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Popis
Jedna se o rekombinantni DNA polymerazu, izolovanou nové vyvinutou metodou snizujici mnozstvi kontaminujici
DNA. V komeréné dostupnych preparatech DNA polymeraz je pfitomno 10 - 1000 genomovych ekvivalentd
bakteriadlni dsDNA na jednotku enzymu (Spangler et al., Plos One, 4: 7010, 2009). Bakterialni DNA, kontaminujici
preparaty DNA polymeraz, mizZe zplUsobovat problémy pfi nékterych typech DNA amplifikaci, zvlasté bakterialnich
genotypizaci pomoci PCR. Q-Taq DNA polymeraza ma vyznamnym zpUsobem sniZzenou kontaminujici dsDNA (<0,5
ng/ml) a zvysSuje kvalitu PCR s nékterymi typy primerd.

Technické udaje
Komponenty a baleni
e Q-Taq DNA polymeraza je dodavana v koncentraci 5 U/ul. V zdkladnim baleni jsou: 1 zkumavka obsahujici
500 U/100 pl (kat. ¢. Q040), 5 zkumavek po 500 U/100 pl (kat. ¢. Q041) nebo 10 zkumavek po 500 U/100 pl
(kat. ¢. Q042).
e Ke kazdé zkumavce s Q-Tag DNA polymerdazou je pfidana 1 zkumavka (1,5 ml) s 10x PCR Blue Bufferem, ktery
vykazuje vy$si toleranci k suboptimalnim koncentracim Mg?* (kat. &. TO58).
Pro optimalizaci koncentrace MgCl Ize objednat 10x konc. PCR Blue Buffer bez MgCl> s 25 mM MgCl> v samostatné
zkumavce (kat. ¢. T059).

Skladovani
e  Skladovat pfi teploté -20°C £ 5°C. Material snasi opakované rozmrazovani.

Slozeni
e  Skladovaci pufr pro Q-Tag DNA polymerazu: 20 mM Tris-HCI, pH 8,0 (25°C), 100 mM KCl, 0,1 mM EDTA, 1 mM
DTT, 0,5% Nonidet P-40, 0,5% Tween 20, 50% glycerol.
e 10x konc. PCR Blue Buffer: 750 mM Tris-HCl, pH 8,8 (25°C), 200 mM (NH2)2S0s, 1% Tween 20, 25 mM MgCl,.

Aktivita
e Jedna jednotka aktivity (U) je definovdna jako mnozZstvi enzymu, které katalyzuje zabudovani 10 nmol dNTP
béhem 30 min pfi 72°C do materialu precipitovatelného trichloroctovou kyselinou. Reakce probihd v objemu
50 pl v pufru obsahujicim 10 mM Tris-HCI (pH 8,8 pfi 25°C), 50 mM KCl, 0,1% Triton X-100, 1,5 mM MgClz, 200
UM dATP, dCTP, dGTP a [a-32P]dTTP, 50 pug/ml denaturované DNA, 0,5 uM primer a 0,2 - 0,5 U enzymu.

Kontrola kvality
o (Cistota DNA polymerdzy Unis je ovéfovana metodou SDS PAGE. Enzym migruje jako jediny prouzek o
molekulové hmotnosti 94 kD. Preparat neobsahuje nukleazy.
e Kazdd vyrobni Sarze Q-Tag DNA polymerazy je testovdna na schopnost amplifikovat fragment genu savdi
genomové DNA pomoci PCR. Vysledny produkt je analyzovdn elektroforézou na agarozovém gelu v
pfitomnosti ethidium bromidu; pouze o¢ekavany fragment DNA je produkovan.
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Protokol

Zakladni protokol

Tento protokol slouZi jako vychozi ndvod pro pfipravu a pribéh PCR. V nékterych pfipadech je vsak nutné
optimalizovat reakéni podminky. Pfedevsim se jedna o nastaveni teplot dosedani primer( a eventualné nalezeni
optimalni koncentrace MgCl,.

