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TP SYBR 2x Master Mix

(katalogové Cislo T605, T606, T607, T607xI) rev. 04/2025

Popis

TP SYBR 2x Master Mix je uréeny pro univerzalni analyzu vzorkl pomoci metody qPCR s kvantifikaci amplifikovanych
DNA fragmentl pomoci fluorescenéniho DNA barviva SYBR Green I. Vychazi z nedavného nélezu, Ze pfidani Trehaldzy
a 1,2-Propandiolu (zkrdcené TP) do reakéni smési mlzZe podstatné zvysit ucinnost PCR a napomoci pfi amplifikaci
obtizné analyzovatelnych vzork(, véetné DNA z neseparované krve, se zvySenym obsahem GC a vzorkd, které obsahuji
inhibitory PCR (Hordkovad a spol., BMC Biotechnology, 11:41, 2011).

SYBR green |
e Produkt obsahuje interkala¢ni DNA barvivo SYBR Green |, které se po navazani na dvouvldknovou DNA
stava fluorescenéni s maximalni excitaci pfi 497 nm (modré svétlo) a emisi pti 520 nm (zelené svétlo).
ProtozZe fluorescence SYBR Green | nenavazaného na DNA je nizkd, je narlst fluorescence vzorku na konci
elongaéni faze PCR reakce pfimo Umérny mnozstvi amplifikovanych fragment( DNA.
Rychla pfiprava
e Produkt obsahuje vsechny konstantni komponenty pro qPCR 2x koncentrované (optimalizovany reakéni
pufr s pridavkem trehalézy a 1,2-propanediolu, nukleotidy, Tag DNA polymerazu, SYBR Green 1). To
umoznuje rychlou pfipravu reakéni smési bez nutnosti rozmrazovani a presného davkovani jednotlivych
komponent. Staci dodat primery, templatovou DNA a eventudlné doplnit H20 (soucast baleni).

e TP SYBR 2x Master Mix je mimoradné vhodny pro rutinni vysetfovani vétsich poc¢tl vzorkd DNA. K roztoku
TP SYBR 2x Master Mixu v originalni zkumavce (0,5 ml) je moZné pridat pozZadované primery (napf. 2 x 40
ul) a PCR H20 (napf. 380 pl). Vlastni pripravu PCR Ize pak omezit pouze na smichani ¢asti této reakéni smési
(napf. 24 ul) s analyzovanou DNA popfipadé fedénou krvi (napf. 1 pl).

Technické udaje

Komponenty baleni
e 1 zkumavka s 0,5 ml TP SYBR 2x Master Mixu (na 40 reakci po 25 pl).
e 1 zkumavka s 1,5 ml PCR Ultra HzO.
Skladovani
e Kratkodobé (hodiny, dny) pti pokojové teploté
e Kratkodobé (tydny) 4- 8°C
e Dlouhodobé pfi -20°C £ 5°C.
Slozeni
e TP SYBR 2x Master Mix obsahuje: 150 mM Tris-HCl, pH 8,8 (25°C), 40 mM (NH4)2S04, 0,4 M trehaldza, 2 M
1,2-propandiol, 0,02% Tween 20, 5 mM MgCl2, 400 uM dATP, 400 uM dCTP, 400 uM dGTP, 400 uM dTTP,
Tag DNA polymeraza (50 U/ml), SYBR Green |, stabilizatory a aditiva.
Kontrola kvality
e Kazdd Sarie TP SYBR 2x Master Mixu je testovdana na amplifikaci genu o jedné kopii v genomové DNA
s vysokym obsahem GC.
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Protokol

Doporuceny protokol pro PCR s vyuzitim TP SYBR 2x Master Mix (priklad)

1. Vtenkosténnych mikrozkumavkach pro PCR smichat:

PCR v 25 pl* | Vysledna koncentrace

TP SYBR 2x Master Mix** 12,5 ul 75 mM Tris-HCl, pH 8,8, 20 mM (NH4)2S04, 0,2 M
trehaldza, 1 M 1,2 propandiol, 0,01% Tween 20, 2,5
mM MgCl2, 200 uM kazdy dNTP, 25 U/ml Tag DNA
polymeraza, SYBR Green |, stabilizatory a aditiva

5" primer (50 pM) 1l 2 uM

3 primer (50 pM) 1l 2 UM

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

krev

PCR Ultra H»0 (kat. ¢. P040) 9,5 ul

*Lze poutZit i jiné objemy, nutné je aby TP SYBR 2x Master Mix byl nafedén 2x a aby byly dodrZeny finaIni koncentrace.
**Pred pouZitim zamraZzeného Mixu je nutné aby vSechny jeho komponenty byly dokonale rozpustény a promichany. Urychlenému
rozpusténi komponent napomahd zahrati Master Mixu na 37°C.

2. Kratce zamichat na vortexu, kratce centrifugovat.

3. Provést kvantitativni PCR za podminek optimalizovanych pro konkrétni dvojici primer(. Bézné cyklovaci parametry
jsou:
I. Uvodni denaturace pfi 94°C, 10 min.

1. Vlastni amplifikace a detekce amplifikovaného fragmentu:
Denaturace pfi 94°C, 10 s
Ptipojeni primer( pfi 55-65°C (v zavislosti na vlastnostech primert), 10 s
Extenze pfi 72°C, 10-30 s (cca 20 s na 500 pb)*
*béhem této faze je mérena fluorescence SYBR Green |
Opakovat 30-45x

IIl. HRM (high resolution melting) analyza
Denaturace 94°C,10s
Hybridizace 65°C, 1 min
Kontinualné zvySovat teplotu na 94 °C a méfit fluorescenci.



