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DEP-25 DNA Extraction Kit

(Katalogové cislo D225, D226, D227) rev. 02/2022

Popis
DEP-25 (DNA Extrakce pro PCR do 25 min) je dvouslozkova souprava pro extrakci genomové DNA rdzného pGvodu.

Hlavni vyhodou soupravy je, Ze extrakce je provedena rychle a v jedné zkumavce. Souprava umoznuje vysokokapacitni
extrakci DNA a je zvlasté vhodna pro identifikaci genotypu, uréovani identity bunék a jejich pripadnych kontaminaci.

Rychl3, snadnj, robustni a spolehliva extrakce DNA
e DNA z riznych bunék a tkani mdZe byt pfipravena do 25 min a nevyZaduje ¢asové naro¢né enzymatické
opracovani, purifikaci na koloné nebo fenol/chloroformovou extrakci (Obr. 1). Pouzitelnost metody byla
extenzivné testovana pfi genotypizaci riznych vzorkl (Obr. 2).

Extrakce s DEP-25 DNA izolace - standard Obr. 1. Schematické zndzornéni postupu pripravy genomové DNA ve
[ ~25 min ] [ > 300 min ] !<va||te vho<l:lne pro PCR analllyzu. Extrfa\kce DNA pomoci DEP-2§ zahrnUngj%
jednoduché kroky a trvd ~25 minut. Tato procedura je rychlejsi,

(" N (. . ) jednodussi, bezpecnéjsi a lacinéjsi nez standardni metoda izolace DNA,
Pridat bunky/tkan k Smichat proteinazu K , ., J, , . ,
START reagens (PK) s pufrem kterd vyuziva proteinazu K a naslednou extrakci pomoci fenolu a
J O chloroformu nebo metody vyuZivajici centrifugaéni kolonky.
Inkubovat 20 min Pridat buriky/tkan k
Fi 95°C PK v pufi . .
pri v puird Obr. 2. Amplifikace genomové DNA
. izolované pomoci DEP-25 soupravy (1)
Pridat STOP reagens Inkubovat ~ 4 hr pFi , . v
550C nebo standardni DNA izolacni metody (2).
PCR A Pro PCR byly pouzity oligonukl. primery
———

specifické pro DNA fragment o velikosti
864 pard bazi [Nucl. Acids Res., 36(15):€93,
2008]. PCR amplikony byly frakcionovany
na agarézovém gelu a barveny ethidium
bromidem. Pouze fragmenty ocekdvané
velikosti byly detegovany.
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Barevny indikator
e DEP-25 je sloZena ze dvou sloZek, START-Blue a STOP. START-Blue obsahuje barevny indikator pro vizualni
indikaci spravnosti roztoku. Po pfidani stejného objemu STOP reagens, roztok se zméni na bezbarvy.
Kompletni souprava
e DEP-25 obsahuje veskera reagens nezbytna pro rychlou extrakci genomové DNA z bunék rizného plvodd,
véetné bunécénych linii kultivovanych in vitro, vzorkd tkani, vlast, bukalnich stérd, biopsie mysich ocaskl nebo
usni tkané.
Siroka vyuzitelnost
e DNA izolovand pomoci DEP-25 je vyuZitelnd pfi genotypizaci pomoci metody PCR a PCR v redlném case
(gPCR). Extrahovanda DNA je kompatibilni jako templat se vSemi Master Mixy Top-Bio provenience.
Ekonomicka vyhodnost
e Souprava obsahuje reagens pro extrakci DNA ve kvalité pro PCR za zlomek ceny jinych metod nebo
komer¢nich pripravkd.
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Technické udaje
Komponenty baleni
e  DEP-25 DNA Extraction Kit se dodava v lahvich obsahujicich 2x 8 ml (Kat. ¢. D225), 2x 30 ml (Kat. ¢. D226) nebo
2x 120 ml (Kat. ¢. D227) reagens START-Blue a STOP.
® Kazda souprava obsahuje navod na DNA extrakci v kvalité pro PCR.
Skladovani
e  Priteploté 2-8°C. Kratkodobé (nékolik dni) pri teploté do 35°C. Tyto skladovaci parametry umozZiuji transport
bez chlazeni ("nature friendly").
Cistota a kontrola kvality

e  Kazdd sSarze DEP-25 DNA Extraction Kitu je testovana z hlediska vyuZitelnosti pro extrakci genomové DNA ve
kvalité pro PCR. Vysledky PCR jsou ovéfovany elektroforézou v agarézovém gelu. Po obarveni ethidium
bromidem je detegovana pouze DNA ocekdavané velikosti (Obr. 2).

