reZzimu nizké

spotfeby.

*Obrazovka zhasne a modra LED pod
klavesnici zacne pulzovat.

Chcete-li pristroj probudit, stisknéte Ii-

bovolné tlagitko nebo zvednéte ra-
meno pristroje.

Zaklady méreni

Vzorek o objemu 1-2 ul se pipetuje pfimo na spodni podstavec. Zdrojoveé (vysilajici) optické vlakno
je umisténo v dolnim podstavci, zatimco pfijimajici viakno je zabudovano v hornim podstavci a ra-

meni pristore. Svétlo vyzarfované LED diodami prochazi vzorkem a méfeni se absorbance kiemi-

kové fotodiody.

Zvednéte rameno pfistroje a napipetujte vzorek do spodniho podstavce.

1. Spustte rameno pfistroje a zahajte méfeni.
Sloupec vzorku se automaticky natahne mezi horni a dolni podstavec a provede se méfeni.
Pro vizualni kontrolu vytvofeni sloupce vzorku slouZi otvor na bocni strané ramane pristroje
NanoDrop Lite.

2. Po dokonceni méfeni zvednéte rameno pfistroje a otfete vzorek z horniho i spodniho podstav-
ce pomoci nebavinéného laboratorniho ubrousku.

Tip Utirani suchym laboratornim ubrouskem je dostatecné k zabranéni pfenosu
vzorku do néslednych méfenich.

Méreni nukleovych kyselin

Pomoci spektrofotometru NanoDrop Lite Ize snadno zkontrolovat koncentaci a €istotu vzork( nuk-
leovych kyselin. Pro méfeni vzorkl nukleovych kyselin (dsDNA, ssDNA a RNA) vyberte pfisluSnou
aplikaci ze zékladni obrazovky Home screen

Provedeni méreni

1. Vyberte prisluSnou aplikaci (DNA nebo RNA) ze zakladni obrazovky Home screen.
Pro méfeni DNA zvolte dsDNA nebo ssDNA.

2. Postupem podle instrukci na obrazovce pfipravte blank napipetovanim 1-2 ul blankovaciho roz-
toku na spodni podstavec pfistroje, sklopte rameno pfistroje a stisknéte Blank.

3. Po dokon¢eni méfeni zvednéte rameno pfistroje a utfete pufr z horniho a spodniho podstavce
pomoci suchého laboratorniho ubrousku.

Thermo Scientific NanoDrop Lite 1



NanoDrop Lite User Guide
Méfeni nukleovych kyselin

4. Potvrdte Blank napipetovanim ¢erstvého roztoku blankovaciho pufru na spodni podstavec,
spusté rameno pfistroje a stisknéte Blank.

5. Po dokon&eni méfeni zvednéte rameno pfistroje a utfete pufr z horniho i spodniho podstavce
pomoci suchého laboratorniho ubrousku.

6. Zméfte vzorek napipetovanim 1-2 ul vzorku na spodni podstavec, sklopte spodni rameno
pfistroje a stisknéte Measure.

7. Otfete horni a dolni podstavec suchym laboratornim ubrouskem, pfistroj je poté pfipraven k
méfeni dalSiho vzorku.

Poznamka Pro kaZdé méfeni pouZijte novou alikvotni ¢ast vzorku.

Obrazovka méfeni nukleovych kyselin
Obr 7. Obrazovka méfeni vzorku

Thermo

Home

dsDNA (Factor: 50)

A260 (10 mm): 9.571
A260/A280: 1.86

478.5 nglul

Blank

#1

T8 How 2811 14:16:82
Elank: I8 MHow 2811 14:14:44

I Aplikace

— Cislo vzorku
—— Absorbance
— Pomeé Cistoty vzorku
— Koncentrace

Cas a datum kdy bylo
provedeno méfeni
vzorku a blanku

Measure

Vypocty pro méfeni nukleovych kyselin

NanoDrop Lite

Pfistroj NanoDrop Lite by se mél pouZivat pro méfeni koncentrace purifikovanych vzorkd nukle-
ovych kyselin. Pfimé méfeni koncentrace nukleové kyseliny pfedpoklada vycistény vzorek, pro-
toze ve vypodtu koncentrace nukleové kyseliny je zahrnuta veSkera absorbance pfi 260 nm.
PfenaSeni nukleotidd, primer(, purifikovanych ¢inidel a bunééného materialu do méreného vzorku
nukleové kyseliny nadhodnoti vyslednou koncentraci nukleové kyseliny.

Pro kvantifikaci nukleové kyseliny se vyuziva modifikovany Lambert-Beer(v zakon pro pouZiti kon-
verzniho faktoru s jednotkami ng-cm/pl. Pro vypocty nukleovych kyselin se pouZiva nasledujici
modifikovany Lambert-Beertv zakon:

Thermo Scientific



NanoDrop Lite User Guide
Mgéfeni proteinti

c=(A*CF)
kde

¢ = koncentrace nukleové kyseliny ng/ul

A = absorbance vzorku
CF = konvezrni faktor v ng-cm/ul

| = optické délka v cm

Obecné uzivané konverzni faktory pro nukleové kyseliny:
+ dvojita Sroubovice DNA: 50 ng-cm/ul
+ jednoduché Sroubovice DNA: 33 ng-cm/ul
* RNA: 40 ng-cm/ul

Tabulka 1. Rozsah méfeni koncentrace nukleovych kyselin

detekce tekce (100p + SD = ngfl; CV=5)
dsDNA 4,0 ng/pl 1500 ng/pl 4,0 - 100 ng/pl: +/- 2 ng/ul
>100 ng/pl: +/- 2%
ssDNA 2,6 ng/pl 990 ng/ul 2,6 - 66 ng/ul: +/- 1,3 ng/pl
>66 ng/pl: +/- 2%
RNA 3,2 ng/pl 1200 ng/pl 3,2 - 80 ng/pl: +/- 1,6 ng/ul

>80 ng/pl: +/- 2%

Poznadmka Uvedend absorbance je normalizovana na délku drahy 1,0 cm (10,0 mm) pro
vSechna méfeni.

Méreni proteind

Provedeni méreni

Thermo Scientific

Pomoci spektrofotometru NanoDrop Lite Ize méfit vzorky purifikovanych proteind. Pro méfeni kon-
centrace vzorku s proteinem vyberte aplikaci Protein na zakladni obrazovce pfistoje /Home
screen/ a vyberte vhodny typ €ipu (LA/cm =1 mg/ ml, IgG nebo BSA).

1. Zvolte Protein na zakladni obrazovce /Home screen.
2. Vyberte vhodny typ &ipu: 1A/lcm=1mg/ml, IgG, nebo BSA.

3. Postupem podle instrukci na obrazovce pfipravte blank napipetovanim 2 ul blankovaciho roz-
toku na dolni podstavec, sklopte rameno pfistroje a stisknéte Blank.

NanoDrop Lite 9



NanoDrop Lite User Guide

Méfent protein(

4. Po dokonceni méfeni zvednéte rameno pristroje a utfete pufr z horniho i spodniho podstavce
pomoci suchého laboratorniho ubrousku.

5. Potvrdte Blank napipetovanim €erstvého roztoku blankovaciho pufru na spodni podstavec,
spusté rameno pristroje a stisknéte Blank.

6. Po dokonceni méfeni zvednéte rameno pfistroje a utfete pufr z horniho i spodniho podstavce
pomoci suchého laboratorniho ubrousku.