1. Vtenkost&nné zkumavce pro PCR smichat na ledu jednotlivé komponenty *:

PCRv 50 ul | Vysledna koncentrace
10x PCR Blue Buffer s 25 mM MgCl 2 5ul 1x reakéni pufrs 1,5 mM MgCl,
PCR dNTP mix (10 mM kazdy) (kat. & P041) | 1ul 0,2 mM kazdy dNTP
5" primer (50 uM) 0,5 ul 0,5 uMm
3 primer (50 uM) 0,5 ul 0,5 uMm
Q-Taq DNA polymeraza (5U/ul) 0,5 ul 2,5 U (0,05 U/pul)
Templatova DNA (1 ng/ul - 1 pg/ul) 1ul 0,02 ng/ul — 0,02 pg/ul
PCR H:0 (kat. & P042) 41,5 ul

1 Pi testovéni vice vzork(i DNA je vyhodné pfipravit tzv. Master Mix, ve kterém jsou objemy jednotlivych komponent
nasobkem poctu vzorkl plus jeden. Master Mix je poté rozdélen po 49 pl do zkumavek a do kazdé z nich je pfidan 1 pl
studovaného vzorku DNA.

2V pfipadé potieby je mozné pouzit 10x PCR Blue Buffer bez MgCl, a optimalizovat koncentraci MgClz (viz. nize).

2. Vzorky jemné promichat a stocit.

3. Pokud je pouzivan PCR cykler bez vyhfivaného vicka, prevrstvit reakéni smés 25 pl PCR oleje (kat. ¢. P043).
4. Na teplotnim cykleru provést PCR s nasledujicimi cykly:
Teplota Doba Pocet cyklu

Uvodni denaturace 94°C 3 min 1

Denaturace 94°C 30s

Nasednuti primer( 55-68°C? 30s 25-35

Extenze 72°C 1 minna 1kb

FindIni extenze 72°C 10 min 1

Chlazeni 4°C

1Je vhodné zjistit experimentalné; obvykle o 5°C nizsi neZ teplota tani (Tm) primerd.

5. Ziskané PCR produkty lze smichat svklddacim pufrem (kat. ¢. P048) a analyzovat pomoci elektroforézy
v agardzovém gelu v pritomnosti ethidium bromidu nebo skladovat pti -20°C.

Optimalizace koncentrace MgCl;

Koncentrace 1,5 mM MgClz je vhodnd pro vétSinu PCR. Nicméné pro nékteré amplifikace je nutné najit optimalni
koncentraci MgClz. V tom pfipadé je vhodné specifikovat pfi objedndvce poZzadavek na dodéani 10x PCR Blue bufferu
bez MgClz, ke kterému je dodavan 25 mM MgCl, v samostatné zkumavce (T059).

1. Pfipravit na ledu Master Mix bez MgCl2 smichanim nasledujicich komponent:

10x PCR Blue Buffer bez MgCl» 40 pl
PCR dNTP mix (10 mM kazdy) 8 ul
5" primer (50 uM) 4 ul

3’ primer (50 uM) 4 ul
Q-Tag DNA polymeraza (5U/ul) 4 ul
Templatova DNA (1 ng/ul - 1 pg/ul) 8ul
PCR H20 268 ul
Celkovy objem 336 ul




2. Master Mix jemné promichat, stocit a rozdélit po 42 ul do 7 zkumavek.

3. Do jednotlivych zkumavek doplnit 25 mM MgCl2 a PCR H20 podle schématu (na celkovy objem 50 pl):

Cislo zkumavky | 25 mM MgCl. | PCR H20 | Finalni konc. MgCl»
1 1l 7 ul 0,5 mM
2 2ul 6 ul 1,0 mM
3 3ul 5ul 1,5mM
4 4l 4l 2,0 mM
5 5ul 3ul 2,5 mM
6 6 ul 2ul 3,0mM
7 8 ul oul 4,0 mM

4. Provést PCR (viz. vySe), vysledné vzorky analyzovat pomoci elektroforézy v agarézovém gelu v pritomnosti
ethidium bromidu (kat. ¢. P046) a urcit nejvhodné;jsi koncentraci MgCla.

Kat. C. Nazev vyrobku a specifikace MnoZzstvi

Q040 Q-Taq DNA polymeraza 500 U _

Qo041 Q-Taq DNA polymeraza 5x 500 U AP o

Qo042 Q-Taq DNA polymeraza 10x 500 U =‘E’= c €
T058 10x konc. PCR Blue Buffer 1,5ml HEAs

T059 10x konc. PCR Blue Buffer bez MgCl+MgCl> 1,5 ml +0,5 ml Intertek :




