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Informazioni sullo spettrofotometro

Spettrofotometro NanoDropEight

Braccio

Matrice indicatore
campione del vassoio a
pozzetti

Nota Collocare lo strumento lontano da prese d'aria e ventole di estrazione per
ridurre al minimo il rischio di evaporazione

[ Thermo ScientificE NanoDr opE -Hsibiehsviluppato pen danaksipdit t r of o't
microvolumi di un‘ampia varieta di analiti. Il sistema brevettato di conservazione dei campioni consente di

misurare campioni altamente concentrati senza la necessita di diluizioni. Lo strumento misura con precisione

fino a un massimo di 8 campioni individuali da 1 pl in un ciclo di misurazione. Il software consente all'utente di

misurare i campioni utilizzando la modalita completa a 8 canali o una comoda modalitd monocampione.

Il software NanoDropEight va installato su un PC locale utilizzato per controllare lo strumento e
visualizzare i dati.
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1

Caratteristiche

NB: Prima di utilizzare uno strumento NanoDrop Eight, leggere le precauzioni
operative e di sicurezza, seguendone le raccomandazioni durante I'utilizzo
dello strumento.

Caratteristiche

Lo spettrofotometro NanoDropEight € dotato del sistema brevettato di ritenzione dei campioni in microvolumi.

Porta USB B

Collegare il dispositivo NanoDropEight al PC tramite USB per utilizzare lo strumento attraverso il software del PC.

8 Manuale d'uso NanoDrop Eight Thermo Scientific



1 Informazioni sullo spettrofotometro
Accessori

Accessori

Questa sezione elenca gli accessori inclusi per I'utilizzo con NanoDropEight.

Kit Ricondizionamento Piedistallo PR-1

Composto condizionante appositamente formulato che pud
essere applicato ai piedistalli per riportarli allo stato idrofobico
(necessario per ottenere un'adeguata tensione superficiale per
misurazioni accurate del campione). Il kit include il composto
condizionante corredato da applicatori. Per ulteriori informazioni,
cfr. Ricondizionamento dei piedistalli.

Kit di verifica delle prestazioni PV-8

Kit contenente materiali di consumo in plastica e standard fotometrico liquido utilizzato per controllare le prestazioni
dello strumento. Per ulteriori informazioni, cfr. Verifica delle prestazioni.

Thermo Scientific Manuale d'uso NanoDrop Eight 9
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Limiti di rilevamento dello strumento

Limiti di rilevamento dello strumento

N

/‘\

/X
7

1.0 125
0,2 90
0,1 200
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Impostazioni dello strumento

Registrazione dello strumento

Requisiti del PC

Thermo Scientific

Registrare lo strumento per ricevere aggiornamenti via e-mail su software e accessori per NanoDropEight. Per

la registrazione € necessaria una connessione a Internet.
Registrazione dello strumento

Da qualsiasi PC connesso a Internet, utilizzare qualsiasi browser Web per accedere
awww.thermofisher.com/nanodropsw.

Sul sito web, individuare il pulsante Registrazione dello Strumento e seguire le istruzioni per registrare lo
strumento.

Sistema operativo Windows richiesto

A Windows 10 Enterprise o Professional, build 1607 o superiore
Configurazione ottimale e requisiti minimi

A Processore dual-core 2.0 GHz abilitato

Aa GB di RAM con memoria gestita dal sistema abilitata

A 5 GB disponibili sull'unita C

A Risoluzione dello schermo 1366 x 768
Configurazione hardware consigliata

A Processore a 4 core da 2,33 GHz abilitato (o superiore)

A 8 GB di RAM con memoria gestita dal sistema abilitata (o superiore)

A 200 GB disponibili sull'unita C (o superiore)

Manuale d'uso NanoDrop Eight
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2 Impostazioni dello strumento

Aggiornamento software

Aggiornamento software

Scaricare e installare rapidamente e facilmente l'ultimo software NanoDropEight e le note di rilascio dal sito
web del produttore. Seguire i passaggi per aggiornare il software NanoDropEight su un personal computer
(PC). Per scaricare il software € necessaria una connessione a Internet. Visitare il sito
www.thermofisher.com/nanodropsw e cliccare sulla scheda del software NanoDropEight. Seguire le istruzioni
per il download del software dello strumento.

Installare o aggiornare il software NanoDropEight su un PC

1. Inserire 'unita flash USB contenente il software di installazione in una porta USB disponibile sul PC,
oppure aprire la cartella di installazione scaricata da Internet.

2. Avviare Start.exe e cliccare sul pulsante Software. Verra eseguito il programma di installazione del
software.

Supporto tecnico

Per il supporto tecnico negli Stati Uniti/Canada, contattare: 12

Thermo Fisher Scientific 3411
Silverside Road Tatnall Building,
Suite 100

Wilmington, DE 19810 U.S.A.

