PrepFiler® BTA Forensic DNA Extraction kit

Izola€ni protokol

Reagencie:

PrepFiler® BTA Forensic DNA Lysis Buffer
1.0 M roztok DL-Dithiothreitolu (DTT)
Proteindza K

PrepFiler® Lysis Buffer

Prepfiler® Magnetic Particles

Isopropanol

Prepfiler® Wash Buffers A a B

Prepfiler® Elution Buffer

Pred izolaci:

e Inkubujte magnetické castice 37°C po dobu deseti minut, rozsuspendujte a pied
pouzitim zkumavku obrat’te tam a zpét
e Pokud se v PrepFiler® BTA Forensic DNA Lysis Buffer objevi srazeniny, inkubujte
pti 37°C po dobu patnécti minut a kratce zvortexujte
e Do Prepfiler® Wash Buffer A piidejte 93 ml 95% etanolu a oznacte na lahvicce
e Do Prepfiler® Wash Buffer B ptidejte 19, 5 ml 95% etanolu a oznacte na lahvicce
Pouzitelnost pufrt je 6 mésicti od data fedéni.

Postup izolace

1. Zhtejte thermoshaker na 56 °C
2. Do zkumavky nasypte 700 pg kostniho prasku.
3. Ptipravte lyzacni smés dle navodu a zvortexujte.

Komponenta Objem (1 reakce)
PrepFiler® BTA Lysis Buffer 220 pl

1.0 M DTT 3ul

Proteindza K 7 ul

4. Pridejte lyzacni pufr ke vzorku.

5. Peclivé uzaviete a 5 vtetin centrifugujte, poté velmi jemné zvortexujte.

6. Umistéte do thermoshakeru a pfi 56 °C a 1100 rpm inkubujte 24 hodin.

7. Nechte zchladnout zkumavky se vzorky na pokojovou teplotu a centrifugujte 90 vtefin na

10 000g. Poté lyzat bez sedimentu premistéte do Cisté mikrozkumavky.

Lyzat 1ze po tomto uchovat v lednici po dobu 24 hodin

Ptidejte 300 pl PrepFiler® Lysis Buffer k lyzatu, kratce vortextuje.

9. Zvortexujte Prepfiler® Magnetic Particles. Spravnou rozsuspendaci si ovéite otocenim
zkumavky.

10. Napipetujte 15 pl magnetickych ¢astic do lyzatu, uzaviete zkumavku, a velmi pomalu
vortexujte ( 500 — 1200 rpm) po dobu deseti sekund. Kratce centrifugujte.

11. Pridejte 300 pl izopropanolu (99,5% , Cistota molecular biology grade), velmi pomalu
vortexujte ( 500 — 1200 rpm) po dobu deseti sekund. Kratce centrifugujte.

12. Umistéte do thermoshakeru a pfi pokojové teploté a 700 rpm inkubujte deset minut.

13. Pokud néjaké ¢astice ulpély na sténach zkumavky, splachnéte je do lyzatu.

14. Vortexujte 10 sekund vzorek na maximum.

*®



15. Umistéte zkumavky se vzorky do magnetického stojanu a deset minut nechte nasedat
magnetické Castice.

16. Odsajte vsechnu vodnou fazi.

17. Promyvejte

Prepfiler® Wash Buffer A Prepfiler® Wash Buffers A | Prepfiler® Wash Buffers B

600 pl 300 pl 300 pl

a) Zavrete zkumavky a vyndejte z magnetického stojanku.
b) Vortexujte 15 sekund a poté kratce centrifugujte.

¢) Umistéte do magnetického stojanku na 1 minutu

d) Odsajte vSechnu vodnou fazi.

18. Kratce centrifugujte a umistéte opet zkumavku do stojanku. Nizkoobjemovou pipetou
odsajte zbytek tekutiny.

19. Pokud je stale pfitomno reziduum tekutiny, umistéte zkumavku do magnetického stojanu,
oteviete vicko a nechce vysusit.

20. Zahtejte thermoshaker na 70 °C.
Pridejte 50 pul Prepfiler® Elution Buffer a vortexujte na maximum dokud se pelet
nerozsuspenduje.

21. Umistéte do thermoshakeru a pii 70 °C a 900 rpm inkubujte po dobu deseti minut.

22. Vortexujte na maximum dokud se magnetické ¢astice zcela nezmizi ze st€n zkumavky.

23. Umistéte do magnetického stojanku, dokud se vSechny magnetické ¢astice nenalepi na
sténu.

24. Odsajte pipetou veskerou tekutinu, ktera obsahuje izolat do pfichystané mikrozkumavky.

25. Uchovavame pii -20 °C