7. Zméfte vzorek napipetovanim 2 pl vzorku na spodni podstavec, sklopte rameno pfistroje a
stisknéte Measure.

8. Otfete horni a dolni podstavec suchym laboratornim ubrouskem, pfistroj je poté pfipraven k
méfeni dalSiho vzorku.

Poznamka Pro kazdé méfeni pouZijte novou alikvotni ¢ast vzorku.

Pfi praci se vzorky proterind se doporu¢uje pouZit 2 pl objemu vzorku, aby se zajistilo vytvoreni
sloupce kapaliny mezi hornim a spodnim podstavcem piistroje. To plati zejména pro
koncentrované vzorky nebo vzorky obsahujici detergenty. Viz "PoZzadavky na objem vzorku" na

strané 13.

Obrazovka méfeni proteind

Figure 8. Obrazovka méfeni vzorku
Thermo &
Sty IgG F1% =137y | Aplikace
#3 Cislo vzorku
AZBD (10 mm): 9-622 — Absorbance
7.023 mgfml . Koncentrace
14 Dec 2E11 @2:@Eg:51 1 Cas a datum kdy
Blank: 14 Dec ZE11 @A2:62:64
bylo provedeno
méfeni vzorku a
Home Blank Measure blanku

Vypoéty pro méfeni proteind
Proteiny, na rozdil od nukleovych kyselin, vykazuiji znanou rozmanitost. Aplikace Protein A280 je
indikovana pro purifikované proteiny, které obsahuji zbytky Trp, Tyr nebo Cys-Cys disulfidové vaz-
by a vykazuiji absorbanci pfi 280 nm. Aplikace Protein A280 méfi absorbanci vzorku pfi vinové dél-
ce 280 nm (A280) a vypocita koncentraci (mg / ml) za pouZiti zvoleného extinkéniho koeficientu.
Aplikace Protein A280 nevyZaduje vygenerovani standardni kfivky.

10
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NanoDrop Lite User Guide
Méfeni proteint

Pfistroj NanoDrop Lite by se mél pouZivat pro méfeni koncentrace purifikovanych vzorkd proteind.

PFimé méfeni koncentrace proteinu pfedpoklada vycistény vzorek, protoze ve vypoctu koncentrace
proteinu je zahrnuta veSkera absorbance pfi 280 nm. PfenaSeni startovacich latek, purifikovanych

¢inidel a bunééného materialu do méfeného vzorku proteinu bude mit za nasledek nepfirozené vy-
sokou vyslednou koncetraci analyzovaného proteinu.

Pro kvantifikaci nukleové kyseliny se vyuziva Lambert-Beer(v zakon:
c=A/l¢&

kde
¢ = koncentrace proteinu

A = absorbance vzorku
¢ = specificky extinkéni koeficient proteinu

| = optick& délka v cm

Dostupné moZnosti méfeni specifické koncentrace proteinu:

1A/cm = 1 mg/ml: Obecné referenéni nastaveni zaloZzené na 0,1%-nim (1 mg/ml) roztoku proteinu,
ktery zpusobuje absorbanci pfi 280 nm 1,0 A (pfi délka drahy je 10 mm resp. 1 cm). Toto je vychozi
nastaveni pro aplikaci Protein.

IgG: referenéni protein Imunoglobulin G. Koncentrace proteinu ve vzorku se vypoéitavaji za pouZiti
extinkéniho koeficientu s hodnotou 13,7 pfi vinové délce 280 nm pro 1%-ni (10 mg/ml) roztok IgG.

BSA: referen¢ni protein albumin séra skotu (BSA). Koncentrace proteinu ve vzorku se vypoCitavaji za
pouZiti extinkéniho koeficientu s hodnotou 6,7 pfi vinové délce 280 nm pro 1%-ni (10 mg/ml) roztok
BSA.

Tabulka 2. Rozsah méfeni koncentrace proteint

Extinkéni Dolni mez Horni mez Typicka reprodukovatelnost
Koeficient detekce detekce (10 opakovani, SD = mg/ml; CV=%)

1Abs=1 mg/ml 0,08 mg/ml 30 mg/ml 0,08 - 2 mg/ml: +/- 0,04 mg/ml
>2 mg/ml: +/- 2%

BSA 0,12 mg/ml 45 mg/ml 0,12 - 3 mg/ml: +/-0,06 mg/ml
>3 mg/ml: +/-2%

IgG 0,06 mg/ml 21 mg/ml 0,06 - 1,4 mg/ml:+/-0,03 mg/ml
>1,4 mg/ml:+/-2%

Poznamka Uvedena absorbance je normalizovana na délku drahy 1,0 cm (10,0 mm)
pro vSechna méfeni.

Thermo Scientific NanoDrop Lite 1"
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Pfenos dat z pfistroje do pocitace

Prenos dat z pfistroje do poéitace

Pristroj NanoDrop Lite ma kapacitu pro ulozeni 500 méfeni, které uklada do vnitfni paméti. Méreni
zahrnuije vzorky, blanky a konfirmace blanku. K prenosu téchto méfeni z pfistroje do pocitace je
mozZnou pouZit pamétové zafizeni USB a data archivovat nabo vyuZit pro dalSi analyzy.

Obsazeny software pfistroje NanoDrop Lite nepodporuje pfipojeni NanoDrop Lite k externimu
pevnému disku. Pro pfenos dat je mozno pouZit pamétove zafizeni USB (pamétové Karty).

Po vloZeni USB zafizeni se zobrazi tyto moZnosti:
Obréazek 9. Funkce pro USB

Thermo USB Operations

Save Diagnostics
Save Cal. Check

Back - hdl Select
Oznaéeni funkce Funkce
Save Data UloZi vSechna data, kter jsou momentalné

ulozena v interni paméti pfistroje do pamétového zafizeni USB.

Save Diagnostics K Gdajd o méfeni vzork( pfipoji diagnosticka
data a uloZi je do pamétoveho zafizeni USB.
Save Cal. UloZi data posledni kalibraéni kontroly

do pamétového zafizeni USB.

Data z anlyzy vzorku se automaticky ukladaji do pristroje. Pro pfenos dat z pfistroje, pfipojte pamé-
tové zafizeni USB a vyberte moznost Save Data (ulozit data) z nabidky ovladani USB média. Da-
tovy soubor Ize prenést do pocitace a otevfit v aplikaci Microsoft Excel®. Volba Save Data se ob-
jevi pouze po vioZeni zafizeni USB.

Je-li pfipojeno pamétové zafizeni USB, zobrazi se na z&kladni obrazovce pfistroje
moznost Save (uloZit).

12 NanoDrop Lite Thermo Scientific



NanoDrop Lite User Guide
Uzite¢né informace pro méfeni vzorku

Obrazek 10. Funkce Save (ulozit) na zakladni obrazovce

Thermo Home

DNA

RNA

Protein

Tools & Settings
Sleep

. v Select

Pomoci funkce Save (uloZit) na zakladni obrazovce se vratite do nabidky funkci pro USB za-
fizeni viz obrazek 9.

UPOZORNENI Do pfistroje se ulozi 500 méfeni, tato méfeni je mozo kdykoliv pfenést do
pamétového zafizeni USB. Po vyéerpani paméti dojde k cyklickému pfepisu dat tj. data
vzorku s pofadovym éislem # 501 prepiSou data s pofadovym éislem # 1.