Telefono: 302 479 7707

Numero verde: 1 877 724 7690 (solo Stati Uniti e Canada)
Fax: 302 792 7155

E-mail: nanodrop@thermofisher.com Sito web:
www.thermofisher.com/nanodrop

Per supporto internazionale, contattare:

12

Contattare il proprio distributore locale. Per le informazioni di contatto, consultare:

http://www.thermofisher.com/NanoDropDistributors

In caso di problemi con il sistema, fare riferimento alle informazioni relative alla risoluzione dei
problemi. Se il problema persiste, contattare il produttore. Gli utenti situati fuori dal territorio di Stati
Uniti e Canada devono contattare il proprio distributore locale.

Ove lo strumento richiedesse manutenzione o riparazione, contattare direttamente il produttore o il proprio distributore
locale.
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Intervalli di misurazione dell'applicazione

Limiti di rilevamento per tutte le applicazioni

i ,/
/|
\/ X
% I
\ /\3< 3 4l
o

Nota | limiti di rilevamento forniti nelle tabelle seguenti sono approssimativi e si
applicano solo alle misurazioni micro-volumetriche; si basano su un intervallo di
assorbanza fotometrica dello strumento (equivalente a 10 mm) di 0,041 200 A.

Rilevamento inferiore Rilevamento superiore
riproducibilita tipico

) s Limitedi
Rinrnducihilita

Tipo di campione
DNA a doppia elica 2,0 ng/ul 10.000 ng/pul +2,0 ng/ul per le concentrazioni del campione

tra 2,0 e 100 ng/pl di campioni;
+2% per campioni >100 ng/pl

RNA 1,6 ng/pl 8.000 ng/pl +2,0 ng/pl per le concentrazioni del campione

tra 2,0 e 100 ng/pl di campioni;
+2% per campioni >100 ng/ul

Array di oligonucleotidi 1,3 ng/ul 495 ng/pL +2,0 ng/ul per le concentrazioni del campione

DNA a singola elica tra 2,0 e 100 ng/pl di campioni;
+2% per campioni >100 ng/pl

Thermo Scientific Manuale d'uso NanoDrop Eight
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3 Intervalli di misurazione dell'applicazione
Limiti di rilevamento per tutte le applicazioni

Tipo di campione

BSA purificato per
Protein A280

1gG per Protein A280

BSA purificato per
proteine ed etichette

Protein BCA

Proteina Lowry

Proteina Bradford

Proteina Pierce

®Basato su

cinque

Limite inferiore di
rilevamento

0,06 mg/mL

0,03 mg/mL
0,06 mg/mL

0,2 mg/mL (20:1
reagente/volume del
campione);

0,01 mg/mL (1:1
reagente/volume del
campione)

0,2 mg/mL
(piedistallo)

100 eg/ mL
reagente/volume del
campione)

15 mg/mL (1:1
reagente/volume del
campione)

660 50

reagente/volume del
campione)

25 eg/ mL
reagente/volume del
campione)

replicati

14 Manuale d'uso NanoDrop Eight
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Limite superiore
di rilevamento

300 mg/mL

145 mg/mL
19 mg/mL

8,0 mg/mL

4,0 mg/ml
(piedistallo)

(5 0800D pg/mL

100 pg/pL

e g/ mL 2000 Ho/mL

1000 pg/mL
7, 5“:g 1

= ngl/ elL; CcCV

Riproducibilita tipica

+ 0,10 mg/mL (per campioni da 0,10 a 10 mg/mL);

+ 2% per campioni > 10 mg/mL

+0,10 mg/mL per 0,10-10 mg/mL
campioni

2% sull'intero intervallo
0,01 mg/mL sull'intero intervallo

2% sull'intero intervallo

+25 pg/mL per campioni da 1007 500 pg/mL
+ 5% per campionida500i8 000 e g/ mL

+4 pg/mL per campioni da 15i 50 pg/mL
+ 5% per campionida50-1 25 ¢ g/ mL

+3 pg/mL per campioni da 50i 125 pg/mL
+2% per campioni >125¢ g / mL

+3 pg/mL per campioni da 25i 125 pg/mL

N2% per campioni > 125

= %)

eg/ mL

Thermo Scientific



3 Intervalli di misurazione dell'applicazione
Limiti di rilevamento per tutte le applicazioni

Limiti di rilevazione per colorazioni predefinite

Limite inferiore di Rilevamento superiore

Tipo di campione flEvEmaETi@ Limite “ Riproducibilita tipica
Cy3, Cy3,5, Alexa 0,2 pmol/ul 100 pmol/pl +0,20 pmol/ul per campione
Fluor 555, Alexa Fluor concentrazioni comprese tra 0,20 e
660 4,0 pmol/ul;
N2% per campioni >4,0
Cy5, Cy5,5, Alexa 0,12 pmol/ul 60 pmol/ul +0,12 pmol/ul per campione
Fluor 647 concentrazioni comprese tra 0,12 e
2,4 pmol/yl;
N2% per campioni >2, 4
Fluoro Alexa 488, Alexa 0,4 pmol/ul; 215 pmol/pl +0,40 pmol/ul per campione
Fluoro 594 concentrazioni tra 0,40 e
8,0 pmol/ul;
N2% per campioni >8,0
Fluoro Alexa 546 0,3 pmol/ul 145 pmol/pL +0,30 pmol/ul per campione
concentrazioni comprese tra 0,30 e
6,0 pmol/ul;
N2% per campioni >6,0
# valori sono approssimativi
®Basato su cinque replicati (SD = ngl/elL; CV =%)
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3 Intervalli di misurazionedell'applicazione

