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Aptamer-Taq DNA polymeraza

(katalogové Cislo A025, A026, A027) rev. 04/2025

Popis
Aptamer-Tag DNA polymeraza obsahuje DNA aptamer anti-Taq. Tento aptamer, stejné jako protilatka inhibuje
enzymatickou aktivitu Taqg DNA polymerazy. Ve srovnani s protilatkou ma aptamer anti-Taq nékolik vyhod pfi pouZiti
pro ,hot-start” PCR: (1) nedochdazi u néj k irreverzibilni denaturaci pfi teplotach az do 100°C, (2) jednd se o
nizkomolekularni latku, kterd je pfipravovana synteticky a ma znamé a definované sloZeni, (3) neni kontaminovan
komponentami savcich bunék, (4) je odolny k plsobeni protedz a umoziuji pfipravu PCR smési pfi pokojové teploté,
(5) je cenové dostupnéjsi.
Hot Start
e DNA aptamer anti-Taq, ktery se specificky vaze na Tag DNA polymerdzu a tim blokuje jeji enzymatickou
aktivitu. Pfi teploté nad 50°C dochdzi k uvolnéni aptameru a tim k odblokovani enzymatické aktivity DNA
polymerdzy. Timto zpUsobem vyrazné klesd tvorba nespecifickych DNA fragmentl v dlsledku aktivity
polymerazy pred prvnim cyklem PCR.
Taq DNA polymerdza
Taqg DNA polymerdza je termostabilni enzym pochdzejici z bakterie Thermus aquaticus. Tento enzym katalyzuje
syntézu komplementdrniho retézce DNA ve sméru 53" a také vykazuje exonukledzovou aktivitu ve sméru 53",
Pri amplifikaci DNA fragmentt Taq DNA polymerdza Casto priddva na 3° konec presahujici adenosin, ktery Ize
vyuZit pro tzv. TA klonaci PCR produkti. Tato polymerdza vSak nemd exonukledzovou aktivitu ve sméru 3°>5" a
v disledku toho neni schopna opravovat chyby vzniklé pri amplifikaci. Vyhodou tohoto enzymu je jeho vysokd
aktivita (amplifikace 1000 pdri bazi (bp) trva < 1 minutu); nevyhodou je vyskyt chyb pri replikaci (priblizné 1 chyba
na 10° aZ 10° syntetizovanych pdrt bazi). Hlavni vyuZiti Tag DNA polymerdzy je v diagnostické analyze pfitomnosti
specifickych fragmentii DNA pomoci PCR aZ do velikosti kolem 5000 bp.

Technické udaje
Komponenty a baleni
e Aptamer-Taq DNA polymeraza je dodavédna v koncentraci 1 U/ul. V zakladnim baleni jsou 1 zkumavka
obsahujici 500 U/500 pl (kat. ¢. A025), 5 zkumavek po 500 U/500 ul (kat. ¢. A026) nebo 10 zkumavek po 500
U/500 pl (kat. & A027).
e Ke kazdé zkumavce s Aptamer-Tag DNA polymerazou je ptidana 1 zkumavka s 10x PCR Blue Buffer (1,5 ml
kat. ¢. T058). Rovnéz je mozné objednat 10x Blue Buffer bez MgCl, ke kterému je dodavan 25 mM MgCl;
v samostatné zkumace (kat. ¢. T059).
Pro optimalizaci koncentrace MgCl. lze objednat 10x konc. PCR Blue Buffer bez MgCl2 s25 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 Aptamer-Tag DNA polymerazu: 20 mM Tris-HCl, 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 Buffer: 750 mM Tris-HCI, pH 8,8 (25°C), 200 mM (NHa)2504, 0.1% Tween 20, 25 mM MgCla.

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



Kontrola kvality

o Cistota Aptamer-Taq DNA polymerazy je ovéfovana metodou SDS PAGE. Enzym migruje jako jediny prouzek o
molekulové hmotnosti 94 kD. Preparat neobsahuje nukleazy.

e Kazidd sarze Aptamer-Tag DNA polymerdzy je testovdna na schopnost amplifikovat fragment genu savci
genomové DNA, izolované pomoci DEP-25 DNA extraction kitu (Kat. ¢. D225 — D227), v PCR. Vysledny produkt
je analyzovdn elektroforézou na agardézovém gelu v pfitomnosti ethidium bromidu; pouze ocekavany

fragment DNA je produkovan.