UZiteéné informace pro méfeni vzorka

PoZadavky na objem vzork

Thermo Scientific

Objem vzorku je duleZity, protozZe je nezbytné, aby se vlivem povrchového napéti kapaliny vytvoril
dokonaly sloupec kapalného vzorku, ktery utvori pfemosténi mezi hornim a spodnim podstavcem
pfistroje.

Dominantnim faktorem ovliviiujicim povrchové napéti nanesené kapky jsou vodikove vazby, které se
uplatriuji v molekulach vody v roztoku. Obecné plati, Ze vSechny roztoky (vEetné bilkovin, DNA, RNA,
pufrd a detergentd) mohou sniZovat povrchové napéti interferenci s vodikovymi vazbami mezi
molekulami vody. | kdyZ objem vzorku o velikosti 1 pl je vétSinou pro méfeni vzorkd dostatecnny,
VetSi objem 2 yl zajisti spravné vytvoreni sloupce vzorku s nizkym povrchovym napétim.

To plati zejména pfi praci s proteinovymi vzorky, které mohou obsahovat detergenty. Takové vzorky
nevytvofi "kapku" na podstavci, ale maji tendenci rozprostfit se po méfici ploSe. Aby se zajistilo, Ze
kapalnym vzorkem dojde ke spravnému propojeni podstavcd, je optimalni pouZit objem 2 pl.

Vzorky bilkovin, zejména pokud obsahuji detergenty, jsou vystaveny tvorbé bublin. Pfi pipetovani na
podstavec je nutna zvySena pozornost, aby se zamezilo vzniku bublin, které by ovlivnily svételnou
drahu spektrofotometru.

Na zékladé zkuSenosti se ukazuje, Ze nasledujici objemy jsou dostate¢né pro zajiSténi reprodukova-
telnosti méfent:

- vodni roztoky nukleovych kyselin: 1 pl
- vodni roztoky purifikovaného proteinu: 2 pl

NanoDrop Lite 13



NanoDrop Lite User Guide
UZite¢né informace pro méfeni vzorkd

Nejlepsi je pouZit pfesnou pipetu (0-2 pl) s pfesnymi Spi¢kami, aby bylo zajiSténo dostatecné
vytvoril poZadovany objem (1 ul) na spodnim podstavci pfistroje. Pokud uZivatel nezna
charakteristiky vzorku nebo pfesnost pipety, doporuuje se aplikovat objem vzorku 2 l.

Pfesnost méreni vzorku a reprodukovatelnost méreni

Heterogenita vzorku nebo roztoku a/nebo pretrZeni kapalného sloupce mize vést k chybnym ne-
bo nereprodukovatelnym vysledkdm. Pro zajiSténi pfesnych a reprodujkovatelnych mérfeni postu-
pujte podle niZe uvedenych doporuceni:

« Ujistéte se, aby byly povrchy podstavcl Cisté. PrestoZe druhé méreni blanku je uréeno k elimi-
naci "faleSnych blankd", které jsou zptsobeny zbytky vysuSeného vzorku na podstavcich,
mUZe Spinavy podstavec (znec€iStény zaschlym vzorkem) zpGsobit chybné hodnoty namé-
fené absorbance (dokonce v zapornych hodnotach) a chybnou sytost signalu. Dobrou praxi
je vydistit povrchy podstavc vygistite deionizovanou vodou pfed zahajenim méfeni.

Pozndmka NepouZivejte stficku nebo sprejovou lahvicku s deionizovanou vodou.

 PouZzijte vzorku o objemnu 1,5-2 ul. Pokud se nesformuje spravny sloupec kapaliny vzorku,

mazZe dojit k neocekdvanym vysledki méfeni. Proto béhem méfeni kontrolujte vizuéiné
kapalny slopec. Také proteiny a roztoky obsahujici povrchové aktivni latky jsou znamy tim, Ze
"oddéluji" povrchy podstavce tak, Ze se nestvofi dokonaly mustek. Pokud nastane tato
situaoce, pouZite pro rekondici podstavcl Cistici sadu Thermo Scientific Pedestal
Reconditioning Compound (PR-1). DalSi podrobnosti naleznete v ¢asti "Rekondice" na strané
25.

+ Vzorky DNA o vysoké molekulové hmotnosti zahfejte na teplotu 55 ° C a jemné vortexujte
(promichejte) pfed méfenim. Vzhledem k malym objemdm, které k analyze vyuZiva pfistroj
NanoDrop Lite, je to dlleZité zajistit homogenitu méfeného vzorku. ZkuSenosti ukazuii, ze
vzorky obsahujici velké molekuly jako je genomova DNA nebo lambda DNA, jsou zvI&sté cit-
livé na heterogenitu.

* Ujistéte se, Ze jste pfed méfeni vzorku pouZily ¢erstvy kontrolni blankovaci roztok (druhy blank).

* Zkontrolujte, zda ma blank a roztok pufru stejnou hodnotu pH a iontovou silu. Nékteré pufry ab-
sorbuji v oblasti UV spektra, proto je dileZité pfistroj blankovat stejnym roztokem (idealné
pufrem ze stejné zasobni lahve) ve kterém je vzorek rozpustén.

+ Zkontrolujte, zda vzorek neni pfilis zfedény nebo pfilis koncentrovany. Analyzovanim vzorkd v
dosahujicich mezni hodnoty detekce se projevi proménénlivymi vysledky méfeni. Detekéni li-
mity jsou definovany v tabulce 1 a tabulce 2.

14 NanoDrop Lite Thermo Scientific



NanoDrop Lite User Guide
Uzite¢né informace pro méfeni vzorku

* Potvrdte, Ze pfistroj pracuje v ramci specifikaci s CF-1. CF-1 je kalibra¢ni standard koncent-

rovaného dichromanu draselného dostupny od fy. Thermo Fisher Scientific a jeho distributor(.
Doporucuje se, aby se kontrola kalibrace provadéla kazdych Sest mésicl s novou lahvickou
CF-1, ktera zajistuje spravnou funkci pfistroje dle specifikaci.

Homogenita vzorku

Vzorkovani z heterogennich roztok(, zejména pokud se pouZivaji malé objemy, mize mit za nasle-
dek Spatnou reprodukovatelnost dat bez ohledu pouZité technologii pouZzité pro méfeni. Genomicka
DNA, lambda DNA a viskozni roztoky vysoce koncentrovanych nukleovych kyselin nebo protein(
jsou béZnymi priklady, které vyZaduiji pe€livou pozornost, aby se zajistila homogenita pfed odbé-
rem vzorkd. Proteiny jsou podrobeny denaturaci, sraZeni a agregaci, a proto vyZaduji specialni za-
chézeni k zajisténi homogenity pred odbérem vzorku.

Nezadouci prenos (kontaminace) vzorku

Pomeér A260/A280

Thermo Scientific

Utirani horniho a spodniho podstavce €istou suchou laboratorni utérkou postacuje k odstranéni
neZadouciho pfenosu (kontaminaci) mezi vzorky liSicich se koncentraci aZ o tfi fady.

