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Popis

Blood Taq DNA polymeraza je nova geneticky modifikovana forma teplotné rezistentni DNA polymerdzy pro hot start
PCR v pfitomnosti krevnich inhibitord. Cilené mutace zpUsobily, Ze enzym vykazuje zvysenou odolnost k inhibi¢nimu
pusobeni krevnich inhibitord, interkalaénim DNA barvivim a nékterym dal$im inhibitordm PCR. Enzym je funkéni
v pfitomnosti aZ 20% krve. Pfi této koncentraci krve jsou jiné komeréné dostupné enzymy nefunkéni. Rezistence ke
krevnim inhibitordim a zvySené teploté umoznuje provadét amplifikace krevnich vzorkl bez nutnosti izolace DNA. Tato
vlastnost zasadnim zplsobem zjednodusuje provedeni PCR. Hot start PCR je zajisténa pritomnosti DNA aptameru,
ktery se vazZe na Blood Taq DNA polymerazu a redukuje produkci nespecifickych fragmentt DNA.

Blood Taq DNA polymeraza
Tato mutantni forma Tag DNA polymerdzy katalyzuje syntézu komplementdarniho rfetézce DNA ve sméru 5537,
ale na rozdil od Tag DNA polymerazy nevykazuje 53" exonukledzovou aktivitu. Cilené mutace vedly k zvySené
aktivité a vysoké toleranci enzymu k rliznym inhibitorim. Hlavni vyuZiti enzymu je v rutinni diagnostické analyze
DNA fragmentt o velikosti do 5000 pard bazi z riznych zdroju, zvlasté pri pouZiti celé krve (bez izolace DNA) a
jinych obtizné amplifikovatelnych vzorka.

Hot Start

Tento produkt obsahuje DNA aptamer, ktery se specificky a reverzibilné vaze na Blood Tag DNA polymerazu a tim
blokuje jeji enzymatickou aktivitu. Pfi teploté nad 50°C dochazi k uvolnéni aptameru a tim k odblokovani
enzymatické aktivity polymerazy. Timto zplsobem vyrazné klesa tvorba nespecifickych DNA fragmentl pfi PCR.
Ve srovnani s anti-Taq monoklonaini protilatkou, kterad se ¢asto pouziva pro hot start PCR, pouZity aptamer ma
nékolik vyhod: (1) neni denaturovan pfi teplotach az do 100°C, (2) ma relativné nizkou molekulovou hmotnost,
(3), ma znamé a definované sloZeni, (4) je pfipravovan synteticky, (5) neni kontaminovan komponentami savcich
bunék, (6) je odolny k plsobeni protedz a tim umoznuje prepravu enzymu a pripravu PCR bez chlazeni a (7) je
cenové dostupnéjsi.

Technické udaje

Komponenty a baleni
e Blood Tag DNA polymeraza je dodavana v koncentraci 1 U/ul. V zdkladnim baleni je 1 zkumavka obsahujici
500 U/500 ul (kat. ¢. B222), 5 zkumavek po 500 U/500 ul (kat. ¢. B223) nebo 10 zkumavek po 500 U/500 pl
(kat. ¢. B224).
e Ke kazdé zkumavce s Blood Tag DNA polymerazou je pridana 1 zkumavka s 10x PCR Blue Buffer (1,5 ml kat. ¢.
T058). RovnéZz je mozné objednat 10x Blue Buffer bez MgCl,, ke kterému je dodavan 25 mM MgCl,
v samostatné zkumace (kat. ¢. T059).
Pro optimalizaci koncentrace MgCl, Ize objednat 10x konc. PCR Blue Buffer bez MgCl, s 25 mM MgCl, v samostatné
zkumavece (kat. ¢. T059).

Skladovani
e Skladovat pfi teploté -20°C + 5°C. Kratkodobé (dny) Ize skladovat/pfepravovat pfi teploté az do 30°C.
Slozeni
e  Skladovaci pufr: 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 PCR blue pufr: 750 mM Tris-HCI, pH 8,8 (25°C), 200 mM (NH,),S0,, 0,1% Tween 20, 25 mM MgCl,.
Aktivita
e Jedna jednotka aktivity (U) je definovana jako mnoZstvi enzymu, které katalyzuje zabudovani 10 nmol dNTP
za 30 min pfi 72°C do denaturované DNA precipitovatelné trichloroctovou kyselinou. Reakce probiha
v objemu 50 pl v pufru obsahujicim 10 mM Tris-HCI (pH 8,8, 25°C), 50 mM KCl, 0,1% Triton X-100, 1,5 mM
MgCl,, 200 uM dATP, 200 pM dCTP, 200 uM dGTP a 200 pM [a-*P]dTTP, 50 pg/ml denaturované DNA, 0,5
UM primeru a 0,2 - 0,5 U enzymu.



