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Instrukcja

ExToPCR™ Kit

Zestaw do szybkiej ekstrakcji DNA z r6znych materiatéw. Zawiera mieszanine do Hot Start PCR.

numer katalogowy wielkos¢

1032K-100 100 reakcji

Produkt przeznaczony wytacznie do badan naukowych.
Gwarancja

Firma A&A Biotechnology udziela gwarancji na niniejszy produkt.
Firma nie gwarantuje poprawnego dziatania produktu w przypadku:

. odstepstwa od dostarczonego wraz z produktem protokotu

. braku zalecanego w niniejszym protokole w: zenia i materiatow

. uzycia innych odczynnikéw niz zalecane lub ktdre nie wchodza w sktad produktu
. uzycia przeterminowanych odczynnikow oraz elementéw produktu
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Zalety

. Szybka, 15-minutowa procedura.

. Ekstrakcja DNA jest przeprowadzana w jednej probdwce, bez potrzeby wielokrotnych etapéw ptukania lub
wirowania.

Specyfikacja

format enzymatyczna ekstrakcja DNA

krew

tkanki FFPE
wymazy

cebulki wtosa
tkanki zwierzece
owady

pidra

materiat

Opis

ExToPCR™ Kit sktada sie z odczynnikéw do przygotowania ekstraktu zawierajacego DNA oraz mieszaniny do Hot Start
PCR.

Szybka, 15-minutowa procedura pozwala uzyska¢ DNA w ilosci wystarczajacej do przeprowadzenia reakcji PCR.
Termostabilny enzym lityczny (Enzym XTP) umozliwia wydajng ekstrakcje DNA, oraz rozktada nukleazy komérkowe.
Ponadto bufor ekstrakcyjny (Bufor XTP) nie zawiera draznigcych i szkodliwych substancji.

Dostarczony w zestawie dwukrotnie stezony XTP HS-PCR Mix zawiera zablokowang przeciwciatem monoklonalnym
termostabilng polimeraze DNA. Jest ona aktywowana w czasie wstepnej denaturacji DNA, co znacznie poprawia
specyficznosc reakcji. Mieszanina XTP HS-PCR Mix zawiera ponadto komponenty zapobiegajace inhibicji reakcji PCR,
barwniki oraz bufor obcigzajacy, co pozwala na nanoszenie prébek bezposrednio na zel agarozowy.

Sktad

sktadnik ilos¢ przechowywanie
Bufor XTP 10 ml -20°C

Enzym XTP 500 pl -20°C

XTP HS-PCR Mix 1,25 ml -20°C

woda ultraczysta 1,5ml -20-25°C
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Dodatkowy sprzet i odczynniki

Niezbedne
. Probéwki PCR 0,2 ml
° Termoblok lub taznia wodna

. Termocykler

Opcjonalne
. Bufor TE lub Tris-HCI pH 8,0

. Probowki Eppendorf 1,5 ml

materiat przygotowanie
Do probéwki 0,2 ml dodac:
o 5-10 pl krwi swiezej lub pobranej na EDTA
Krew o 85 pl buforu XTP
o 5 ul enzymu XTP
Przejs$c¢ do protokotu ekstrakcji.
Usunac¢ nadmiar wosku.
Do probéwki 0,2 ml dodac:
o 1 mm?® tkanki lub fragment 1-2 mm? z wycinka o grubosci 10 um
Thkanki FFPE o 85 plbuforuXTP
o 5 ylenzymu XTP
Przejs$¢ do protokotu ekstrakcji.
Obcig¢ koncéwke wymazéwki i umiescic jg w probéwce 1,5 mli dodac:
o 300 pl (dwukrotnie rozcienczonego z woda) buforu XTP
Wymazoéwki

o 5 ul enzymu XTP

Przejs$c¢ do protokotu ekstrakcji.
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https://docs.google.com/document/d/1H7z768Z0Hk7QTDs2QlHKNvLcwdLqTctI_eZ6KCK_Onc/edit#heading=h.vrq75orer5fu
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https://docs.google.com/document/d/1H7z768Z0Hk7QTDs2QlHKNvLcwdLqTctI_eZ6KCK_Onc/edit#heading=h.vrq75orer5fu

1. Do probdéwki 0,2 ml dodac:
o 1-10 cebulek wtosa
Cebulki whoséw ©  85ulbuforuXTP
o 5 ul enzymu XTP

2. Przejs¢ do protokotu ekstrakcji.

1. Do probdéwki 0,2 ml dodac:
o 2 mm® fragment tkanki
Tkanki zwierzece °© 85 ul buforu XTP
o 5 ul enzymu XTP

2. Przejs$c¢ do protokotu ekstrakcji.

Umiescic¢ owada lub jego fragment w probéwce 1,5 ml

Doda¢ buforu XTP aby owad byt w nim catkowicie zanurzony
Owady Rozgnies¢ owada tipsem lub innym jatowym narzedziem
Doda¢ 5 ul enzymu XTP

A

Przejs$¢ do protokotu ekstrakcji.

