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gPCR 2x SYTO-9 Master Mix

(katalogové ¢islo P591, P592, P593, P593xl) rev. 02/2022

Popis produktu

gPCR 2x SYTO-9 Master Mix je uren pro narocnéjsi analyzu vzorkl pomoci metody gPCR s kvantifikaci
amplifikovanych DNA fragmentd pomoci interkala¢niho barviva SYTO-9. Tento Master Mix je vhodny pro amplifikaci
delsich fragment( DNA (az do velikosti 1 kb). Zvlasté vhodny je pro analyze kfivek tani vyslednych DNA produkt( (tzv.
,high-resolution melting analysis”).

SYTO-9

e Produkt obsahuje florescenéni barvivo SYTO-9, které se po navazani na dvojvlaknovou DNA stava silné
fluorescentni s maximalni excitaci 485 nm a emisi 498 nm. Toto spektrum je podobné barvivu SYBR Green |
(497/520 nm) a lze jej tedy detekovat pfi pouZiti shodnych optickych filtrd. Stejné jako u SYBR Green | je
narast fluorescence vzorku béhem elongacni faze PCR reakce pfimo Umérny mnoiZstvi amplifikovanych
fragment(.

e Tento Master Mixu je zvlasté vhodny pfi analyze krivek tani s vysokym rozliSenim (HRM). Tato analyza
umoznuje detekci neznamych mutaci, SNP ("single nucleotide polymorphism"), genotypizaci nebo
presekvenacni skenovani amplifikovanych produktd.

Rychla ptiprava (2x koncentrovany)

e Produkt obsahuje viechny konstantni komponenty pro pribéh gPCR 2x koncentrované (optimalizovany
reakéni pufr, nukleotidy, Tag DNA polymerazu, protilatku anti-Taq, SYTO-9). To umozZiuje rychlou pfipravu
reakéni smési bez nutnosti rozmrazovani a presného davkovani jednotlivych komponent. Staci dodat
primery, templatovou DNA a eventudlné doplinit H,0 (soucast baleni).

Hot Start

e  Produkt obsahuje monoklonalni protilatku anti-Taq, kterd se vaze na Taq DNA polymerazu a tim blokuje jeji
enzymatickou aktivitu a zamezuje amplifikaci nespecifickych DNA fragmentl. Protilatka je teplotné
inaktivovana pfi prvnim denaturacnim cyklu PCR.

Citliva detekce i delSich fragmenta

e Tento produkt je optimalizovan pro citlivou a presnou detekci DNA fragmentl amplifikovanych pfi gPCR z
genomové DNA nebo cDNA, ziskané metodou reverzni transkripce.

e Umoznuje detekci DNA fragmentU aZz do velikosti 1kb. Je tedy mozZné pouzivat primery pro béznou PCR.

Technické udaje
Komponenty baleni
e 1 zkumavka s 0,5 ml gPCR 2x SYTO-9 Master Mixu (toto mnozZstvi je dostacujici napf. na 40 reakci po 25 pl).
e 1 zkumavka 1,5 ml PCR H,0.
Skladovani
e Skladovat pfri teploté -20°C * 5°C. Material snasi opakované rozmrazovani.
Slozeni
e Doddva se 2x koncentrovany
150mM Tris-HCl, pH 8,8 (25°C), 40mM (NH,),SO,4, 5mM MgCl,, 400uM dATP, 400uM dCTP, 400uM dGTP,
400uM dTTP, Tag DNA polymeraza (50 U/ml), monoklonéini protilatka anti-Taq, SYTO-9, stabilizatory a
aditiva.
Kontrola kvality
e Kazdd Sarze qPCR 2x SYTO-9 Master mixu je testovdna na amplifikaci genu o jedné kopii v genomové DNA.
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Protokol

Doporuceny protokol pro pfipravu vzorkti pro amplifikaci DNA s vyuzitim SYTO-9 gPCR 2x
Master Mixu (priklad)

1. V tenkosténnych PCR mikrozkumavkach nebo desti¢kach pro PCR smichat:

Reagens Objem* Vysledna koncentrace

gPCR 2x SYTO-9 Master Mix 12,5 ul 75 mM Tris-HCI, pH 8,8, 20 mM (NH,4),S0O,4, 0,01%
Tween 20, 2,5 mM MgCl,, 200 uM kazdy dNTP, 25
U/ml Taq DNA polymeraza, monoklonalini protilatka
anti-Tag, DNA barvivo SYTO-9, stabilizatory a aditiva

5" primer (50 pM) 1l 0,1-1 puM (~ 20 bazi)

3 primer (50 uM) 1l 0,1-1 puM (~ 20 bazi)
Templatova DNA (1 ng/pl -1 pg/ul) | 1 ul 0,02 ng/ul — 0,02 pg/ul
PCR H,0 (kat. ¢. P042) 9,5 ul do finalniho objemu 25 pl

*Lze poutzit i jiné objemy, jedinou podminkou je, aby byl gPCR 2x SYTO-9 Master Mix nafedé&n 2x a aby byly dodrZzeny finaIni koncentrace.
2. Zamichat na vortexu, kratce centrifugovat.

4. Provést qPCR na pfistroji pro qPCR za podminek optimalizovanych pro konkrétni dvojici primerd. BéZné cyklovaci
parametry jsou:

Denaturace pt¥i 94°C, 1 min.

Pripojeni primer pfi 55°C, 30 sec.

Extenze pfi 72°C, 30 sec.

Celkem 40 cykl( na cykleru pro real-time PCR.

SYTO-9 qPCR 2x Master Mix je mimoradné vhodny pro rutinni vySetfovani vétsich poctl vzorkd
cDNA.

K roztoku SYTO-9 qPCR 2x Master Mixu v originalni zkumavce (0,5 ml) je mozné pfidat poZzadované primery (napr. 2x
40 pl) a PCR H,0 (380 pl). Vlastni pripravu PCR lze pak omezit pouze na smichani ¢asti této reakéni smési (napr. 24 pl)
s analyzovanou DNA (1 pl). Je vyhodné rozplnit reakéni mixy do 96-jamkovych desti¢ek pro real-time PCR a vlastni
reakci provést na cyklerech pro 96-jamkové desticky.