Néktefi vyzkumnici mohou zjistit shodny pomér A260/A280 pokud prejdou ze spektorfotometru se
standardni kyvetou na pfistroj NanoDrop Lite. Tfi hlavni pficiny jsou:

Zmeéna kyselosti vzorku - malé zmény pH roztoku zplsobi zménu poméru A260/A280'. Kyselé
roztoky budou podhodnocovat pomér A260/A280 o 0,2-0,3, zatimco zakladni roztok bude nad-
hodnocovat tento pomér o 0,2-0,3. Pfi srovnavani pfistroje NanoDrop Lite s jingmi spektrofotometry
je dalezité zajistit, aby pH nezfedéného vzorku zméfenéno pomocni pfistroje NanoDrop Lite bylo
stejné pH jako zfedéného vzorku zméfeného na prislusném jiném spektrofotometru.

Presnost vinové délky spektrofotometrd - | kdyZ absorbance nukleové kyseliny pii 260 nm ma
obecné plochy prabéh, absorbanéni kfivka pfi 280 nm je pomérmé strmé sklonénd. Mirny posun v
pfesnosti vinové délky bude mit velky vliv na poméry A260/A280. Napfiklad posun o + 1 nm v
pfesnosti vinové délky bude mit za nésledek zménu poméru A260/A280 o hodnotu +0,2. Vzhledem
k tomu, Ze mnoho spektrofotometr( ma dle uvadéné specifikace pfesnost 1 nm, je mozné pfi mé-
feni stejného vzorku nukleové kyseliny na dvou riiznych spektrofotometrech, které maji specifi-
kovanou stejnou pesnost vinové délky, zjistit rozdil v méfeni az 0 0,4 v poméru A260/A280.

L William W. Wilfinger, Karol Mackey, and Piotr Chomczynski, Effect of pH and lonic Strength on the
Spectrophotometric Assessment of Nucleic Acid Purity: BioTechniques 22:474-481 (March 1997)
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Pouziti NanoDrop Lite s doplAujici tiskarnou

Rozdil v poméru A260 / A280 je dulezity pfi porovnavani méfeni provadénych pomoci pfistroje
NanoDrop Lite s méfenimi provadénymi na jinych spektrofotometrech. Pfistroj NanoDrop Lite vyu-
Ziva zdroje LED svétle se stfedem o vinovych délkach 260 a 280 nm. Vybér kvalitnich LED a (z-
kopasmovych filtrli zajiStuje nejvysSi presnost vinovych delek. Pristroj NanoDrop Lite neobsahuje
Zadné pohyblivé ¢asti a nevyZaduije kalibraci vinové délky.

Mixovani nukleotidi ve vzorku - Pét nukleotidd, které obsahuji DNA a RNA, vykazuije velmi roz-
dilné poméru A260/A2802. Hodnoty poméru A260/A280 samostatné (nezavisle) méfenych nukleoti-
du jsou nasledujici:

Adenin: 4,50
Cytosin: 1,51
Guanin: 1,15
Thymin: 1,47
Uracil: 4,00

Vysledny pomér A260/A280 pro zkoumanou nukleovou kyselinu bude pfiblizné stejny jako vazeny
pramér poméri A260/A280 pro pfitomné ¢tyfi nukleotidy. Je duleZité poznamenat, Ze obecné ak-
ceptované jsou hodnoty poméru 1,8 a 2,0 pro DNA a RNA. Skute¢ny pomér vSak bude zaviset na
slozeni nukleové kyseliny.

Poznamka RNA bude mit typicky vySSi pomér A260/A280 kvali vy3Simu poméru Uracilu ve
srovnani Thyminem.

Vliv odparovani a pouziti rozpoustédel

Pro kazde méfeni by se méla byt pouZit novéa alikvotni ¢ast zkoumaného vzorku. Odpafeni vzorku
v prGbéhu méficiho cyklu ma obvykle minimalni vliv hodnotu zméfené absorbance a mdze vést k
1-2% zvySeni koncentrace vzorku. Opakované méfeni na stejném alikvotu vzorku v3ak povede ke
zvySeni koncentrace a/nebo pretrzeni kapaleného sloupce vzorku. Vysoce tékava rozpoustédia,
jako je hexan, se pravdépodobné odpafi neZ dojde k dokonCeni méfeni. Méné tékava
rozpoustédla, jako je DMSO, se mohou Uspé3né pouZit.

Pouziti pristroje NanoDrop Lite s doplfiikovou tiskarnou

16 NanoDrop Lite

% Pripojte pfistroj NanoDrop Lite k tiskarné
1. Zkontrolujte, zda je napajeci zdroj odpojen od pfistroje NanoDrop ™ Lite i od tiskarny.

2. Pevné zatlacte pfistroj na zakladnu tiskarny, jak je znazornéno.
Po spravném nasazeni dojde k zapojeni pfistroje do tiskarny. PFistroj NanoDrop Lite je nyni
napéjen pomoci tiskarny.

Z L eninger, A. L. Biochemistry, 2nd ed., Worth Publishers, New York, 1975

Thermo Scientific
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Obréazek 11. Pipojent pfistroje NanoDrop Lite k tiskarné

< Termo Nawopy ‘
y
. - konektor pFistroje NanoDrop Lite

< VloZeni papiru do tiskarny
3. Ujistéte se, Ze je pfistroj spravné ukotven (dokovan) v tiskarné.
Tiskarna nebude fungovat podokud NanoDrop Lite nebude spravné ukotven.

4. Zapojte napajeci kabel do tiskarny a nechte pfistroj NanoDrop Lite spustit.

Obréazek 12. zadni pohled

Drzak role papiru Role papiru

Kotoué

1
=
4

d

Napéjeci zdroj

5. Rozbalte roli papiru, vloZte kotou€ a nastavte roli papiru pfimo za tiskarnou dle orientaci zob-
razené na ikoné, ktera je zobrazena na boéni strané drzaku papiru.

Papir by mél vychazet z valce smérem ke vstupnimu otvoru.

Thermo Scientific NanoDrop Lite 17
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Obrazek 13. Drzak papiru

Q@ am

P

6. KdyZ uslySite pohyb mechanismu podavani papiru a na pristroji NanoDrop Lite se objevi za-
kladni obrazovka, tiskarna je pfipravena na vloZeni papiru; zatladte konec papiru do slotu pro
podavani papiru umisténém na zadnim krytu tiskarny.

Papir je spravné vloZen, pokud ho zachyti mechanismus tiskové hlavy a papir vyjde ze slotu v
horni Casti tiskarny.

Obrazek 14. Viozeni papiru

7. VloZte roli papiru (na kotouci) do drzaku papiru.

8. Stisknéte Feed na z&kladni obrazovce pfistroje pro posunuti papiru.

Obrézek 15. Na obrazovce se objevi volba Feed, pokud je pfistroj ukotven (dokovan) v
tiskarné.printer

Therme  Home

RNA

Protein

Tools & Settings

Sleep
</|= d) - v Select
\_Fee elec
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Tip UZite¢né tipy pro instalaci papiru

«Papir drZte vycentrovany, kdyZ jej vkladate do slotu na zadni strané
tiskarny.

*Pfi zasouvani papiru jej uchopte so co nejblize u tiskarny.

*Po spravném vloZeni papiru uslySite zvuk tiskarny, v tomto mo-
menté zatlacte na papir v podavadi.

*Pokud nedojde ke spravnému vloZeni papiru, ohnéte maly kus roht
papiru a znovu se pokuste papir zaloZit.

Odstranovani probléma s podavanim papiru
Pokud se papir nevsune spravné (papir nevystoupi z horni ¢asti tiskarny), vyjméte papir z tiskarny
a opakuijte kroky 3 az 6.
< Odstranéni papiru z tiskarny
1. Odpojte napajeci zdroj od tiskarny.