(Questa pagina € intenzionalmente vuota)
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Applicazioni di misurazione dell'acido nucleico

Misurazione dsDNA, ssDNA o RNA

Misurare la concentrazione di campioni purificati di
dsDNA, ssDNA o RNA che assorbono a 260 nm.

’

Misurazione dsDNA, ssDNA o RNA

Report risultati
Impostazioni
Limiti rilevamento

Calcoli

Misurazione dsDNA, ssDNA o RNA

Utilizzare le applicazioni dsDNA, ssDNA e RNA per quantificare campioni di DNA o RNA purificati a doppio
filamento (ds) o a singolo filamento (ss). Queste applicazioni riportano la concentrazione di acido nucleico e
due rapporti di assorbanza (A260/A280 e A260/A230). E inoltre possibile utilizzare una correzione del valore
basale a punto singolo.

Per misurare campioni di dsDNA, ssDNA o RNA

AVVERTENZA
Non usare flaconi a zampillo o spray sopra o vicino allo strumento, poiché i
liquidi possono penetrare nello strumento e causare danni permanenti.

A Non utilizzare acido fluoridrico (HF) sui piedistalli. Gli ioni di
fluoruro danneggiano irreversibilmente i cavi in fibra ottica di
quarzo.

Thermo Scientific Manualed'usoNanoDrop 17



4 Applicazioni di misurazione dell'acido nucleico
Misurazione dsDNA, ssDNA o RNA

18

Considerazioni preliminari

Prima di eseguire misurazioni del piedistallo con lo strumento NanoDropEight, sollevare il braccio dello
strumento e pulire i piedistalli superiore e inferiore. Pulire i piedistalli almeno con una nuova salvietta da
laboratorio. Per ulteriori informazioni, consultare Pulizia deipiedistalli.

Per misurare I'acido nucleico

1.

Dalla schermata Home, selezionare la scheda Acidi Nucleici, selezionare lamodalita di campionatura e
selezionaredsDNA, ssDNA o RNA, a seconda dei campioni da misurare.

Specificare una correzione del valore basale, se necessario.
Pipettare 1i2 e L di s o | u piedistalle inféribraenakbassard il braccio.

Selezionare RS £ Blank e attendere il completamento della misurazione.

Se Auto-Blank e attivata, la misurazione del blank inizia automaticamente una volta abbassato il braccio.
Sollevare il braccio e pulire i due piedistalli con una nuova salvietta da laboratorio.
Pipettare 1-2 pL di soluzione campione sul piedistallo e abbassare il braccio.

Avviare la misurazione del campione: se Auto-Measureé atfj
caso contrario abbassare il braccio e selezionare Misura

* abbassare il braccio; in

Al termine della misurazione del campione, vengono visualizzati lo spettro e i valori riportati (consultare la
sezione successiva).

Al termine della misurazione dei campioni, selezionare Termina esperimento.

Sollevare il braccio e pulire i due piedistalli con una nuova salvietta.
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4 Applicazioni di misurazione dell'acido nucleico
Misurazione dsDNA, ssDNA o RNA

260

280nm

220 230 240 250 260 270 280 280 300 310 320 330 340

Wavelength nm

Spettro tipico dell'acido nucleico

10mm Absorbance
o
(o]

A = Normal
B = Guanidine
C = Phenol

220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340

Wavelength nm

Confronto di spettri di acido nucleico con e senza due contaminanti comuni

Procedure ottimali per le misurazioni dell'acido nucleico

A Isolare e purificare i campioni di acido nucleico prima della misurazione per rimuovere le impurita. A
seconda del campione, le impurita potrebbero includere DNA, RNA, nucleotidi liberi, proteine, alcuni
componenti tampone e coloranti. Per ulteriori informazioni, consultare Preparazione deicampioni.

Thermo Scientific
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4 Applicazioni di misurazione dell'acido nucleico
Misurazione dsDNA, ssDNA o RNA

Nota | reagenti di estrazione come guanidina, fenolo ed EDTA contribuiscono
all'assorbanza tra 230 nm e 280 nm e influenzano i risultati della misurazione,
qualora fossero presenti nei campioni (anche in quantita residue).

>

Assicurarsi che I'assorbanza del campione rientri neilimiti di rilevamento dell'assorbanza dello strumento.

A Blank con la stessa soluzione tampone utilizzata per risospendere I'analita di interesse. La soluzione di
blanking deve avere un pH e una forza ionica simili a quelli della soluzione dell'analita.

