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DirectPCR® Lysis Reagent Cell

Beschreibung:

DirectPCR® Lysis Reagent Cell (zum Patent angemeldet) ist speziell fir die Lyse von Séugerzellen in
Kultur entwickelt worden. Nach einer Hitzebehandlung kénnen die gewonnenen Lysate direkt und ohne
zeitaufwendige DNA-Isolationen in PCR-Reaktionen eingesetzt werden. Fiir Mausschwéinze, Mausohren
sowie Mausdotterséicke stehen weitere Produkivarianten zur Verfiigung.

Bestellinformationen:

DirectPCR®-Cell for kultivierte Séiugerzellen (50 ml)  Bestell-Nr. 31-301-C
DirectPCR®-Cell for kultivierte Sciugerzellen (100 ml)  Bestell-Nr. 31-302-C
Lagerung:

DirectPCR®-Cell sollte lichtgeschiitzt bei 4 - 8 °C gelagert werden und ist unter diesen Bedingungen
mindestens 6 Monate ab Lieferung stabil. Kristalle, die sich evil. wihrend der Lieferung oder Lagerung
bilden, sollten vor Gebrauch durch kurzes Erwérmen auf 37 °C wieder geldst werden.

Protokoll (siehe auch TABELLE 1):

1. Zellen einer 10 cm-Schale in 200 - 300 pl DirectPCR®-Cell, komplettiert mit 0.2 — 0.4 mg/ml
Proteinase K (z.B. peqGOLD Proteinase K-Lésung [20 mg/ml], Kat.-Nr. 04-1075) resuspendieren.
Reaktionsgefdf3 bei 55 °C fir 5 - 16 Std. in einem rotierenden Hybridisierungsofen bis zur
kompletten Lyse der Zellen inkubieren.

Alternativ, direkte Lyse in 96 Well-Schale:
Zellen 2 x mit PBS waschen und 140 pl einer 1:2 Verdiinnung des DirectPCR®-Cell pro Well
zugeben. Uber Nacht bei 55 °C auf einer Schittelplattform inkubieren (siehe TABELLE 1).

Hinweis: Zu Beginn einer Versuchsreihe sollte die optimale Menge an DirectPCR® Lyse-Reagenz bestimmt
werden. Beim Einsatz geringer Zellmengen muss das DirectPCR®-Reagenz mit Wasser verdiinnt werden und
entsprechend mehr Lysat in die PCR-Reaktion gegeben werden. SIFHE TABELLE 1.

Hinweis: Proteinase K ist in DirectPCR®-Reagenz maximal 24 h stabil. Profeinase K méglichst frisch zugeben!

Hinweis: Rotierende Hybridisierungsofen liefern i. d. R. bessere Ergebnisse als Schiittelplattformen. Da dlie
Lysate ohne vorherige DNA-Isolation in PCR-Reaktionen eingesetzt werden, beeinflusst eine Iiingere Rotation
die PCR-Ergebnisse nicht signifikant. Betréigt der Reaktionsansatz weniger als 200 pl, sollten 0.75 ml Tubes
verwendet werden. Im Verhdltnis gleiche Volumina DirectPCR®-Cell fir verschieden grof3e Proben verwenden.

2. Reaktionsansatz bei 85 °C fiir 45 min in einem Wasserbad inkubieren, um eine vollsténdige
Inaktivierung der Proteinase K zu erzielen.
Evil. Kondensat oder Debris anschlief3end fiir 10 sec abzentrifugieren (optional).

Hinweis: Das Lysat kann 1 Jahr bei =20 °C oder 1 Woche bei 4 °C ohne Qualitiitsverluste gelagert werden.

3. Fir die anschlieBende Genotypisierungs-PCR 1 - 1.5 pl des Lysats pro 50 pl PCR-Reaktion einsetzen
(siche TABELLE 1).

[4. Optional: Bei Bedarf kann die DNA aus dem Lysat durch Zugabe von NaCl (Endkonz. 250 mM) und
0.7 Volumen Isopropanol gefllt werden. Nach Zentrifugation bei 4 °C fir 2 min ist die DNA
prézipitiert. Uberstand verwerfen, DNA-Pellet mit 1 ml 70 % EtOH waschen und in 50 pl 10 mM Tris-
HCl (pH 8.0) lésen. 1 pl in PCR einsetzen.]

PEQLAB_v0314_D 1

- info@pedlab.com - www.peglab.con



peglab_=

a VWR company

Datenblatt

Tabelle 1: Empfohlene Bedingungen fiir die Lyse kultivierter Saugerzellen:

.. . DirectPCR®-Cell Lysat/50 pl PCR-
KulturgefaB Tube-Gréfe (inkl. Proteinase K) e ¢ Ansai:z
96 Well** - 70 pl 70 pl 2.0-3.0¢l
96 Well* 0.75 ml 70 pl - 1.0-1.5l
24 Well* 0.75 ml 100 pl : 1.0- 1.5yl
6 Well* 0.75 ml 140 pl - 1.0-1.5l
10 cm* 1.50 ml 200 - 300 : 1.0-1.54

**Lyse in Kulturschale auf Schijttelplattform. *Lyse in Reaktionsgefaf3 in Hybridisierungsofen.

Hinweise zur korrekten Anwendung:

1. Komplette Lyse: Nach der Lyse sollten keine Zellklumpen mehr vorhanden sein.

2. Proteinase K-Inaktivierung: Die Inaktivierung der Proteinase K erfolgt durch Inkubation des
Reaktionsansatzes bei 85 °C fur 45 min. Dieser Schritt ist essentiell und darf nicht verkiirzt werden,
um einen spdteren Verdau der Tag-Polymerase durch die Proteinase K zu verhindern.

3. Template-Menge: Fiir die anschliefende PCR sollte méglichst wenig Lysat eingesetzt werden, da ein
zu hoher Anteil DirectPCR®-Reagenz die PCR inhibiert (siehe TABELLE 1).

4. ReaktionsgefdBe und Verdunstung: Falls das Reaktionsvolumen wéhrend der Lyse weniger als
200 pl betréigt, sollten maglichst kleine Reaktionsgeféif3e (z. B. 0.75 ml) verwendet werden, um die
Verdunstung einzuschréinken.

5 Verdiinnung: Bei Verwendung von verdiinntem Lyse-Reagenz im Falle geringer Zell-Zahlen sollten
anschlieBend entsprechend gréfere Lysat-Mengen in der PCR eingesetzt werden (siehe TABELLE 1).

6. Trouble-Shooting: Bei unbefriedigenden PCR-Ergebnissen empfiehlt es sich, eine Positiv-Kontrolle mit
isolierter (reiner) genomischer DNA in der PCR mitlaufen zu lassen, um Probleme an Thermocycler,
PCR-Protokoll, PCR-Reagenzien oder Nachweismethode ausschlief3en zu kdnnen.

Weitere Produkte:

Produkt Beschreibung Menge Bestell-Nr.
DirectPCR®-Tail opfimiert fir die lyse von xom 1021
DiechCR™Eor | nsen Som 31402
DirectPCR®-Yolk sac :rlzltlionr;i/zrr:cﬁjern:l iéeLZ\:b\;o(rI\Doﬂersock) ?80mr|n| gl gg;z

Dieses Produkt ist ausschlief3lich fir Forschungszwecke geeignet. Eine Verwendung fiir diagnostische Zwecke oder als Arzneimittel sowie eine
Verabreichung an Menschen oder Tiere ist nicht gestattet.
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