2. Odstrarite panel ze zadni ¢asti tiskarny stisknutim dvou uvoliiovacich tlagitek na obou
stranach drzakd papiru sou¢asné s vytazenim panelu smérem nahoru.

Obréazek 16. Umisténi uvolfiovaciho tladitka

Uvolnovaci tladitka

o »

[ & 31

=
Thermo  wicisw
..........

NanaDrop Lite Printer

Po odstranéni panelu se na pravé strané vale¢ku zobrazi zeleny kolébkovy spinad.
3. Stisknéte spinac pro uvolnéni papiru (viz Tisk obalek).

4. Lehce vytahnéte papir z tiskarny.

Thermo Scientific NanoDrop Lite 19
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Obréazek 17. Umisténi kolébkového spinage

Kolébkovy spina¢

5. Zatlacte zeleny pfepina¢ nahoru do vodorovné polohy, jakmile je papir vyjmut.

Tip Pred zaklapnutim panelu se ujistéte, zda jste spina¢ pfepnuli do horizontélni polohy.

6. Zacvaknéte zadni panel ha misto.

7. Cheete-li znovu vsunout zasunou papiru do napajeciho zdroje tiskarny, zopakujte kroky v ¢asti
"VloZeni papiru do tiskarny".

Tisk Stitkd
Kdyz je pfistroj pfipojen k tiskarné, existuji tfi zplsoby tisku Stitk( vzorka:

* Pokud je funkce Autoprint zapnuta (nastavena na ON), tak se po kazdém méfeni vzorkd
se automaticky vytiskne Stitek.

Pro zménu funkce Autoprint pfejdéte na Home > Tools & Settings > Settings. Stisknéte
Change pro zapnuti funkce Autoprint On nebo Autoprint Off.

* Pokud je funkce Autoprint vypnuta, stisknéte tlacitko Tisk po méfeni vzorku. Pokud
poZadujete dalSi Stitky, stisknéte znovu tlagitko Tisk.
« Stisknéte Print pro sledovani vysledkd z dfive naméfenych vzorkl v menu Sample History
(Home > Tools & Settings > Sample History).

Toto umoZriuje tisknout Stitky z dfive naméfenych vzorkd uloZenych v paméti pfistroje.
Pomoci tlacitkovych Sipek zobrazte data vzorkd, které chcete vytisknout.

teplotnim rozsahu: 70° C az -196° C.
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Vystup tisku

vvvvvv

Obrazek 18. Tisk titka

] (w

—dsDMNA - 45.0 nag/pl
- #4 190ct11 15:54
| ALEOAZE0 ; 1.84

.. Cislo vzorku
Cip a koncentrace

Prazdné misto pro ruéni zadavani ndzvu vzorku

Cislo vzorku, datum a ¢as méfeni

Stitky Ize pouZit na 1,5 ml zkumavku nebo vloZit do laboratorniho protokolu.

Kulata nélepka umisténd vedle Stitku je vhodnd pro umisténi na horni stranu 1,5 ml zkumavky
k pouZiti podle potfeby pro identifikaci vzorku.

Umisténi sériového €isla tiskarny

Sériové Cislo tiskarny je umisténo na Stitku na spodni strané tiskarny. Toto ¢islo budete potfebovat
k identifikaci tiskarny pro ucely technické podpory a servis
Obréazek 19. Sériové &islo

© ) @
I
Kabel CE se :;Elé';"
L wy © RIS ()
sériovym ¢&islem 5“;5
L o i
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Udrzba
Kalibrace

VSechny piistroje NanoDrop Lite jsou pfi vyrobé kalibrovany a obsahuji protokol o zkouSce z
vyroby. Pokud by byla nutna rekalibrace, smi ji provadét spole¢nost Thermo Fisher Scientific
nebo autorizovani zastupci. Rekalibrace je velmi vzacna a méla by byt provedena pouze tehdy,
kdyz selZe kalibraéni kontrola a nebo pokud dojde vyméné ¢i opravé optickych souéasti
pfistroje.

Kontrola kalibrace

VSechny pristroje NanoDrop™ Lite jsou pfi vyrobé kalibrovany a obsahuji hlaSeni o tovarnich

zkouskach. Doporucuje se provést kalibracni kontrolu kazdych Sest mésic, aby se ovéfilo, zda
pfistroj pracuje v ramci specifikaci.

Pro provedeni kalibraéni kontroly je zapotfebi kalibraéni roztok Thermo Scientific CF-1. CF-1 je
vodny roztok dichromanu draselného (K,Cr,0O,), ktery se pouZivd k ovéfeni pfesnosti delky
drahy spektrofotometrd NanoDrop Lite.

1. Ujistéte se, Ze jsou podstavce Cisté a Ze se vytvofila 1 pl vodni kapka na dolnim podstavci,
pak utfete oba podstavce dosucha.

Pokud se kapka vody nevytvori, vyGistéte podstavce pomoci ¢istici sady PR-1.
2. Na zakladni obrazovce /Home screen/, zvolte Tools & Settings a stisknéte Select.
3. Vyberte Calibration Check a stisknéte Select.

4., Zvolte New Cal. Check a stisknéte Select.

5. Zadejte cilovou hodnotu Target Abs nachazejici se na obalu sady CF-1 pomoci Sipek a
stisknéte Next.

Ujistéte se, zda zadana cilova hodnota odpovida pfistroji NanoDrop Lite. Cilova
absorbance by méla byt vZdy kolem hodnoty 1,0.

Obrazek 20. Priklad Stitku sady CF-1

[ Thermo Scientific

(CF-1 Cal. Fluid Lot# 12345 ND
IND-1000, ND-2000/c and ND-8000)
"Target Abs = 0.XXX
INanoDrop Lite
"Target Abs = 1. XXX
\Use by: dd-mm-20xx

PouZijte pro NanoDrop Lite

6. Zvednéte rameno a pipetujte 1 pl deionizované vody na podstavec.

7. Sklopte rameno pfistroje a stisknéte Blank.

8. Otfete vodu z horniho a spodniho podstavce pomoci laboratorniho ubrousku.
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9. Opakuijte kroky 6 a 7, abyste potvrdili Blank pomoci erstvé alikvoty deionizované vody.
10. Otfete vodu z horniho a spodniho podstavce pomoci laboratorniho ubrousku.

11. Pfed otevienim ampuli s CF-1 silné protfepejte, aby se zajistilo dukladné promichani roztoku
a lehce poklepejte aby jste ovéfili, Ze se roztok se shromazduje v dolni ¢asti ampulky.

12. Sadu CF-1 otevrete opatrnym zlomenim ampule u jejiho kréku.

Pozndmka Sada CF-1 je dodavana v jednordzovém obalu, musi se spotfebovat do jedné
hodiny po otevfeni. lahvi¢ky. Bubude tde-li ato kapalina vystavena okolnimu prostfedi nebo se
premisti do jiné nadoby miiZe dojit k vyznamné zméné koncentrace.

13. Napipetujte 1 pl roztoku CF-1 na spodni podstavec, sklopte rameno pfistroje a stisknéte
tlacitko Measure. Na obrazovce se zobrazi vysledek prvniho méfen.

14. Otfete vzorek z horniho i spodniho podstavce laboratornim ubrouskem a pipetujte 1 pl
roztoku CF-1 na spodni podstavec, sklopte rameno pfistroje a stisknéte tladitko Measure.

