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TP HS DNA-free 2x SYBR Master Mix
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Popis

TP HS DNA-free 2x SYBR Master Mix je uren pro kvantitativni analyzu vzorkl pomoci metody qPCR s vyuZitim
fluorescencniho barviva SYBR Green |. Tento Master Mix neni kontaminovan bakteridlni a kvasinkovou DNA a je proto
zvlasté vhodny pro kvantifikaci bakterialni a kvasinkovou DNA. Master Mix obsahuje anti-Tag monoklonalni protilatku
pro hot-start (HS) PCR. Obsahuje rovnéz trehalézu a 1,2-propandiol (TP) a tim umoZniuje analyzu obtizné
amplifikovatelnych vzorkd, véetné DNA se zvySenym obsahem GC a vzorkd, které obsahuji inhibitory PCR (Horakova a
spol., BMC Biotechnology, 11:41, 2011).

Rychla ptiprava vzorku

e Vsechny konstantni komponenty PCR jsou 2x koncentrované (optimalizovany reakéni pufr s pfidavkem
trehaldézy a 1,2-propandiolu, nukleotidy, DNA-free Taqg DNA polymeraza, SYBR Green |, a anti-Taq
monoklonalni protilatka). To umoZiuje rychlou pripravu reakéni smési bez nutnosti rozmrazovani a
presného davkovani jednotlivych komponent. Stac¢i dodat primery, templatovou DNA a doplnit PCR H20
(soucast baleni).

e TP HS DNA-free 2x SYBR Master Mix obsahuje anti-Taqg monoklondlni protildtku, ktera se vaze na Tag DNA
polymerazu a inhibuje jeji enzymatickou aktivitu. To umozZiuje pFipravu vzorkd pfi pokojové teploté. Hot-
start na bazi anti-Taq protilatky nevyzaduje prodlouzeny inkubacni krok pro aktivaci enzymu.

e TP HS DNA-free 2x SYBR Master Mix je mimoradné vhodny pro rutinni vySetfovani vétsich poctl vzorkd
DNA. K roztoku Master Mixu v origindlni zkumavce (0,5 ml) je mozné pridat poZadované primery (napf. 2 x
40 pl) a PCR H20 (380 pl). Ziskany ,armed” Master Mix mUzZe byt skladovan pfi -20°C. Bezprostredné pred
pouzitim je ,armed” Master Mix rozmraZzen a vlastni pfiprava qPCR je omezena na smichani ¢asti této
reakcéni smési (napt. 24 pl) s analyzovanou DNA (napt. 1 pl).

Technické udaje

Komponenty a baleni
e 1zkumavka s 0,5 ml TP HS DNA-free 2x SYBR Master Mix (na 40 reakci po 25 pl).
e 1 zkumavka s 1,5 ml PCR Ultra HzO.
Skladovani
e Kratkodobé (dny) pfi 2°C- 8°C.
e Dlouhodobé (tydny a mésice) pfi -20°C £ 5°C.
Slozeni
e TP HS DNA-free 2x SYBR Master Mix obsahuje: 150 mM Tris-HCI, pH 8,8 (25°C), 40 mM (NHa4)2S04, 0,4 M
trehaldza, 2 M 1,2-propandiol, 0,02% Tween 20, 5 mM MgClz, 400 uM dATP, 400 uM dCTP, 400 uM dGTP,
400 uM dTTP, DNA-free Tag DNA polymeréaza (50 U/ml), anti-Tag monoklonalni protilatka, SYBR Green |,
stabilizatory a aditiva.
Kontrola kvality
e Kazdd Sarze TP HS DNA-free 2x SYBR Master Mix je testovana na amplifikaci genu o jedné kopii v genomové
DNA s vysokym obsahem GC a pro absenci bakteridlni DNA; ve vzorcich s primery pro bakteridlni DNA, ale
bez externé dodané templatové DNA nejsou detegovany zadné amplikony po 40 cyklech amplifikace.
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Protokol

Pfi analyze bakterialni nebo kvasinkové DNA je nutné pracovat za sterilnich podminek
Doporuceny protokol pro qPCR s vyuzitim TP HS DNA-free 2x SYBR Master Mix (priklad)

1. Vtenkosténnych mikrozkumavkach pro PCR smichat:

PCR v 25 pl*

Vysledna koncentrace

TP HS DNA-free 2x SYBR Master
Mix**

12,5 ul

75 mM Tris-HCl, pH 8,8 (25°C), 20 mM (NH4)2S0a4,
0,2 M trehaldza, 1 M 1,2-propandiol, 0,01% Tween
20, 2,5 mM MgCly, 200 uM kazdy dNTP, 25 U/ml
DNA-free Taq DNA polymeraza, anti-Taq
monoklonalni protilatka, SYBR Green |, stabilizatory
a aditiva

5" primer (50 pM) 1l 2 UM

3" primer (50 uM) 1l 2 uM

Templatova DNA (1 ng/ul - 1 pg/ul); | 1 ul 0,04 ng — 0,04 ug DNA/ul
popfipadé 2x fedéna celd krev

PCR Ultra H20 (kat. ¢. P040) 9,5 ul

*Lze poutZit i jiné objemy, jen je nutné aby TP HS DNA-free 2x SYBR Master Mix byl nafedén 2x a aby byly dodrzeny findlni koncentrace.
**Pred pouZitim zamraZzeného Mixu je nutné, aby vSechny jeho komponenty byly dokonale rozpustény a promichany. Urychlenému
rozpusténi komponent napomaha kratké zahrati Master Mixu na 37°C a zamichani na vortexu.

2. Kratce zamichat na vortexu a kratce centrifugovat.

3. Provést qPCR za podminek optimalizovanych pro konkrétni dvojici primerd. BéZné cyklovaci parametry jsou:

Teplota Cas Pocet cykli
Pocatecni denaturace 94°C 2 min 1
Denaturace 94°C 15s
Nasedani primera 55-65°C 15s 25-35
Extenze 72°C 1 minna 1kb
Finalni extenze 72°C 7 min 1
Ochlazeni 22°C

3. Amplifikovand DNA mUze byt smichana s vkladacim pufrem (Kat. ¢. P048, P064 nebo P066) a vpravena do
agarézového gelu pro elektroforetickou analyzu.