1. Umiescic 2-5 mm fragment lotki piéra w probéwce 0,2 ml i dodaé:
o 100 pl buforu XTP

Piéra o 20 yl enzymu XTP

2. Przejs$¢ do protokotu ekstrakcji.

1. Zamknac probéwke z prébka.

2. Inkubowac w tazni wodnej, termobloku lub termocyklerze przez 10 min w temp. 50 °C.
&, Inkubowac w tazni wodnej, termobloku lub termocyklerze przez 5 min w temp. 95 °C.
4. Pozostawi¢ probke w temp. pokojowej do czasu ostygniecia.

Uwaga: JeZeli prébka materiatu nie ulegnie catkowitemu rozpuszczeniu nie musisz usuwac jej z probéwki. Pomimo obecnosci
fragmentu probki, obecne w ekstrakcie DNA jest zabezpieczone.

5. Uzyskany ekstrakt DNA moze by¢ przechowywany przed przeprowadzeniem reakcji PCR
do 1 miesigcaw temp. 4 °C.
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1. Rozmrozi¢ XTP HS-PCR Mix oraz wode ultraczysta w lodzie. Wymiesza¢ przez odwracanie probéwki, krétko
zwirowac i wstawi¢ ponownie do lodu.

2. Umiescic probdéwki reakcyjne PCR w lodzie i dodac:
sktadnik ilos¢
XTP HS-PCR Mix 12,5l
starter 1 (10 uM) 0,5-1,25 ul
starter 2 (10 uM) 0,5-1,25 pl
ekstrakt DNA 1l
woda ultraczysta uzupetni¢ do 25 pl
&, Mieszanine reakcyjna delikatnie wymieszac i zwirowac.
4. Probéwki umiesci¢ w termocyklerze i nastaw reakcje PCR wedtug ponizszego profilu:
etap temperatura czas ilos¢ cykli
wstepna denaturacja 95°C 5min 1
denaturacja 95°C 15s
przytaczanie starteréow 40-70°C* 30s 35-40
wydtuzanie starteréw 72°C 30-60s /1000 pz.
wydtuzanie koricowe 72°C 5 min 1

*) Temperatura przytaczania starteréw powinna by¢ ustalona na podstawie dostepnych wzoréw do obliczania temperatury annealingu (Ta) lub ustalona
eksperymentalnie.

Analiza produktu PCR

Mieszanina XTP HS-PCR Mix zawiera bufor obcigzajacy oraz dwa barwniki: niebieski i z6tty. Dzieki temu produkty PCR
moga by¢ bezposrednio nanoszone na zel agarozowy. Na 2% zelu agarozowym barwnik niebieski migruje razem z
fragmentami DNA o wielkosci 1000 pz. Zétty barwnik pozwala na ocene postepu elektroforezy odwzorowujac
ruchliwos$é czota rozdziatu w zelu.
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Rozwigzywanie problemoéw

Gesty ekstrakt DNA

Jesli ekstrakt jest gesty lub wystepuje problem z pipetowaniem, nalezy go krétko odwirowaé, a do reakcji PCR uzy¢
supernatantu. Alternatywnie mozna go rozciefczyc¢ 1:5 - 10 buforem TE lub Tris-HCI pH 8,0.

Inhibicja reakcji PCR

Jezeli reakcja PCR nie daje produktu lub jest on niespecyficzny, to nalezy rozciericzy¢ ekstrakt DNA 1:5-10 buforem TE
lub Tris-HCI pH 8,0.

Informacje bezpieczenstwa

XTP enzyme

H315 Dziata drazniaco na skére.

H319 Dziata draznigco na oczy.

H334 Moze powodowac objawy alergii lub astmy lub trudnosci w oddychaniu w
nastepstwie wdychania.

H335 Moze powodowac podraznienie drég oddechowych.

P261 Unika¢ wdychania pytu.

P305+P351+P338 W przypadku dostania sie do oczu: ostroznie ptuka¢ woda przez kilka
minut. Wyjac soczewki kontaktowe, jezeli sa i mozna je tatwo usuna¢. Nadal ptukac.
P342+P311W przypadku wystapienia objawow ze strony uktadu oddechowego
skontaktowac sie z Osrodkiem Zatrué lub lekarzem.

NIEBEZPIECZENSTWO

Instrukcja - EXTOPCR™ Kit



>

A&A BIOTECHNOLOGY

innovating life science

A&A Biotechnology, ul. Strzelca 40, 80-299 Gdansk
tel. 883323 761,600776 268
info@aabiot.com, www.aabiot.com

wersja 2024-1



mailto:info@aabiot.com
http://www.aabiot.com/