A Eseguire un ciclo di blankingper valutare il contributo di assorbanza della soluzione tampone. Se il
tampone presenta una forte assorbanza della o vicino alla lunghezza d'onda dell'analisi (in genere
260 nm), potrebbe essere necessario scegliere un tampone o un‘applicazione diversi. Consultare
Scelta e misurazione di un blankper ulteriori informazioni.
A Per misurazioni micro-volumetriche:
T Assicurarsi che le superfici dei piedistalli siano adeguatamente pulitee condizionate.
T Se possibile, riscaldare campioni ad alta concentrazione o a grandi molecole, come DNA genomico
o lambda, a 63 °C (145 °F) e centrifugare delicatamente (ma accuratamente) prima di effettuare una
misurazione. Evitare di introdurre bolle durante la miscelazione e il pipettaggio.

T Seguire le procedure ottimali per misurazioni micro-volumetriche.

T Utilizzare un volume di campionamento di1-2 ¢ L .  C o\flsirmi Hi taapieamento
consigliatiper ulteriori informazioni.

Argomenti correlati
A Misurare un campione micro-volumetrico
A Procedure ottimali per misurazioni micro-volumetriche
A Preparare campioni e blank

A Operazioni di base dello strumento
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4 Applicazioni di misurazione dell'acido nucleico
Misurazione dsDNA, ssDNA o RNA

Risultati riportati dell'acido nucleico

Schermata di misurazione dsDNA

Per ogni campione misurato, le applicazioni dsDNA, ssDNA e RNA mostrano lo spettro di assorbanza UV e un
riepilogo dei risultati. Di seguito € riportato un esempio della schermata di misurazione del software dello strumento:

Misurazione del campione
Applicazione Visualizzazione dei dati

della cronologia Esegui Blank Termina esperimento.

Carica file ID campione

patrick.brdn

& dsDNA 0

® Sample Sample10 @ Sample 11 ® Sample 12 Sample 13 ® Sample 14 Sample 15 Sample 16
o

Auto measure

Spettro UV

Cliccare con il pulsante destro
del mouse sull'area del grafico
per visualizzarele opzioni di
visualizzazione.

Correzione del valore al
basale

Menu delle opzioni della
tabella;

cliccare per selezionare le
colonne da inserire nel

report
Visualizzazione piastra a
pozzetti; attiva/disattiva per
visualizzare/nascondere
mappa della piastra a Opzioni della Concentrazione di Rapporti di Cliccare sulla riga per selezionare il
pozzetti piastra a acido nucleico. purezza campione e aggiornare lo spettro.

pozzetti

Nota Le misurazioni dell'assorbanza del micro-volume sono normalizzate a
una lunghezza del percorso equivalente a 10,0 mm.
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4 Applicazioni di misurazione dell'acido nucleico
Misurazione dsDNA, ssDNA o RNA

Valori riportati di dsDNA, ssDNA e RNA

A

> > > > B B B > > > >

nome del campione

creato il (data di esecuzione della misurazione del campione)

concentrazione di acido nucleico.
Specie

A260/A280

A260/A230

A260

A280

fattore

Correzione del valore al basale
lunghezza d'onda del monitor
lunghezza di percorso utilizzata
contaminante

corretto

Impostazioni per le misurazioni dell'acido nucleico

Correzione del valore al basale

Per il dsDNA, ssDNA o RNA, inserire la lunghezza d'onda di correzione del valore al basale in nm o utilizzare il
valore predefinito (340 nm)

Correzione del valore al basale facoltativa definita dall'utente. Si pud utilizzare per correggere eventuali
scostamenti causati da particelle di dispersione della luce sottraendo I'assorbanza misurata alla lunghezza
d'onda di correzione del valore al basale specificata dai valori di assorbanza a tutte le lunghezze d'onda nello
spettro di campionamento. Di conseguenza, l'assorbanza dello spettro di campionamento € zero alla

lunghezza d'onda della correzione del valore al basare specificata.
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4 Applicazioni di misurazione dell'acido nucleico
Misurazione dsDNA, ssDNA o RNA

Calcoli per le misurazioni dell'acido nucleico

Le applicazioni di acido nucleico usano una modifica Coefficienti di estinzione vs fattori
dell'equazione di Beer-Lambert (illustrata a destra) per
calcolare la concentrazione del campione, in cui il
coefficiente di estinzione e la lunghezza del percorso sono

combinati e indicati come un "fattore". fattore (f) — 1/(e* b)

Usando i termini nell'equazione di Beer-Lambert, il fattore (f) & definito come:

dove:
= coefficiente di estinzione molare dipendente dalla lunghezza d'onda in
ng-c m/ gL

b =lunghezza del percorso del campione in cm

Di conseguenza, la concentrazione dell'analita (c) viene calcolata come:

c =A * [L/(€* b)]

