Выделение ДНК из клеток китайского хомячка
1) Снимаем клетки версеном-трипсином с 3 флаконов площадью 66 см2 каждый. Исходя из предполагаемой плотности монослоя 400 тыс кл./ см2 , мы снимаем около 80 млн клеток со всех флаконов (~80 мг белка). 
2) Клетки считаем с помощью камеры Гаряева.
3) Суспендируем клетки в среде ДМЕМ с 10% сыворотки. Объем суспензии – около 16 мл. Осаждаем клетки в центрифуге (1000 оборотов 10 мин), разделив суспензию по двум коническим пробиркам. Супернатант сливаем. Осадки объединяем.
4) Добавляем …… мкл буфера I и …… мкл 10% SDS.
5) Перемешиваем до образования суспензии.
6) Культивируем 10 мин при 37(С.

7) Приливаем …..мкл 3М ацетата натрия (pH 5.2) и …..мкл 5М перхлората натрия.

8) Выполняем хлороформенную экстракцию.[Добавляем ……мкл хлороформ : изоамиловый спирт (24:1), перемешиваем, центрифугируем 10 мин при 4(С и 13000 оборотов]. Хлороформенная экстракция делается дважды.
9) Осаждаем ДНК добавлением …….мкл холодного 96% этанола. 
10) ДНК оставляем осаждаться на ночь при -20(С.

11) Дважды промываем осажденную ДНК 70% этанолом.

12) Высушиваем под потоком азота.

13) Повторно перерастворяем в …….мкл 20мМ ацетата натрия (pH 4.8)

14) Перевариваем ДНК до дезоксинуклеозидов инкубацией при 37(С с …U нуклеазы P1 (в смеси II) в течении 30 мин. и ….. U щелочной фосфатазы (в смеси III) в течении 1 часа.
HPLC-EC
1) ….мкл нуклеозидной смеси вводим на обращено – фазовую колонку (5мкм, 4,6 мм*25см)

2) Элюируем  4% ацетонитрилом в 50мМ фосфатном буфере

3) Oxo8dG и dG детектируем с ESA электрохимическим кулонометрическим детектором с 5011 аналитической ячейкой, которыми управляем в окислительном режиме (Е1= 100 милливольт, Е2= 180 милливольт) и УФ-детектором, при 254 нанометрах, соответственно.
4) Для определения площади пика используем три уровня калибровки по стандарту Oxo8dG
==========================================================
Реактивы (выделение ДНК): 
a)  150 mM NaCl
b) Буфер I (150 mM NaCl, 10 mM Tris, 10 mM Na2EDTA, pH 8.0)

c) SDS 10%

d) 3 M ацетат натрия (pH 5.2)
e) 5 M перхлорат натрия

f) Хлороформ : изоамиловый спирт (24:1)

g) Этанол 96%

h) Этанол 70%

i) Азот сжатый

j) 20 mM ацетат натрия (pH 4.8)
k) Нуклеаза P1
l) Смесь II (20 mM ацетат натрия, 10 mM ZnCl2, 15% глицерин, pH 4.8)

m) Щелочная фосфатаза

n) Смесь III (1 M Tris-HCl, pH 8.0)
Реактивы (HPLC-EC): 
a) 4% ацетонитрил

b) 50мМ фосфатный буфер (pH 3,2) 