Na obrazovce se objevi druhy vysledek méfeni.

15. Opakuite kroky 13 a 14 dokud se provede 10 méfeni.

Tip Chcete-li zajistit presné vysledky, je potfeba mezi méfenimi otirat horni a dolni ¢ast
podstavce suchym laboratornim nebavinénym ubrouskem. Pro kaZzdé méfeni pouZijte Eerstvy
alikvot roztoku CF-1 a novou Spicku pipety pro kazdé mérfeni.

Po ukonceni vSech 10-ti opakovanych méfeni se zobrazi vysledeky formou oznameni Pass/Falil
(vyhovél/nevyhovél). Pokud vysledky kontroly kalibrace indikuji selhani /Fail/ je tfeba dikladné
vyGistéte podstavec podle postupu uvedeném v kapitole "Cisténi a opravy podstavce" nebo v
Castech uZivatelské priru. je kalibracni kontrola Uspésna - objei se hlaSeni Pass, postupujte dale
podle bodu 16.

16. VloZte pamétové zafizeni USB.
17. Zvolte Save Cal. Check a stisknéte Select.

Pokud bylo pamétové zafizeni na zaatku kalibraCni kontroly, prejdéte na zakladni obrazovku
[Home screen/, zvolte Save, stisknéte Select, zvolte Save Cal. Check, a stisknéte Select.

Na obrazovce se zobrazi nasledujici oznameni: Saving.....Do not remove media. Po zmizeni
této zpravy Ize bezpeéné odebrat pamétove zafizeni USB z pfistroje NanoDrop Lite.

Po uloZeni dat do pamétového zafizeni USB je mozZné data pfenést do pocitaCe pro jejich archivaci
nebo tisk. Kontrola kalibrace je nyni dokonéena.

Kalibra¢ni protokol nelze tisknout na Stitky pomoci volitelné tiskarny NanoDrop. Na pamétovém
zafizeni USB Ize uloZit pouze nové zpravy o kalibraci a prenést je do poéitace pro tisk nebo
archivaci.
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Do pristroje se uloZi pouze poslednni (nejnovéjsi) kalibraéni kontrola. Pfedchozi kontrola kalibrace se
pfepiSe kaZzdou novou kalibraéni kontrolou. Pfedchozi historii kalibracnich kontrol nelze nacist.

% Zobrazeni pfedchozi kontroly kalibrace

1. Prejdéte na zakladni obrazovku /Home screen/, zvolte Tools &
Settings a stisknéte Select.

2. Zvolte Calibration Check a stisknéte Select.
3. Zvolte View Previous Cal. Check a stisknéte Select.

Pozndmka Posledni kalibracni kontrola je k dispozici pro zobrazeni na obrazovce pfistroje,
ale nemuze byt vytiSténa nebo uloZena na pamétové zafizeni USB.

Odstranovani probléma

+ Pokud pfistroj neprojde kontrolou kalibrace pomoci 1 pl alikvotu roztoku CF-1,
okamZité zopakujte postup pomoci 2 l alikvotu roztoku CF-1.

« Jestlize postup selZe pro objem 1 pl, ale projde pro objem 2 ul, znamena to, Ze délky drahy
jsou v ramci specifikace, avSak podstavce patrn mozna nejsou spravné udrZovany. Proto
podstavce vycistéte podstavce pomoci roztoku PR-1 a opakujte kontrolu kalibrace.

* Pokud pfistroj neprojde ani kontrolou kalibrace pfi objemu 2 pl, je nutné rovést rekalibraci
pfistroje. Kontaktujte technickou podporu. Mimo USA a Kanadu kontaktujte lokalniho zastupce
produktt NanoDrop.

Z&kladni udrzba pfistroje NanoDrop Lite spogiva v udrzovani ¢istého povrchu podstaved.
1. Napipetuijte 3 ul deionizované vody (dH20) na spodni podstavec.
NepouZivejte stficku pro naneseni dH20, na povrch pfistroje nenané3ejte ani jiné kapaliny.
2. Sklopte rameno pfistroje aby se vytvofil kapalny sloupec vzorku; nechte jej v klidu po dobu cca 2-3 minuty.

3. Utfete vodu z horniho i spodniho podstavce suchym nebavinénym laboratornim ubrouskem.

Tip
Mezi méfenimi: Vygistéte vzorek z horniho i spodniho podstavce €istym a suchym, nebavinénym
laboratornim ubrouskem, aby nedoSlo ke kontaminaci nasledného vzorku a vzniku rezidui.

Mezi jednotlivymi uZivateli pFistroje: Po naméfeni posledniho vzorku se doporucuije se provést ogisténi
obou podstavct deionizovanoui vodou (dH20).
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Doplfiujici Cisténi: Pokud se vyZaduje pfisnéjSi protokol Cisténi napf. pro susene proteiny, nahradte
deionizovanou vodu 0,5 M roztokem kyseliny chlorovodikové ve vySe uvedeném postupu.

Nasledujte procedurou s 3-5 pl dH20.

Povrch podstavce se miZe stat casem zne€istit, zejména pokud se provadi méfeni proterinii nebo

vzork(, které obsahuji povrchové aktivni latky nebo detergenty. Pokud jsou timto povrchové

vlastnosti ohroZeny, vzorky nevytvori dokonalou kapku na podstavci nebo se mize béhem méfeni

sloupec kapaliny pfetrhnout. Pro rekondici podstavce pfistroje pouZzijte gistici sadu PR-1, pomoci

tteréllse bezprostiedné obnovi spravna fukce povrchu podstavce pro optimalni tvorbu sloupce
apaliny.

1. Oteviete lahvicku obsahujici pastu PR-1 a pouZijte dodavany aplikator,,aby se odstranilo
mnozstvi latky s velkou Spickou.

2. Na povrch horniho a spodniho podstavce naneste velmi tenkou rovnomérnou vrstvu gistici
pasty PR-1 a vyckejte 30 vtefin, neZ roztok uschne.

3. Slozte ¢isty laboratorni ubrousek nétvrtinu a silnymfénim po povrchu horniho gpodniho
podstavce odstrarte veSkeré zbytky PR-1.

Je bezné, Ze se na labpratornim ubrousku po Gicténi vytvofi ¢erna skvrna. Pokradujte v utirani
podstavct ¢istym laboratornim ubrouskem dokud se prestanou objevovat tyto ¢erné zbytky.

4. PouZite konzervovany vzduch k odsiah pebyteénych vliaken z membrany, kteiiklopuje
zakladnu spodniho podstavce.

Otestujte Uginnost rekondice napipetovanim 1 pl vzorku deionizované vody (dH20) na spodni
podstavec (pomoci kalibrované pipety o objemu 2 pl), aby jste vizualné mohli ovéfit, Ze dH20
vytvori spravnou kapku.

Obréazek vlevo jak se kapalny vzorek nespravné rozprostfe na Spatné udrZovaném podstavci.
Obrazek vpravo zobrazuje idealni tvorbu kapky roztoku 1 pl dH20, kterd vznikne na spravné
udrZovaném podstavci.