(o]
C=A*f
dove:
c = concentrazione dell"analita in ng/elL
A = assorbanza in unita di assorbanza (A)
f=fattoreinng-c m/ eL (vedasi di seguit
Per le applicazioni dsDNA, ssDNA e RNA, i fattori Fattori utilizzati
generalmente accettati per gli acidi nucleici sono usati in
combinazione con la Legge di Beer per calcolare la
concentrazione del campione. Per l'applicazione Fattore A dsDNA(fattore =50 ng-c m/ € L)
personalizzato, viene utilizzato il fattore specificato
dallutente. A ssDNA(fattore =33 ng-c m/ ¢ L)

A RNA (fattore = 40 ng-cm/uL)

A Fattore personalizzato (fattore inserito dall'utente compreso
tral5ng-cm/ ¢eL e-cm3 Q@ Lng
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4 Applicazioni di misurazione dell'acido nucleico

Misurazione dsDNA, ssDNA o RNA

Le concentrazioni di acido nucleico calcolate si basano sul
valore di assorbanza a 260 nm, sul fattore utilizzato e sulla
lunghezza del percorso del campione. E inoltre possibile
applicare una correzione del valore al basale a punto
singolo (o correzione dell'analisi).

La concentrazione é riportata in unita di massa. Su Internet
sono disponibili i calcolatori per convertire la
concentrazione da unita di massa a unita molari in base
alla sequenza di campionamento.

Valori di assorbanza a 260 nm, 280 nm e talvolta 230 nm
vengono utilizzati per calcolare i rapporti di purezza per i
campioni di acido nucleico misurati. | rapporti di purezza
sono sensibili alla presenza di contaminanti nel campione,
come solventi residui e reagenti tipicamente utilizzati
durante la purificazione del campione.

24 Manuale d'uso NanoDrop Eight

Valori misurati

Nota Le misurazioni dell'assorbanza del micro-volume sono normalizzate a una
lunghezza del percorso equivalente a 10,0 mm.

Assorbanza A260

A | valori di assorbanza dell'acido nucleico sono misurati a 260 nm usando lo
spettro normalizzato. Questo € il valore A260 riportato se la Correzione del
valore al basale non ¢ selezionata.

A Sesi seleziona Correzione del valore al basale, il valore di assorbanza
alla lunghezza d'onda di correzione viene sottratto dall'assorbanza a 260
nm. L'assorbanza corretta a 260 nm viene riportata e utilizzata per
calcolare la concentrazione di acido nucleico.

Assorbanza A230 e A280

A | valori di assorbanza normalizzati e corretti al basale (se selezionati) a
230 nm e 280 nm vengono utilizzati per calcolare i rapporti A260/A230 e
A260/A280.

Lunghezza del percorso del campione

A Per le misurazioni micro-volumetriche, il software seleziona la lunghezza
ottimale del percorso (tra 1,0 mm e 0,03 mm) in base all'assorbanza del
campione alla lunghezza d'onda dell'analisi.

A Gli spettri e i valori di assorbanza visualizzati sono normalizzati a un
equivalente di lunghezza del percorso di 10 mm.

Thermo Scientific



4 Applicazioni di misurazione dell'acido nucleico
Misurazione dsDNA, ssDNA o RNA

Valori riportati

A Concentrazione di acido nucleico. Riportato nell'unita selezionata
(ovvero, ng/ul, pug/pl o pg/mL). | calcoli si basano sull'equazione della
Legge di Beer modificata utilizzando il valore di assorbanza dell'acido
nucleico corretto.

A Rapporto di purezza A260/A280. Rapporto tra assorbanza corretta a
260 nm e assorbanza corretta a 280 nm. Un rapporto di purezza
A260/A280 di ~ 1,8 € generalmente accettato come "puro” per il DNA (~
2,0 per RNA). Le soluzioni acide possono sotto-rappresentare il valore
riportato di 0,2-0,3; & vero il contrario per le soluzioni basiche.

A Rapporto di purezza A260/A230. Rapporto tra assorbanza corretta
a 260 nm e assorbanza corretta a
230 nm. Un rapporto di purezza A260/A230 tra 1,8 e 2,2 & generalmente
accettato come "puro” per DNA e RNA.
NB: Sebbene i rapporti di purezza siano indicatori importanti della qualita del
campione, il migliore indicatore di qualita é la funzionalita nell'applicazione di
interesse a valle (ad es. PCR in tempo reale).

A Fattore Utilizzato in combinazione con la legge di Beer per calcolare la
concentrazione del campione

A Contaminante - Se un contaminante € stato identificato dal software
Acclaro, il contaminante verra visualizzato in questa colonna.

A Specie - La specie di contaminante dell'acido nucleico rilevata dalla
tecnologia di intelligenza del campione Acclaro

A Assorbanza A260
A Assorbanza A280
A Correzione della linea di base.

A Monitor della lunghezza d'onda - Inserire una lunghezza d'onda
aggiuntiva di cui si desidera includere il valore di assorbanza nel rapporto.