Kontrola kvality

e C(istota Blood Tag DNA polymerazy je ovéfovana metodou SDS-PAGE. Enzym migruje jako jediny prouzek o
molekulové hmotnosti pfiblizné 62 kD. Preparat neobsahuje nukledzy.

e Kazdd SarZe Blood Taq DNA polymerdzy je testovana na schopnost amplifikovat fragment genu lidské
genomové DNA v celé krvi odebrané do Na-citratu (findlni koncentrace krve v PCR reakcni smési je 10%).
Vysledny produkt je analyzovan elektroforézou na agarézovém gelu v pfitomnosti ethidium bromidu;
dominantni je ocekavany fragment DNA (Obr. 1 a 2).
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Obr. 1. Amplifikace fragmentu lidského genu CCR5 pomoci
PCR s neseparovanou krvi odebranou do Na citratu. FindIni
koncentrace krve byla 10%, 4%, 2%, 1% nebo 0%. K
<1135 amplifikaci byla pouZita Blood Tag DNA polymeraza (Top-
bio, kat. ¢. B222; 2,5 U/50 ul) nebo bé&inda Tag DNA
polymeraza (Top-Bio kat. ¢. T111; 2,5 U/50 pl). Smés pro
PCR obsahovala 1x Blue buffer s 2,5 mM MgCl, (kat. ¢.
T058), PCR dNTP mix (200 pM kazdy z nukleotidd; kat. &.
P041), 500 nM primery a odpovidajici mnoZstvi krve.
Amplifikace probihala za nasledujicich podminek: uUvodni

2 1 denaturace (5 min pfi 95°C), 30 cykld zahrnujicich

denaturaci (15 s pfi 94°C), nasedani primer( (15 s pfi 55°C)
a syntézu DNA (45 s pfi 72°C). Na zavér byla finalni extenze

amplikond (7 min pti 72°C). PCR produkty byly smichany s vkladacim pufrem (Red load, kat. ¢. PO66), analyzovany elektroforézou v
1% agardézovém gelu (kat. ¢. PO45) a vizualizovany barvenim pomoci ethidium bromidu (kat.¢. P046).

Zavér: Vysledky ukazuji, Ze Blood Taq DNA polymeraza je schopna amplifikovat fragment genomové DNA o velikosti 1135 bp z
neseparované krve ve finalni koncentraci az 10%. Nemutovana forma Taq DNA polymerazy je schopna amplifikovat stejny fragment
z neseparované krve v koncentraci maximalné 1%; vyssi koncentraci jsou inhibicni.
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Protokol

Obr. 2. Amplifikace fragmentu lidského genu CCR5 pomoci PCR z
neseparované krve s rlznymi antikoagulacnimi ldtkami. Lidska krev byla
odebrana do 3,2% citratu sodného (BD Vacutainer — Na citrate; 9NC), EDTA
(BD Vacutainer — EDTA; K2E) nebo 17 IU lithium heparinu (BD Vacutainer — Li
Heparin; LH-BD PSTTM; polymer, gel). Finalni koncentrace krve byla 10%. K
amplifikaci byla pouzita Blood Tag DNA polymeraza (Top-Bio; Kat. ¢. B222).
SloZeni reakénich smési, cyklovaci podminky a zplGsob vyhodnoceni tvorby PCR
amplikond je popsan v legendé k Obr. 1.

Zavér: Vysledky ukazuji, Ze Blood Taq DNA polymeraza je schopna amplifikovat
fragment genomové DNA o velikosti 1135 bp z 10% krve bez ohledu na pouziti
antikoagulac¢niho agens.

Tento protokol mizZe byt pouZit pro rutinni provedeni PCR s vyuzitim Blood Tag DNA polymerazy. V nékterych
pfipadech je vSak nutné optimalizovat reakéni podminky. Pfedevsim se jednd o nastaveni teplot nasedani primer( a
eventualné nalezeni optimalni koncentrace MgCl,. Pti amplifikaci DNA z celé krve je nutna avodni 5 min denaturace pfi

95°C.