Jakékoliv pufry obsahuijici povrchové aktivni latky nebo detergenty mohou ovlivnit charakteristiky
povrchu tak, Ze se nevytvofi spravna kapka s 1 pl vzorku. Pouzijte €istici roztok PR-1, pokud dojde
je zhorSeni vlastnosti povrchl a pretrZzeni kapalného sloupce vzorku. Timto opatfenim se provede
rekondice, ktera zajisti spravné utvafeni sloupce nanesené kapaliny.
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Kompatibilita s rozpoustédly

Podstavce spektrofotometru NanoDrop Lite jsou kompatibilni s mnoha typy rozpoustédel bézné
pouzivanych ve vyzkumnych biologickych laboratofich. Jedna se o tyto latky:

* aceton * zfedéna HNO; « isopropanol

* acetonitril * zfedénd kys. octova * metanol

* benzen * DMF * n-propanol

* butanol + DMSO « hydroxid sodny

« chlorid uhlicity * etanol » chlornan sodny (bélici Cinidlo)
+ chloroform « éter * THF

+ zfednéné HCl * hexan * toluen

POZNAMKA

« VSechny formy kyseliny fluorovodikové (HF) nejsou kompatibilni, protozZe fluoridové ionty
rozpoustéji optické kfemikové vlakno.

+ Nedovolte, aby alkohol, bélici ¢inidlo, aceton ¢i jina rozpoustédla zustaly na membrané
obklopuijici podstavce déle neZ minutu, protoZe by mohlo dojit k poskozeni tésnici fukce
lepidla podstavcl. Pokud se tésnéni uvolni, kontaktujte technickou podporu.

Dekontaminace horniho a spodniho podstavce

Je-li nutna dekontaminace, je mozné pouZit dezinfekéni roztok jako napf. 0,5% roztok chlornanu
sodného (fedéni 1:10 béznych komerénich bélicich roztoku, Cerstvé pfipraveny), aby se zajistilo,
Ze na horni a spodnim podstavci nebude pfitomen zadny biologicky aktivni material.

Pozndmka NepouZivejte stfikaci nebo sprejovou lahviéku pro nandSeni zfedéného bélidla.
Laboratorni ubrousek navih¢ete bélicim prostfedkem a tim poté vycistéte povrch horniho a
spodniho podstavce, stejné jako vnéjSi ¢ast pristroje. Odstrarite bélici roztok laboratornim
ubrouskem navihéenym ve vodé.

Diagnostika

Diagnosticky modul se pouziva k ovéfeni spravného funkce zdrojd svétla a jeho detektor(.

< Provedeni kontroly diagnostiky:

1. Zvolte Diagnostics v menu obrazovky Tools & Settings.

2. Zvednéte rameno pfistroje a ujistéte se, zda jsou podstavce Cisté.
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3. Pidejte 1 pl deionizované vody na spodni podstavec a sklopte rameno pistroje.

Po dokonéeni kontroly diagnostiky se zobrazi vysledek zpravou PASS (vyhovél) nebo FAIL
(nevyhovél), vysledky se zobraza pro kazdou testovanou polozku.

Odstranovani problému

Chybova hlaseni

Nékteré chybové zpravy (napf. 802, 804, 806 a 808) jsou spustény pokud béhem, méfeni doséhne
detektor jen malé mnoZstvi svétla. Dojde-li k témto chybam, zkonstrolujte Cistotu podstavcu viz
kapitola "Cisténi" na strané 24.

Pro odstranéni vzorkud zaschlych na optickych vidknech podstatvcl béZné postaduje pouZit
deionizovnaou vodu. Nékdy napf. u suSenych proteind, je vyZadovan prisnéjsi Cistici protokol. V
téchto pfipadech doporucujeme, nahradit 3 pl deionizované vody roztokemk 0,5M HCI. Pro
nasledné odstranéni zbytkd HCI pouZijte 3-5 ul dH20.

Casto kladené otazky (FAQ)

Thermo Scientific

[1]: Jaké jsou pozadavky na velikost vzorku pro pfistroj NanoDrop Lite?

Odpoved’: Pro vétsinu aplikaci obvykle postacuje 1 pl vzorku. Obecné vSechny pfisady, véetné
proteind, DNA, RNA, pufrovych soli a molekul podobnych detergentdm, snizuji povrchové napéti
tim, Ze prerusuji vodikové vazby mezi molekulami vody. | kdyZ objem 1 pl jsou vétSinou
dostateény pro méreni vétSiny vzorku, doporuCuje se pouzit 2 ul vzorku aby se zajistila spravna
formace kapalného sloupce pro vzorky s nizkym povrchovym nepétim. Objem vzorku <1 pl se
nedoporucuje. Viz kapitola "Pozadavky na velikosti objemu vzorku" na strané 13.

[2]: Jaky druh reprodukovatelnosti a dynamického rozsahu mam ocekavat u pfistroje
NanoDrop Lite?

Odpoved’: Dynamicky rozsah zavisi na typu testu. DalSi podrobnosti naleznete v tabulce 1.
[3]: Jaké biomolekuly Ize analyzovat pomoci pfistroje NanoDrop Lite??

Odpovéd’. Pfistroj NanoDrop Lite je uréen pro méfeni koncentraci purifikované dsDNA, RNA,
ssDNA a protein(, které absorbuji pfi 260 nm nebo 280 nm.

[4]: Vyzaduiji nukleové kyseliny purifikaci pfed méfenim?

Odpovéd’: Ano. Méfeni absorpce neni specifické pro konkrétni nukleovou kyselinu. Jakakoliv
biomolekula, kterd absorbuje pfi 260 nm (DNA, RNA nebo volné nukleotidy), prispiva k celkové
absorbanci vzorku.
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[5]: Co se stane s vzorkem dat, pokud se v okamziku méreni nepfevede do USB zafizeni?

Odpovéd’: Data z kazdeho méfeni se automaticky ukladaji do paméti pfistroje a mohou byt pozdéji
pfenesena do pamétového zafizeni. Vzorky jsou identifikovany pfesnym ¢asem méfeni. PFistroj
NanoDrop Lite disponuije interni paméti pro uloZeni az 500 méfeni, ty Ize pfenést do poCitace
pomnocni pamétového zafizeni USB dodavaného s pristrojem nebo jinym kompatibilnim zafizenim
USB. Po vy&erpani paméti dojde k cyklickému pfepisu dat t.j. mefeni # 501 bude nahradi méfeni # 1.

[6]: Je moZné méfit proteiny pomoci pfistroje NanoDrop Lite?

Odpovéd’: Ano. Aplikace Protein A280 muZe byt pouZita pro purifukované proteiny. Pfistroj
NanoDrop Lite nepodporuje kolorimetrické testy a neumoznuje méfit poméry A260/A280 pro
bilkoviny.

[7]: Jak se zobrazit pfedchozi méfeni uloZzené v paméti pristroje?

Odpoved’: Chcete-li zobrazit nebo vytisknout pfedchozi méfeni, pouzijte menu Sample History. Viz
kapitola "Tisk Stitk(" na str. 20.

[8]: Jaky je dynamicky (koncentraéni) rozsah a reprodukovatelnost proteini pfistroje
NanoDrop Lite?

Odpoved’: Dynamicky rozsah zavisi na zvoleném typu testu (1A / cm =1 mg/ ml, IgG nebo BSA).
DalSi informace naleznete v tabulce 2.

[9]: PouZivam kolorimetrickou metodu napf. Bradford, BCA, atd. ke stanoveni koncentrace
bilkovin v bunééném extraktu. Mohu méfit vzorky metodou A280 v pFistroji NanoDrop Lite?