A Corretta - Visualizza la concentrazione dell'analita corretta determinata
utilizzando il software Acclaro, se disponibile.
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4Applicazioni di misurazione dell'acido nucleico

(Questa pagina € intenzionalmente vuota)
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4 Applicazioni di misurazione dell'acido nucleico
Misura microarray

Misura microarray

Misura la concentrazione di acidi nucleici purificati
contrassegnati con un massimo di due coloranti
fluorescenti per I'utilizzo in applicazioni di microarray a
valle.

Misurazione dei campioni microarray
Report risultati

Impostazioni

Limiti rilevamento

Calcoli

Misura campioni microarray

Utilizzare I'applicazione Microarray per quantificare gli acidi nucleici contrassegnati con un massimo di due
coloranti fluorescenti. L'applicazione riporta la concentrazione di acido nucleico, un rapporto A260/A280 oltre
alle concentrazioni e ai valori di assorbanza misurati del/i colorante/i, consentendo il rilevamento di
concentrazioni di colorante a partire da 0,2 picomoli per microlitro.

Misurazione dei campioni microarray

AVVERTENZA

A Non usare flaconi a zampillo o spray sopra o vicino allo strumento, poiché |
liquidi possono penetrare nello strumento e causare danni permanenti.

A Non utilizzare acido fluoridrico (HF) sui piedistalli. Gli ioni di fluoruro
danneggiano irreversibilmente i cavi in fibra ottica di quarzo.
Considerazioni preliminari
Prima di eseguire misurazioni del piedistallo con lo strumento NanoDropEight, sollevare il braccio dello

strumento e pulire i piedistalli superiore e inferiore. Pulire i piedistalli almeno con una nuova salvietta da
laboratorio. Per ulteriori informazioni, consultare Pulizia dei piedistalli.
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4 Applicazioni di misurazione dell'acido nucleico
Misura microarray

Misurazione di un campione di microarray
1. Dalla schermata Home, selezionare la scheda Acidi nucleici e selezionare Microarray.

2. Specificare il tipo e il fattore del campione e il tipo o i tipi di coloranti utilizzati.

Suggerimento: selezionare un colorante dall'elenco predefinito o aggiungere un colorante personalizzato
utilizzando I' Editor Colorante/Cromoforo.

3. Pipettare1i2 &L di soluzione blank sul piedistallo inferiore

4. Selezionare Blank e attendere il completamento della misurazione.

Se Auto-Blank é attivata, la misurazione del blank inizia automaticamente una volta abbassato il braccio.
5. Sollevare il braccio e pulire i due piedistalli con una nuova salvietta da laboratorio.
6. Pipettare 1-2 pL di soluzione campione sul piedistallo e abbassare il braccio.

7. Awviare la misurazione del campione: se Auto-Measure & attivo; abbassare il braccio; in
caso contrario abbassare il braccio e selezionare Misura.

Al termine della misurazione del campione, vengono visualizzati lo spettro e i valori riportati (consultare la
sezione successiva).

8. Altermine della misurazione dei campioni, selezionare Termina esperimento.

9. Sollevare il braccio e pulire i due piedistalli con una nuova salvietta.
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4 Applicazioni di misurazionedell'acidonucleico
Misura microarray

picco di assorbanza A260 utilizzato per calcolare la
concentrazione di acidonucleico

10uM.2

0.20

0.18

0.16

0.14

0.12

0.10

1mm Absorbance

0.08

0.06

0.04

0.02

0.00

250 300 350 400 450 500 50 600 650 700 |
Wavelength (nm) @

Picco di assorbanza del colorante utilizzato
per calcolare la concentrazione del colorante

Spettro microarray tipico

Argomenti correlati
A Procedure ottimali per le misurazioni dell'acido nucleico
A Misurare un campione micro-volumetrico
A Procedure ottimali per misurazioni micro-volumetriche
A Preparare campioni e blank

A Operazioni di base dello strumento
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4 Applicazioni di misurazione dell'acido nucleico
Misura microarray

Report risultati Microarray

Schermata di misurazione microarray

Per ciascun campione misurato, questa applicazione visualizza lo spettro di assorbanza e un riepilogo dei risultati. Di
seguito si riporta un esempio:

Visualizza dati cronologia Campioni Impostazioni Esegui Misura
visualizzati Microarray blanking campione
o . nell'area del
Carica file ID campione ) . .
grafico Cliccare per terminare

I'esperimento ed esportare i dati
jennifer.prestipiflo

Microarray SPetto OV-Vis 0 :
® Sample 1 Sample2 @ Sample 3 Cliccare con il

! pulsante destro del
mouse sull'area del
grafico per
visualizzarele
opzioni di
visualizzazione.