Protokol
Zakladni protokol

Tento protokol slouzi jako vychozi ndvod pro pripravu a pribéh PCR. V nékterych pripadech je vsak nutné
optimalizovat reakéni podminky. Predevsim se jednad o nastaveni teplot dosedani primerli a eventualné nalezeni

optimalni koncentrace MgCls.

1. Vtenkosténné zkumavce pro PCR smichat jednotlivé komponenty *:

PCR v 50 pl Vysledna koncentrace
10x reakéni pufr s 25 mM MgCl 2 5ul 1x reakéni pufr s 2,5 mM MgCl,
PCR dNTP mix (10 mM kazdy) (kat. ¢. P041) 1l 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
Aptamer-Taq DNA polymeraza (1U/pul) 2,5 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) 39,5 ul

1Pri testovani vice vzorkd DNA je vyhodné ptipravit tzv. Master Mix, ve kterém jsou objemy jednotlivych komponent nasobkem
poctu vzorkU plus jeden. Master Mix je poté rozdélen po 49 ul do zkumavek a do kazdé z nich je pfidan 1 pl studované DNA.
2V pfipadé potieby je moZné pouzit 10x konc. PCR Blue Buffer bez MgCl, a optimalizovat koncentraci MgCls (viz. nize).

2. Vzorky jemné promichat a stocit.

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

Uvodni denaturace 94°C 3 min 1

Denaturace 94°C 30s

Nasednuti primerd 55-68°C 1! 30s 25-35

Extenze 72°C 1 minna 1kb

Findlni extenze 72°C 10 min 1

Chlazeni 4°C

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

5. Ziskané PCR produkty Ize smichat s vkladacim pufrem (kat. ¢. P048, P062, P0O66 nebp P064) a analyzovat

pomoci elektroforézy v agarézovém gelu v pritomnosti ethidium bromidu nebo skladovat pti -20°C.




Optimalizace koncentrace MgCl,

Koncentrace 2,5 mM MgCl> je vhodnd pro vétSinu PCR. Pro nékteré amplifikace je vSak nutné najit optimalni
koncentraci MgClz. V tom pfipadé je vhodné specifikovat pfi objedndvce poZadavek na dodani 10x PCR Blue pufr bez

MgCl,, ke kterému je dodavan 25 mM MgCl2 v samostatné zkumavce (T059).

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

2. Master Mix dlkladné kratce promichat, kratce stocit a rozdélit po 40 pl do 7 zkumavek.

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

5" primer (50 pM) 4 ul

3" primer (50 uM) 4 ul
Aptamer-Taq DNA polymeraza (1U/pul) 20 ul
Templatova DNA (1 ng/ul - 1 pg/ul) 8ul
PCR H.0 236 ul
Celkovy objem 320 pl

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

4. Provést PCR (viz. vySe), vysledné vzorky analyzovat pomoci elektroforézy v agarézovém gelu v pritomnosti

Cislo zkumavky | 25 mM MgCl. | PCR H20 | Finalni konc. MgCl,
1 2ul 8 ul 1,0 mM
2 3ul 7 ul 1,5mM
3 4l 6 ul 2,0 mM
4 5 ul 5ul 2,5mM
5 6 ul 4 ul 3,0mM
6 8 ul 2 ul 4,0 mM
7 10 ul oul 5,0 mM

ethidium bromidu a urcit nejvhodnéjsi koncentraci MgCla.

Kat. C. Nazev vyrobku a specifikace MnoZstvi
A025 Aptamer-Taq DNA polymerdaza 500 U

A026 Aptamer-Taq DNA polymerdaza 5x 500 U

A027 Aptamer-Tag DNA polymeraza 10x 500 U
T029 10x konc. reakéni pufr 1,5 ml

TO35 10x konc. reakéni pufr bez MgCl.+MgCl2 1,5ml+0,5 ml
TO58 10x konc. PCR Blue Buffer 1,5 ml

TO59 10x konc. PCR Blue Buffer bez MgCl2+MgCl2 1,5 ml + 0,5 ml
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