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Popis produktu

gPCR Visible Blue Mark je barvivo zvysujici viditelnost reakénich smési pro PCR a tim umozZnuje pracovat s
vétsi rychlosti a presnosti pfi manipulaci s malymi objemy reagencii ve zkumavkach, stripech nebo vice-
jamkovych destickach (viz Obr. 1). Pfitomnost barviva je zvlasté vyhodnad pro genotypizaci
jednonukleotidovych polymorfism( (SNP) a vysoce vykonnou analyzu genové exprese s vyuZitim vice-
jamkovych desticek. Pritomnost barviva, pokud se pouzivd podle navodu, neovliviiuje Ucinnost PCR,
neinterferuje s Siroce pouzivanymi fluorescenénimi barvivy pro gPCR, jako jsou SYBR Green, EvaGreen nebo
detekci na bazi sond. gPCR Visible Blue Mark je optimalizovan pro rlizné Master Mixy Top-Bio provenience,
véetné Master Mix( pro PCR s horkym startem. gPCR Visible Blue Mark je kompatibilni s fadou pfistroja pro
PCR v redlném case. S vyhodou Ize gPCR Visible Blue Mark pridavat pfimo do master mix( nebo jej pouzit
jako soucast komponent PCR pfidavanych ve vybraném kroku.

Technické udaje

Komponenty zakladniho baleni
* 1 zkumavka se 100 pl 200x koncentrovaného barviva gPCR Visible Blue Mark umoznuje pfipravit
1000 PCR reakcnich smési po 20 pl.
Skladovani
»  Barvivo lze skladovat ve tmé pf¥i teploté -20°C + 5°C po dobu do 12 mésicQ; pfi teploté 4°C + 2°C po
dobu do 1 mésice. Transport je realizovan obvykle pfi pokojové teploté.
Slozeni
gPCR Visible Blue Mark je 200x koncentrované netoxické modré barvivo v 75 mM Tris-HCI, pH 8,0
(pfi 25°C), doplnéné stabilizatory a aditivy.
Kontrola kvality
e KaZzda Sarze produktu je testovana v qPCR s pouzitim fluorescenéniho barviva SYBR Green . V
pfitomnosti barviva neni pozorovdn Zadny rozdil v Ucinnosti gPCR. Typicky vysledek takového
testovani je uveden v Obr. 2.
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Protokol

Nasledujici protokol je voditkem a mél by byt optimalizovan podle konkrétnich aplikaci. V konecné reakéni smési pro
gPCR musi byt qPCR Visible Blue Mark fedén 200x.

A. Pridani barviva qPCR Visible Blue Mark do Master Mixu pro qPCR

1.

vk W

Rozmrazit 200x koncentrované barvivo gPCR Visible Blue Mark a Master mix (napf. gPCR 2x Blue Master mix,
500 pl; Top-Bio, kat. ¢. P521) pfi pokojové teploté.

Dikladné promichat a kratce centrifugovat. Poté zkumavky uchovévat na ledu a chranéné pred svétlem.

Do 500 pul 2x koncentrovaného Master mixu pridat 5 pl barviva gPCR Visible Blue Mark.

Dlkladné promichat a kratce centrifugovat. Zkumavky dale uchovavat na ledu, chranéné pred svétlem.

Pro 20 ul PCR reakci napipetovat 10 ul gPCR master mix do vicejamkovych desticek, stripl nebo zkumavek a
poté 10 pl zbyvajicich komponent (DNA, primery, sondy). Pfi vkladani do prlihlednych zkumavek nebo
desticek je vhodné pro lepsi viditelnost umistit materialy na bilé pozadi.

B. Pfidani barviva qPCR Visible Blue Mark do vzorku testované DNA

1.
2.

Rozmrazit pti pokojové teploté 200x koncentrovany gPCR Visible Blue Mark a vzorky s DNA.

Dakladné promichat qPCR Visible Blue Mark a zkumavku kratce centrifugovat. Zkumavku uchovavat na ledu,
chranéné pred svétlem.

Napipetovat prislusné mnozstvi qPCR Visible Blue Mark do zkumavky s DNA. Nutno vzit do uvahy, Ze Blue
Mark musi byt v konecné PCR smési naredén 200x. Viz priklady v tabulce 1.

Tabulka 1. Priklad objem{ (v ul) pro pridani gPCR Visible Blue Mark do vzork( s templdatovou DNA

Konecny Objem templatové Vzorek DNA 200x qPCR Visible Blue Mark
objem PCR DNA do PCR Objem Objem do vzorku DNA

20 4 100 2.5

20 2 20 1

10 2 100 2.5

10 1 20 ’ 1




Obr. 1. qPCR Visible Blue Mark usnadriuje pipetovani do multi-jamkovych desticek. Do jamek 384-jamkové desticky
byly vpraveny 10 ul alikvoty qPCR 2xSYBR Master Mix (sloupce 3-8) nebo 10 ul alikvoty qPCR 2x SYBR Master
Mix_BLUE, obsahujici 100x redény qPCR Visible Blue Mark (sloupce 1, 2, 9-14, 23, 24). We sloupci 16-22 byl qPCR
2xSYBR Master Mix_BLUE napipetovdn jen do rddek A, C, E, G, I, K, M a O. Ve sloupci 15 zustaly vsechny jamky
prdzdné.
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Obr. 2. qPCR Visible Blue Mark neovlivriuje ucinnost gPCR. gPCR 2x Blue Master Mix (Top-Bio, kat. ¢. P521) byl dopinén
(modré krivky) nebo ne (zelené krivky) o qPCR Visible Blue Mark (konecné redéni 1:200), SYBR Green 1, DNA templdt v
péti desetindsobnych redénich a odpovidajici primery. Do testu byla také zahrnuta kontrola bez DNA templdtu (NTC).
Vzorky ve trojicich byly analyzovdny pomoci cykleru pro real-time PCR.
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