Cliccare per
selezionare 'unita

Cliccare per
selezionare le
colonne di dati

Sample Dye1 Concentre

Sample 1 g S 25.073pmol/pl

Sample 2 . 5 25.073pmol/pl Cliccare sulla riga per
Sample 3 y . 25.073pmol/pl selezionare il
campione e
aggiornare lo spettro;
25.073pmol/pl cliccare su altre righe
per sovrapporre gli
spettri

25.073pmol/pl

Nomi del campione; Concentrazione di Concentrazioni di

Cliccare per modificare acido nucleico colorante

Nota
A Una correzione del valore al basale viene eseguita a 340 nm (il valore di assorbanza a
340 nm viene sottratto dai valori di assorbanza a tutte le lunghezze d'onda nello spettro
del campione).

A Le misurazioni dell'assorbanza del micro-volume sono normalizzate a una lunghezza del
percorso equivalente a 10,0 mm.
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Valori riportati dei microarray

4 Applicazioni di misurazionedell'acidonucleico
Misura microarray

| valori riportati sono mostrati nella tabella Dati. Selezionare quale dei risultati riportati viene visualizzato nella
tabella dei dati selezionando dal relativo menu delle opzioni. Di seguito i valori disponibili riportati:

o

nome del campione

concentrazione di acido nucleico.
A260

A260/A280

concentrazione colorante 1/colorante 2
Tipo di campione

correzione dell'analisi

Do P > P > P > I

fattore

Impostazioni per le misurazioni di microarray

Impostazioni Microarray

Impostazioni

Tipo di campione e
Fattore

Thermo Scientific

creato il (data di esecuzione della misurazione del campione)

La schermata Impostazioni Microarray viene visualizzata dopo aver selezionato I'applicazione Microarray dalla
scheda Acidi nucleici nella schermata Home. Per visualizzare le impostazioni Microarray dall'apposita

schermata di misurazione, selezionare Impostazioni Microarray.

Opzioni disponibili

dsDNA (con fattore non modificabile di
50 ng-cm/pl)

ssDNA (con fattore non modificabile di
33 ng-cm/pl)

RNA (con fattore non modificabile di
40 ng-cm/pl)

Oligo DNA con fattore calcolato non modificabile
espresso in ng-cm/ul)

Descrizione

Valore ampiamente accettato per il doppio filamento
DNA

Valore ampiamente accettato per il DNA a singolo filamento

Valore ampiamente accettato per RNA

Fattore calcolato a partire dalla sequenza di base del DNA
definita dall'utente. Se selezionate, le unita di base del DNA
disponibili (cioé G, A, T, C) appaiono sotto forma di chiavi.
Definire la sequenza selezionando i tasti appropriati. Il fattore
viene calcolato automaticamente in base al valore ampiamente
accettato per ciascuna unita di base.
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4 Applicazioni di misurazione dell'acido nucleico

Misura microarray

Impostazioni

Colorante 1/Colorante 2

Typoa

Unita Colorante
1/Colorante 2

. , . .b
Correzione dell'analisi

Opzioni disponibili

Oligo RNA con fattore calcolato non
modificabile in ng-cm/pl

Personalizzato (con fattore specificato
dall'utente in ng-cm/pL)

Cy3,5,3505.5,

Fluoro Alexa 488, 546, 555, 594, 647,
0 660

picomoli/microlitri (pmol/pL), micromoli (uM) o
millimoli (mM)

On o Off
Inserire la lunghezza d'onda di correzione

dell'analisi
in nm o utilizzare il valore predefinito (340 nm)

Descrizione

Fattore calcolato a partire dalla sequenza di base del RNA
definita dall'utente. Se selezionate, le unita di base di RNA
disponibili (cioé G, A, U, C) compaiono sotto forma di chiavi.
Definire la sequenza selezionando i tasti appropriati. Il fattore
viene calcolato automaticamente in base al valore ampiamente
accettato per ciascuna unita di base.

Inserire un fattore compreso tra 15 ng-cm/pl e 150
ng-cm/ul

Selezionare il/i colorante/i predefinito/i utilizzato/i per marcare il
campione
materiale, o uno precedentemente aggiunto utilizzando I'Editor
di Colorante.

Selezionare I'unita per la relazione sulle concentrazioni di
colorante

Corregge la misurazione dell'assorbanza del campione per

qualsiasi discrepanza causata da particelle di dispersione della

luce sottraendo il valore di assorbanza

alla lunghezza d'onda di correzione dell'analisi specificata
dal valore di assorbanza alla lunghezza d'onda dell'analisi
eseguita. Il valore corretto viene utilizzato per calcolare la
concentrazione del campione.

Suggerimento: se il campione presenta una modifica

che assorbe

la luce a 340 nm, selezionare una

lunghezza d'onda di correzione diversa o disattivare la
funzione Correzione analisi.

® Per aggiungere un colorante personalizzato o modificare I'elenco dei coloranti disponibili, utilizzare I'Editor Colorante/Cromoforo.

b . 5 . . . - .
La correzione dell'analisi influisce sul calcolo solo per la concentrazione di acido nucleico.