1. Vtenkosténné zkumavce pro PCR smichat jednotlivé komponenty *:

PCR v 50 pl Vysledna koncentrace
10x reakéni Blue buffer s 25 mM MgCl, 2 5 ul 1x reakéni pufr s 2,5 mM MgCl,
PCR dNTP mix (10 mM kazdy) (kat. & P041) | 1 pl 0,2 mM kazdy dNTP
5" primer (50 uM) 0,5 ul 0,5 uM
3’ primer (50 uM) 0,5 ul 0,5 uM
Blood Tag DNA polymerdza (1U/ul) 2,5ul 2,5 U (0,05 U/ul)
Templatova DNA (neseparovana krev) X pl RGzna
PCR H,0 (kat. ¢. P042) Do objemu 50 pl




! Pi testovani vice vzork(i DNA se stejnymi primery je vyhodné pfipravit tzv. Master Mix, ve kterém jsou objemy jednotlivych
komponent (bez templatové DNA) ndsobkem poctu vzorkd. Master Mix je rozdélen do zkumavek (napt. po 45 pl) a do kazdé z
nich je pfidano napf. 5 pl neseparované krve jako zdroj templatové DNA.

2V p¥ipadé potfeby je mozné pouzit 10x koncentrovany PCR Blue pufr bez MgCl, a optimalizovat koncentraci MgCl, (viz. nize).
*Pro uréeni optimalni koncentrace enzymu lze doporuéit titraéni analyzu enzymu.

2. Vzorky jemné promichat a stocit.
3. Pokud je pouzivan PCR cykler bez vyhtivaného vicka, prevrstvit reakéni smés 25 pl PCR oleje (kat. ¢. P043).
4. Na teplotnim cykleru provést PCR s nasledujicimi cykly (pfiklad):

Teplota Doba Pocet cyklt
Uvodni denaturace 95°C 5 min 1
Denaturace 94°C 15s
Nasednuti primerd 55-68°C* 15s 30
Extenze 72°C ~1 min na 1 kb
Findlni extenze 72°C 7 min 1
Chlazeni 22°C

! Je vhodné zjistit experimentalng; obvykle byvé o 5°C nizéi ne teplota tani (Tm) primerd.

5. Ziskané PCR produkty smichat svkladacim pufrem (kat. ¢. P048, P062, PO66 nebo P064) a analyzovat

elektroforézou v agarézovém gelu v pfitomnosti ethidium bromidu (kat. ¢. P046). Do doby analyzy lze
produkty skladovat pfi -20°C.

Optimalizace koncentrace MgCl,

Findlni koncentrace 2,5 mM MgCl, je vhodna pro vétSinu PCR s Blue buffer. Pro nékteré amplifikace je vSak nutné
optimalizovat koncentraci MgCl,. V tom pfipadé je vhodné specifikovat pfi objednavce pozadavek na dodani 10x PCR
Blue buffer bez MgCl,; 25 mM MgCl, je dodavan zvlast v samostatné zkumavce (T059).

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

10x konc. PCR Blue buffer bez MgCl, 40 pl
PCR dNTP mix (kazdy dNTP 10 mM) 8 ul

5" primer (50 uM) 4 pl

3" primer (50 uM) 4 pl
Blood Tag DNA polymeraza (1U/pul) 20 ul
Templatova DNA (1 ng/ul - 1 pg/ul) sul
PCR H,0 236 pl
Celkovy objem 320 pl

2. Master Mix promichat, stocit a rozdélit po 40 pl do 7 zkumavek.
3. Do jednotlivych zkumavek doplnit 25 mM MgCl, a PCR H,0 podle schématu (na celkovy objem 50 pl):

Cislo zkumavky | 25 mM MgCl, | PCRH,O | Finalni konc. MgCl,
1 2 ul 8 ul 1,0 mM
2 3l 7 u 1,5mM
3 4 pl 6 ul 2,0 mM
4 5 ul 5ul 2,5 mM
5 6 ul 4 ul 3,0mM
6 8 ul 2 ul 4,0 mM
7 10 ul ol 5,0 mM

4. Provést PCR (viz. vyse), vysledné vzorky analyzovat pomoci elektroforézy v agarézovém gelu v pritomnosti
ethidium bromidu a urcit optimalni koncentraci MgCl,.

Kat. ¢. Nazev vyrobku a specifikace MnoZstvi

B222 Blood Tag DNA polymeraza 500U

B223 Blood Tag DNA polymeraza 5x 500 U (.1"2\") b

B224 Blood Taqg DNA polymeraza 10x 500 U \ 7 V c €
TO58 10x konc. PCR Blue Buffer 1,5 ml “Sweet® ) HXAS

T059 10x konc. PCR Blue pufr bez MgCl,+MgCl, 1,5 ml +0,5 ml Intertek "




