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Aptamer Hot Start Master Mix
(Katalogové cislo A613, A614, A615, A615xI) rev. 01/2022

Popis produktu

Aptamer Hot Start Master Mix je optimalizovand smés pro pfimé pouziti v PCR. Smés obsahuje Tag DNA polymerazu,
DNA aptamer anti-Taq, dNTPs, MgCl,, barvivo, stabilizatory a aditiva. Aditiva a barvivo umoznuji pfimé naneseni
vzorku na gel bez nutnosti pridavat vkladaci pufr. Pfi srovnani s hot start master mixy obsahujici anti-Tag monoklonaini
protilatku, master mixy s anti-Taq aptamerem maji vyhodu spocivajici v: (1) zvysené rezistenci k vyssim teplotam, (2)
reverzibilnimu Gcinku na Tag polymerdzu a (3) zvySené chemické definovanosti Master Mixu. Master Mix neni vhodny
pro aplikace, které vyuZivaji fluorescenéni DNA sondy pro detekci mnoZstvi amplifikované DNA (qPCR). Je vhodny pro
rutinni amplifikace DNA fragment( do velikosti 5 kb. Master mix je kompatibilni s templatovou DNA ziskanou pomoci
DEP-25 DNA extraction kitu (Kat. ¢. D225 — D227).

Hot Start
e Aptamer Hot Start Master Mix obsahuje DNA aptamer anti-Taq, ktery reverzibilné vaze Taq DNA polymerazu
a tim inhibuje jeji enzymatickou aktivitu pti teploté nizsi nez 45°C. V pribéhu PCR se aptamer uvolni a dochazi
k obnové aktivity enzymu. Tyto vlastnosti aptameru usnadniuji pripravu reakéni smési pro PCR za pokojové
teploty. Hot start PCR s vyuZitim aptameru nevyzaduje prodlouzenou inkubaci za denaturacni teploty. Po
skoncéeni PCR se aptamer pfi nizsi teploté opét navaie na Taq DNA polymerazu a tim zablokuje jeji
enzymatickou aktivitu.
Rychla pfiprava
e VSechny komponenty Aptamer Hot Start Master Mixu jsou 2x koncentrované. To umoziuje rychlou pfipravu
reakéni smési bez nutnosti rozmrazovani jednotlivych komponent. Staci dodat primery, templatovou DNA a
doplnit H,O (soucast baleni).
e Hot Start Master Mix je mimoradné vhodny pro rutinni vySetfovani vétSich po¢td vzorkl DNA. K roztoku
Master Mixu v originélni zkumavce (0,5 ml) je mozné pfidat poZzadované primery (napt. 2x 40 ul) a PCR Ultra
H,0 (380 pl). Vlastni pripravu PCR lze pak omezit pouze na smichani ¢asti této reakéni smési (napfr. 24 ul) s
analyzovanou DNA (1 pl).
Pfimé nanaseni na gel
e Aptamer Hot Start Master Mix obsahuje aditiva a barvivo kterd umoZznuji po PCR vloZeni vzorku do gelu bez
nutnosti pridat vkladaci pufr.
e  Barvivo migruje v Cele gelu a neinterferuje s kvantifikovatelnosti PCR produktl. Aptamer, barvivo ani aditiva
nemaji negativni vliv na pribéh amplifikace.
Vysoka ucinnost a citlivost
e  Master Mix umoziiuje velmi citlivou a specifickou amplifikaci poZzadovanych fragment( DNA z genomové DNA
nebo z cDNA ziskané metodou reverzni transkripce. Mix obsahuje MgCl, v koncentraci vhodné pro vétsSinu
PCR.
e DNA aptamer anti-Taq vyrazné snizuje tvorbu nespecifickych produktd.

Technické udaje
Komponenty zdkladniho baleni
e 1zkumavka s 0,5 ml Aptamer Hot Start Master Mixu (na 40 reakci v celkovém objemu 25 pl).
e 1 zkumavka s 1,5 ml PCR H,0.
Slozeni
e Aptamer Hot Start Master Mix se dodavd 2x koncentrovany: 150 mM Tris-HCl, pH 8,8 (25°C), 40 mM
(NH,),S04, 0,02% Tween 20, 5 mM MgCl,, 400 uM dATP, 400 pM dCTP, 400 pM dGTP, 400 uM dTTP, 100 U/ml
Taq DNA polymerazy, DNA aptamer anti-Taq, barvivo, stabilizatory a aditiva.
Skladovani
e Skladovat pfi teploté -20°C + 5°C; Master mix snasi opakované rozmrazovani. Master mix snasi kratkodobé
(do 3 dnu) skladovani pfi teploté do 30°C. To usnadriuje jeho transport (,,nature friendly“).




Cistota produktu a kontrola kvality
o (Cistota Taq DNA polymerazy je ovéfena metodou SDS PAGE: enzym migruje jako jediny prouzek o molekulové
hmotnosti 94 kD. Preparat neobsahuje nukleazy.
e KaZzda Sarze Aptamer Hot Start Master Mixu je testovana na amplifikaci genu o jedné kopii v genomové DNA.

Protokol
Doporuceny protokol pro amplifikaci DNA s vyuzitim Aptamer Hot-Start Master Mixu

1.V tenkosténnych PCR mikrozkumavkach smichat:

Objem” Reagens Finalni koncentrace

12,5 pl Aptamer Hot Start Master Mix 1x Aptamer Hot StartMaster Mix (75 mM Tris-HCI, pH 8,8, 20 mM
(NH,4),S0,, 0,01% Tween 20, 2,5 mM MgCl,, 200 uM dATP, 200 uM
dCTP, 200 uM dGTP, 200 uM dTTP, 50 U/ml Taq DNA polymerazy,
aptamer anti-Taq stabilizatory a aditiva)

1ul 5’ primer 0,1-1puM (~ 20 bazi)

1l 3’ primer 0,1-1 uM (~ 20 bazi)

1ul templatova DNA

9,5 ul PCR H,0 do finalniho objemu 25 pl

*Lze pouZit i jiné objemy, jedinou podminkou je, aby byl Aptamer Hot Start Master Mix nafedén 2x a aby byly dodrzeny findini
koncentrace.

2. Zamichat pomoci vortexu, kratce centrifugovat.
3. Pfidat ~20 ul PCR oleje (kat. ¢. PO43) pro omezeni vypafovani (neni nutné pfi pouZiti cykler( s vyhtivanym vickem).

4. Provést PCR za podminek optimalizovanych pro konkrétni dvojici primer(i. BéZné cyklovaci parametry jsou:

Teplota Doba Pocet cykli
Uvodni denaturace 94°C 1 min 1
Denaturace 94°C 15s
Nasednuti primer( 55-68°C* 15s 25-35
Extenze 72°C 1 minnalkb
Finalni extenze 72°C 7 min 1
Chlazeni 22°C

! Je vhodné zjistit experimentalné; obvykle o 5°C niz3i neZ teplota tani primerd.

5. Amplifikovana DNA mUZe byt nanasena primo do agarézového gelu bez nutnosti pfidavat nanaseci pufr.

Kat. €. Nazev vyrobku a specifikace MnoZzstvi

A613 Aptamer Hot Start Master Mix (1x) 40 reakci (.’ﬁ‘;) ok

A614 Aptamer Hot Start Master Mix (5x) 200 reakci :‘!’ c €
A615 Aptamer Hot Start Master Mix (25x) 1000 reakci m MU%S

A615xI Aptamer Hot Start Master Mix (100x) 4x 1000 reakci




