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LA Hot Start Master Mix

(Katalogové cislo L608, L609, L610, L610xI) rev. 04/2025

Popis produktu

Jednd se o optimalizovany mix k univerzalnimu pouziti v PCR. Obsahuje smés dvou DNA polymeraz,
deoxyribonukleotid trifosfaty (dNTP), barvivo, anti-Tag monoklonaini protilatku, pufr, stabilizatory, aditiva a dalsi
komponenty. Tento produkt je nejpokrocilejsi varianta Master mixu.

Rychla pfiprava, 500 ul alikvoty

e 2x koncentrovany mix je alikvotovany po 500 pl. To sniZzuje moZnost kontaminace a umoZfiuje rychlou
pripravu vzorkUl. Staci dodat specifické oligonukleotidové primery, templatovou DNA a doplnit H20 (soucast
baleni).

LA (Long and Accurate)

e  Mix obsahuje unikatni smés dvou DNA polymeraz. Jednou z nich je Taqg DNA polymeraza, ktera je vysoce
procesivni, ale postradd 3°->5" exonukledzovou aktivitu a neni schopna opravovat chyby v podobé
nukleotidovych zamén pfi syntéze komplementarniho retézce DNA. Druhd polymeraza je méné procesivni,
ale vykazuje 3'->5" exonukledzovou aktivitu a tim snizuje mnoiZstvi chyb vzniklych pfi replikaci DNA.
Kombinace téchto dvou polymeraz vede k vyraznému snizeni chyb pti zachovani vysoké robustnosti. To
umoznuje amplifikaci Usek( DNA do velikosti 15 kb (v pfipadé komplexni genomové DNA) nebo aZ 40 kb (v
pfipadé virové DNA) s podstatné nizsim vyskytem mutaci ve srovnani se samotnou Taq DNA polymerazou.

Hot Start

e  Mix obsahuje monoklonalni protilatku, ktera se vaze na DNA polymerazy a tim blokuje jejich enzymatickou
aktivitu a zamezuje amplifikaci nespecifickych DNA fragmentd. Vazebna kapacita protilatky je zrusena pfi
prvnim denaturacnim cyklu PCR, bez nutnosti jeho prodluZovani.

Okamzité nanaseni na gel

e Kvzorkiim po PCR neni nutné pridavat vkladaci pufr. Mix obsahuje barvivo a aditiva, kterd umoziuji naneseni
vzorku na gel a elektroforézu hned po ukonéeni PCR.

e Barvivo migruje v Cele gelu a neinterferuje tak s kvantifikovatelnosti PCR produkt(l. Barvivo ani aditiva nemaji
vliv na pribéh amplifikace.

Vysoka ucinnost a citlivost

e  Mix umoznuje velmi Gcinnou a specifickou amplifikaci pozadovanych fragmentl DNA nebo cDNA; obsahuje

MgCl2 v koncentraci vhodné pro vétsinu reakci.

Technické udaje
Komponenty zakladniho baleni
e 1zkumavka s 0,5 ml LA Hot Start Master Mix (na 40 reakci o objemu 25 pl).
e 1 zkumavkas 1,5 ml PCR H;O.
Slozeni
e LA Hot Start Master Mix se doddva 2x koncentrovany: 150 mM Tris-HCI, pH 8,8 (25°C), 40 mM (NHa4)2S0a4,
0,02% Tween 20, 5 mM MgClz, 400 uM dATP, 400 uM dCTP, 400 uM dGTP, 400 uM dTTP, 100 U/ml smési
DNA polymeraz, monoklonalni protilatka anti-Taq (38 nM), barvivo, stabilizatory a aditiva.
Skladovani
e  Mix je skladovan pfi teploté -20°C + 5°C; kratkodobé (do tydne) Ize skladovat i pfi teploté 4 - 30°C. To sniZuje
naroky na prepravu (Nature friendly). Material snasi opakované rozmrazovani.
Cistota produktu a kontrola kvality
o (Cistota polymeraz je ovéfovana elektroforeticky (SDS-PAGE). Preparat neobsahuje nukleazy.
e Kazdd Sarze LA Hot Start Master Mixu je testovana na amplifikaci genu o jedné kopii v genomové DNA.




Protokol

Doporuceny protokol na pFipravu vzorku pro amplifikaci DNA s vyuZitim LA Hot Start Master Mix

1. V tenkosténnych PCR mikrozkumavkach smichat:

FindIni koncentrace

Objem” Reagens

12,5 pl LA Hot Start Master Mix
1l 5’ primer

1l 3’ primer

1ul templatova DNA

9,5 ul PCR H20

1x LA Hot Start Master Mix (75 mM Tris-HCI, pH 8,8, 20 mM
(NH4)2S04, 0,01% Tween 20, 2,5 mM MgClz, 200 uM dATP, 200
UM dCTP, 200 pM dGTP , 200 puM dTTP, 50 U/ml smés DNA

polymeraz, 19 nM anti-Tag monoklonalni protilatka)
0,1-1 uM (~ 20 bazi)
0,1-1 uM (~ 20 bazi)

*Lze pouzit i jiné objemy, jedinou podminkou je, aby byl Master Mix nafedén 2x a byly dodrzeny findIni koncentrace komponent.

2. Zamichat na vortexu, kratce centrifugovat.

3. Pridat ~20 ul PCR oleje (kat. ¢. P043) pro omezeni vyparovani (neni nutné pri pouZiti cykler( s vyhfivanym vickem).

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

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

* Je vhodné zjistit experimentalné; obvykle o 5°C niZsi neZ teplota tani (Tm) primer(.

5. Amplifikovand DNA mUzZe byt nanasena pfimo do agarozového gelu bez nutnosti pridavat nanaseci pufr.

LA Hot Start Master Mix je mimofadné vhodny pro rutinni vySetfovani vétsich poctu vzorki DNA.

K roztoku Master Mixu v originalni zkumavce (0,5 ml) je mozné pridat poZzadované primery (napt. 2x 40 ul) a PCR H20
(380 pl). Vlastni pripravu PCR lze pak omezit pouze na smichani ¢asti této reakéni smési (napfr. 24 ul) s analyzovanou

DNA (1 pl).

Kat. ¢. Ndzev vyrobku a specifikace Mnozstvi
L608 LA Hot Start Master Mix (1x) 40 reakci

L609 LA Hot Start Master Mix (5x) 200 reakci
L610 LA Hot Start Master Mix (25x) 1000 reakci
L610xI LA Hot Start Master Mix (100x) 4x 1000 reakci

180 9007
7/ \N
AR
1)
A,

Intertek

&

v

UKAS

MANAGEMENT
SYSTEMS

014