Protokol

Materialy, které jsou poZzadované, ale nejsou soucasti dodavky
o  Mikrocentrifugacni zkumavky (0,2 ml nebo 0,5 ml), zkumavky pro PCR (0,2 ml) nebo 96-jamkové desky
pro PCR.
e  Pipetovaci davkovace a Spicky.
e Teplotni cykler nebo vyhFivany blok (95°C) pro 0,2 ml zkumavky, 0,5 ml zkumavky nebo 96-jamkové
desky pro PCR.
Pokud neni uvedeno jinak, jsou vSechny ukony provddény pri pokojové teploté.

1. Do 0,2 ml nebo 0,5 ml zkumavek prenést 10° - 10° bun&k v PBS. Bunky jsou peletovany centrifugaci a
supernatant je peclivé odstranén (odsatim). Alternativné, fragment tkané (napfr. 2 - 5 mm zmrzlého nebo
Cerstvého konce ocasku mysi, kousek zmrazené nebo Cerstvé usni tkané, vlasy nebo 1 - 5 mg jiné tkané) jsou
preneseny do zkumavek.

2. K bunikdm nebo vzorku tkané pridat 75 ul DEP-25 START-Blue reagens. Kontrolovat, ze buriky/tkané jsou
kompletné ponoreny v reagens. V pfipadé pouZiti bukalnich stérl (s vyuZitim pénové stérky), vloZit konec
stérky do zkumavky s 75ul DEP-25 START-Blue reagens a uvolnit buriky promichdnim.

3. Zahtat vzorky na 95°C po dobu 20 min v cykleru pro PCR nebo v teplotnim bloku. Solidni tkané nebudou v
fadé pripadl Uplné solubilizovany; to vsak neovlivni nasledné pouZiti extraktu pro genotypizaci.

4. Vzorky ochladit na pokojovou teplotu, pridat 75 pl DEP-25 STOP reagens a obsah promichat. Po pridani STOP
reagens, START-Blue reagens se zméni na bezbarvy roztok.

5. Pouzit 1 - 2,5 pl extraktu jak zdroj templatové DNA pro naslednou PCR nebo gPCR o objemu 25 pl. Pfi
pozadavku na zménu objemu PCR, pfidavat maximalné 1/10 objemu reakéni smési pro PCR.

Poznamky

Skladovani - DNA extrakt mGZe byt skladovan pfi teploté 4 + 2°C nebo -20 + 5°C po nékolik mésich. Pro skladovani
neni nutné odstranit zbytkovou tkan ze zkumavek.

Velké pocty vzorkl - extrakce bunék nebo tkani mlze byt provedena v 96-jamkovych destickach pro PCR s vyuZitim
PCR cyklerd nastavenych na teplotu 95°C.

Rychly protokol - solubilizace bunék pfi 95°C m(zZe byt zkrdcena na 10 min. V pfipadé buné&&nych suspenzi mize byt
inkubace omezena na 5 min.

Maximalni vytéZnost - tkané je vhodné rozdélit na mensi fragmenty pro urychleny prdnik START-Blue reagens k
burikdam. To vede k vys$si vytéZznosti templatové DNA. Podobny efekt mize byt dosazen prodlouzenim inkubace pfi
95°C a? na 60 min. Optimalni doba extrakce zavisi na typu tkané.

DNA extrakce z bukalnich stérl - z divodu malého objemu roztokd pouzivanych pro DNA extrakci je nutno pouzit
malé stérové tampony z pény ("foam tipped swab"). Vatové tampony nejsou vhodné nebot absorbuji znacné
mnozZstvi START reagens, které nelze ucinné uvolnit z tamponu.

Zmény objemu - DNA extrakce mUzZe byt provedena i v jinych zkumavkach nebo s jinymi objemy reagens. Vidy vsak je
nutné k START-Blue reagens pfidat stejny objem STOP reagens.

Suboptimalni PCR - v ptipadé vétsiho poctu bunék nebo tkané, dochazi k uvolnéni inhibitor(, které mohou blokovat
PCR. Naredéni DNA extraktu vodou m(iZe problém odstranit. V pfipadé malého pocétu bunék je nutno navysit pocet
cykll PCR.