Editor Colorante/Cromoforo

Utilizzare | 6Editor

Col

orante/ Cromoforo

per aggiungere

in Impostazioni Microarray o Impostazioni Proteine ed Etichette. E inoltre possibile specificare quali coloranti sono

disponibili in tale elenco.

Per accedere all'Editor colorante/cromoforo, dalla schermata Home, selezionare Impostazioni > Editor

colorante.
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4 Applicazioni di misurazionedell'acidonucleico
Misura microarray

Editor Colorante

Colorante bloccato (predefinito; non puo

L e Selezionare per
essere modificato o eliminato)

aggiungere un
colorante
personalizzato

Settings Dye Editor

Dye t.Coeff.E n-cm \ f ) 2601 2 correction
Alexa Fluor... 150000

Alexa Flu 73000

Alexa Fluor... 239000

] Alexa Fluor... 132000

Selezionare per
L - : modificare il
colorante
250000 ] % personalizzato
selezionata

o

= NewDye 70000

Selezionare per eliminare il colorante
Colorante personalizzato (definito personalizzato selezionato
dall'utente; pud essere modificato o
eliminato)

Queste operazioni sono disponibili dall'Editor Colorante/Cromoforo:

Aggiungere colorante personalizzato

i toccare _per visualizzare la casella Crea colorante

i inserire un nome univoco per il nuovo colorante
i selezionare l'unita predefinita che verra utilizzata per visualizzare la concentrazione di colorante

i inserire il coefficiente di estinzione del colorante (o costante di assorbimento molare) in
L/mole-cm (tipicamente fornito dal produttore del colorante)

specificare la lunghezza d'onda in nm (tra 350 nm e 840 nm) che verra utilizzata per misurare
I'assorbanza del colorante

i specificare i valori di correzione del colorante a 260 nm e 280 nm

i Selezionare salva
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4 Applicazioni di misurazione dell'acido nucleico
Misura microarray

Nota Per determinare i valori di correzione del colorante (se non disponibili
presso il produttore del colorante):

T utilizzare lo strumento per misurare il colorante puro e I'assorbanza a
260 nm, 280 nm, nonché alla lunghezza d'onda di analisi per il colorante
(cfr. sopra)

I calcolare il rapporto A,go/Alunghezza d'onda colorante € iNSerire tale valore per la
Correzione a 260 nm

i calcolare il rapporto Aygg/Aiunghezza donda colorante € iNserire tale valore per la
Correzione a 280 nm

Selezionando un colorante personalizzato prima di una misurazione, vengono riportati i valori di

assorbanza e concentrazione del colorante e le correzioni vengono applicate ai valori di assorbanza del

campione misurati, nonché alle concentrazioni di campione e ai rapporti di purezza risultanti.
Modificare colorante personalizzato

Suggerimento | coloranti predefiniti nel software non possono essere modificati.

selezionare colorante personalizzato

i selezionare modifica .

i per modificare eventuali voci o impostazioni

i Cliccare su Salva.

Eliminare colorante personalizzato

Suggerimento | coloranti predefiniti nel software non possono essere modificati.

i selezionare colorante personalizzato

i cliccare .

AVVISO L'eliminazione di un colorante personalizzato rimuove dal
software in modo permanente il colorante e tutte le informazioni associate.
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Calcoli per le misurazioni dei microarray

Come per le altre applicazioni di acido
nucleico I'applicazione Microarray utilizza
una modifica dell'equazione di Beer-
Lambert per calcolare la concentrazione
del campione, in cui il coefficiente di
estinzione e la lunghezza del percorso
sono combinati e indicati come un
“fattore".L'applicazione Microarray
dispone di sei opzioni (riportate a destra)
per selezionare un fattore appropriato
per ciascun campione misurato, da
utilizzare in combinazione con la legge di
Beer per calcolarne la concentrazione.

Se il fattore € noto, selezionare I'opzione
Fattore personalizzato e inserire il fattore
in

40 ng-cm/pl. In caso contrario,
selezionare l'opzione che corrisponde
maggiormente alla soluzione

campione.

Suggerimento: idealmente, il fattore o
coefficiente di estinzione dovrebbe
essere determinato empiricamente
utilizzando una soluzione dell'acido
nucleico oggetto di studio a una
concentrazione nota utilizzando lo stesso
tampone.

Thermo Scientific

4 Applicazioni di misurazionedell'acidonucleico
Misura microarray

Opzioni disponibili per i fattori

A dsDNA(fattore =50 ng-c m/ ¢ L)
A ssDNA(fattore =33 ng-c m/ ¢ L)
A RNA (fattore = 40 ng-cm/pL)

A Oligo DNA (calcolato a partire dalla sequenza nucleotidica del
DNA inserita dall'utente)

A Oligo RNA (calcolato a partire dalla sequenza nucleotidica di
RNA inserita dall'utente)

A Fattore personalizzato (fattore inserito dall'utente compreso
trals5ng-cm/ eL e-cm3@ Lng

Nota:per ulteriori informazioni, consultare Tipo di campione.
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