Odpoved’: Ne. Aplikace Protein A280 je v pfistroji NanoDrop Lite aplikovatelné pouze na
purifikované proteiny. Kolorimetrické testy, jako jsou BCA, Pierce 660 nm, Bradford a Lowry, se
obecné pouZzivaji pro komplexni vzorky protein(, jako jsou bunééné lyzaty a vyZaduiji standardni
kfiivku. Pokud v sou€asné dobé pouZivate kolorimetricky Cip pro méfeni bilkovin, doporuduje se
pouZit jednu z pfedprogramovanych kolorimetrickych metod, ktera jsou k dispozici v pfistrojich
NanoDrop 2000/2000c.

[10]: Je snadné otfit povrch podstavce tak, aby nedoSlo k pfenosu - kontaminace nasledného
vzorku?

Odpoved’: Ano. Precizné vyleSténé kifemenné nerezové povrchy systému nanasSeni vzorku jsou
odolné vici adhezi vzorku. Vzorky Ize velmi snadno odstranit pomocni nebavinénych laboratornich
ubrouskd. Pokud je vSak vzorek zstane ponechén na podstavci a zaschne, je zapotfebi aplikovat
dakladnéjsi ¢isténi pomocni vody Viz kapitola "Rekondice" na strané 25.

[11]: Jak zjistim pFesnost pfistroje NanoDrop Lite?

Odpoved’: Pomoci kalibraéni kapaliny NanoDrop provedte kontrolu kalibrace. Kalibraéni roztok CF-1
se pfipravuje z dvojchromanu draselného podle standardu SRM v okyselené vodé ¢istého Cinidla.
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[12]: Ovlivni objem vzorku vysledky méfeni koncentrace?

Odpovéd’: Ne. VSechny vypodty jsou nezavislé na objemu. Koncentrace vzorku pro vSechny
aplikace se stanovuji na zakladé Labert-Beerova zakona, ktery definuje vztah mezi koncentraci a
absorbanci s pouZzitim extinkéniho koeficientu nebo konverznich faktorl specifickych pro roztok
dané vinové délky.

[13]: Jake svételné délky se pouZivaji pro méfeni a musi uZivatel provest néjaké vypoéty
tykajici se délky optické drahy?

Odpovéd': Pristroj NanoDrop Lite vyuZiva optickou délku drahy svétla 0,5 mm a vSechny
zaznamenane vysledky koncentrace zohledriuji délku drahy svétla. Absorbance uvedend u vSech
méfeni je normalizovana na vinovou délku drahy 10 mm.

[14]: Jaky je vhodny blankovaci roztok?

Odpovéd": Blankovaci roztok by mél byt vzdy rozpoustédlem nebo pufrem pouzivanym k
rozpusténi vzorku (idealné v obou pfipadech pokud mozno ze stejné SarZe nebo lahve) pfi stejném
pH a iontove sile.

[15]: Proé byly naméfeny zaporné hodnoty absorbance?

Odpovéd’: Bud bylo provedeno slepé méfeni pomocni roztoku s vétSi absorbanci nez ma vzorek
pufru nebo byl Spinavy podstavec. Vycistéte podstavec a provedte nové méfeni blanku s novou
alikvotou vhodného pufru.

[16]: Jak mohu zabranit rozpadntui vzroku na podstavci?

Odpovéd’: Mnoho proteinovych €inidel a pufri obsahuje povrchové aktivni latky, které mohou
interferovat s hydrofobnimi vlastniostmi povahou podstavct, coz mize zpusobuje rozpadnuti
vzorki. PouZijte Cistici sadu NanoDrop PR-1 jako rychly prostfedek pro rekondici podstavc,
jestlize jsou vlastnosti povrchl zhorSeny a kvapalny sloupec vzorku se béhem méfeni rozpadai.
Sadu PR-1 dodava spoleénost Thermo Fisher Scientific nebo lokalni disributor.

[17]: Kde se nachazi spektrum mého méfeni?

Odpovéd': Pristroj NanoDrop Lite neshromazduje spektralni data. Méfi absorbanci pfi tfech
riznych vinovych délkach: referenéni vinové delce, pfi 260 nm a pfi 280 nm.

[18]. Jak mohu vy€istit podstavce?

Odpoveéd: Viz "Cisténi" na strané 24. NepouZivejte Gistici prostfedky jako jsou detergenty nebo
izopropanol, protoZze mohou silné znedisit podstavce. Pokud se spodni podstavec dobfe neudrZuje,
nevytvofi se spravny sloupec kapaliny.

[19]: Jak ¢asto potiebuji zkontrolovat kalibraci?

Odpoved’: Doporucujeme kazdych 6 mésicu ovéfit, Ze pfistroj pracuje v rdmci specifikaci. Pro

kontrolu kalibrace se pouZiva roztok Thermo Scientific (CF-1). CF-1 ktery dodava spole¢nost
Thermo Fisher Scientific nebo autorizovany distributor.

NanoDrop Lite 29



NanoDrop Lite User Guide
Zéruka

[20]: VyZaduje pFistroj NanoDrop Lite pogita¢?

Odpovéd": Ne, pfistroj NanoDrop Lite je samostatné zafizeni s vlastnim ovladanim. Data Ize
uloZit do paméévého zafizeni a pfenést do pocitace.

[21]: Kdy je nutné vymenit zdroj svétla v pFistroji NanoDrop Lite?

Odpovéd': Predpoklada se, Ze LED diody vydrzZi po celou dobu Zivotnosti pristroje.
[22]: Sviti LED diody stale nebo poze pii méfeni?

Odpovéd LED diody se zapinaji pouze pfi méfeni.

[23]: Mohu pfipojit mj poéita¢ k pfistroji NanoDrop Lite?

Odpoved’: Ne. Pristroj NanoDrop Lite nelze pfipojit k po¢itadi. Jedné se o samostatné zafizeni v
vlasnim ovladanim a softwarem.

[24]: Existuji rozpouStédla, ktera poSkozuji povrchy podstavai pfistroje?

Odpovéd': Podstavce pfistroje NanoDrop Lite jsou kompatibilni s vétSinou typt rozpoustédel
b&Zné pouzivanych v laboratofich pfirodnich véd a to vEetné roztoku ziedénych kyselin. Vyjimkou
je kyselina fluorovodikova (HF) v jakékoliv formé, ktera poSkodi podstavec rozpusténim
kfemkového optického kabelu. NepouZivejte kyselinu fluorovodikovou na podstavci. Viz
"Kompatibilita rozpoustédel" na strané 26.

Zaruka

V8echny spektrofotometry NanoDrop a pfisludenstvi vyrobené spoleénosti Thermo Scientific maji
zaruku na vyrobni vady dilG a prace po dobu jednoho roku. PribéZzna ddrzba, jakoZ i dodatecné
jedno-, dvou- a tfileté rozsifeni zaruky jsou k dispozici. Vice informaci naleznete na naSich
webovych strankéch.

Kontakt na technickou podporu mimo USA/Kanadu: Vas lokalni distributor:

Kontaktujte lokalniho distributora. kontakini informace naleznetena ~ M-G.P. spol. s 1. 0.

adrese: http://www.nanodrop.com/Order.aspx Kvitkova 1575
760 01 Zlin

Pokud Vas$ pfistroj vyZaduje udrzbu nebo opravu, kontaktuijte

lokalniho distributora - M.G.P. spol. s r.o. tel: +420 577 212 140
e-mail: mgp@mgp.cz
www .mgp.cz
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