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Instrukcja

CiTi Converter MSP PCR Kit

Zestaw CiTi Converter MSP PCR (methylation-specific) umozliwiajacy uzyskanie produktow PCR o bardzo wysokiej
specyficznosci, przeznaczonych do badan i dyskryminacji metylowanej oraz niemetylowanej cytozyny.

numer katalogowy wielkos¢

1080-100 100 reakcji w 50 pl

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 niniej; protokole wy zenia i materiatow

. uzycia innych odczynnikéw niz zalecane lub ktére nie wchodza w sktad produktu
. uzycia przeterminowanych odczynnikdw oraz elementéw produktu

EvaGreen®jest zarejestrowanym znakiem towarowym Biotium Inc.
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Opis

CiTi MSP PCR Mix jest gotowa, dwukrotnie stezong mieszaning do real-time w technice Hot-Start PCR. Zawiera
optymalne stezenie jondw soli oraz magnezu, dlatego w wypadku optymalizacji reakcji PCR nalezy jedynie wstepnie
optymalizowa¢ warunki reakcji przez: ilos¢ dodawanej matrycy, stezenia starteréw oraz modyfikacje profilu
temperaturowo-czasowego reakcji PCR.

MSP PCR (ang. methylation-specific PCR) pozwala na uzyskanie produktéw PCR z niezwykta specyficznoscig w celu
badan i dyskryminacji metylowanej oraz niemetylowanej cytozyny w sekwencjach CpG na bazie matrycowego DNA po
chemicznej konwersji niemetylowanej cytozyny do uracylu.

CiTi HotStart polimeraza DNA jest zmodyfikowana polimeraza Taq, blokowana chemicznie. Modyfikacja ta nie pozwala
na wydtuzenie startera zawierajacego na 3’ koncu pojedynczy niekomplementarny do matrycowego DNA nukleotyd
(Ryc. 1). Pozwala to na unikniecie amplifikacji niespecyficznych fragmentow DNA. W efekcie zaprojektowanie
odpowiednich specyficznych starteréw jest prostsze i pozwala na uzyskanie wtasciwych produktéow amplifikacji w
badaniach nad metylacja DNA. Dzigki blokadzie chemicznej, CiTi HotStart polimeraza DNA jest nieaktywna w temp.
pokojowej w trakcie nastawiania reakcji PCR, co zapobiega niespecyficznemu wydtuzaniu czesciowo
komplementarnych do siebie starteréw. CiTi HotStart polimeraza DNA jest w petni aktywowana w 95 °C w trakcie
wstepnej denaturacji matrycowego DNA w przeciagu 10 min.
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B CiTi HotStart polimeraza DNA CiTi HotStart polimeraza DNA
llllllllllllgllllllllllllr llllllllllll(j

Ryc. 1. Rozpoznawanie niekomplementarnego 3’ konca startera przez CiTi HotStart polimeraze DNA.

Jesli starter zakoniczony bedzie na 3’ koricu guanina, to taczac sie z matryca po konwersji, gdzie niemetylowana cytozyna ulega konwersji do
uracylu, bedzie posiadat niesparowany z matryca koniec 3’ Natywna polimeraza DNA Taq wydtuza efektywnie tego typu strukture (A), co
prowadzi do powstawania produktéw niespecyficznych. CiTi HotStart polimeraza DNA dzieki wprowadzonej modyfikacji nie potrafi
efektywnie wydtuzaé startera, ktorego niesparowany koniec 3’ nie pasuje do matrycy (B). W efekcie prowadzi to do powstawania wytacznie
specyficznych produktéw PCR.
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Sktad

1080-100 przechowywanie
CiTi MSP PCR Mix 2x1,25ml -20°C
woda ultraczysta 2x1,5ml -20-25°C

Sktad mieszaniny CiTi MSP PCR Mix

sktadnik ilos¢

CiTi HotStart polimeraza DNA 0,1 U/l

MgCl, 4mM

dNTPs 0,5 mM kazdego zdNTP

2x bufor reakcyjny, stabilizatory reakcji

Dodatkowy sprzet i odczynniki

. matryca DNA
. startery

° termocykler
. worteks

° mikrowiréwka

° Przed uzyciem wszystkie sktadniki nalezy catkowicie rozmrozi¢ w lodzie, delikatnie zworteksowac i krétko
zwirowac.

. Cykliczne, 5-krotne rozmrazanie i zamrazanie nie wptywa na wydajnos¢ i aktywnos$¢ produktu.

. Zaleca sie uzycie zestawu CiTi Converter MSP PCR Kit dla matryc DNA po konwersji z uzyciem zestawu
CiTi Converter DNA Methylation Kit (nr kat. 027-50,027-250).
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Proponowany protokoét reakcji PCR

Przed rozpoczeciem nastawienia reakcji:

1. Zaleca sie uzycie DNA poddanego konwersji przy uzyciu zestawu A&A Biotechnology:
. CiTi Converter DNA Methylation Kit (nr kat. 027-50,027-250)

2. Nalezy pamietaé, ze CiTi HotStart polimeraza DNA wymaga aktywacji w 95 °C w ciggu 10 min, co trzeba
uwzgledni¢ w profilu temperaturowo-czasowym reakcji PCR.

38 Mieszanina CiTi MSP PCR zawiera optymalne stezenie jonéw Mg2+ co daje dobre wyniki amplifikacji
DNA. Jednak jesli DNA jest zawieszone w buforach zawierajacych EDTA (np. bufor TE), nalezy liczy¢ sie
z potrzeba uzupetnienia jonéw Mg2+ i dodatkiem roztworu np. 25 mM MgCI2 do koricowego stezenia
2,5mM.

4, W celu unikniecia kontaminacji, nalezy nastawiac reakcje PCR w miejscu oddzielonym od przestrzeni
laboratoryjnej, w ktérej analizowane sa produkty reakcji PCR. Dodatkowo zaleca sie uzywanie pipet
z koncoéwkami zawierajacymi filtry.


https://www.aabiot.com/citi-converter-dna-methylation-kit?search=027-50
https://www.aabiot.com/citi-converter-dna-methylation-kit?search=027-50
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Nastawienie reakcji z uzyciem CiTi Converter MSP PCR Kit:

1. Rozmrozi¢ sktadniki zestawu w lodzie, a nastepnie delikatnie zworteksowac, krétko zwirowaé i wstawié

ponownie do lodu.

2. Umiescic¢ probdwki reakcyjne PCR w lodzie i dodac kolejno:

objetosc reakcji PCR

sktadnik 50 pl
CiTi MSP PCR Mix 25l
starter A* 0,3-0,4 uM*
starter B* 0,3-0,4 uM*
matryca DNA >3ng
woda ultraczysta do 50 ul
*koricowe stezenie w mieszaninie reakcyjnej
3. Mieszanine reakcyjna delikatnie zworteksowac i krétko zwirowac.
4, Probéwki umiesci¢ w termocyklerze i uruchomic program.
Proponowany profil PCR:
etap temperatura czas
wstepna denaturacja 95°C 10 min
95°C 15s
35-40 cykli 50-55°C 30s
72°C 30-60s*
koncowe wydtuzanie 72°C 5 min
schtodzenie reakcji 10°C

*dla produktow powyzej 500 pz nalezy stosowac czas wydtuzania 1 min
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