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PPP Master Mix bez MgCl,

(katalogové cislo P134, P135, P136, P136xI) rev. 01/2022

Popis produktu

Jedna se o doplnkovy produkt z fady PPP Master MixU. Oproti klasickému PPP Master Mixu (kat. ¢. P124-P126) neni
MgCl, pfidan ptfimo do Master Mixu, ale je dodavan oddélené. Pokud je poZadovany produkt PCR reakce obtizné
amplifikovatelny, je mozZné optimalizovat koncentraci MgCl, pro ziskani co nejlepsich podminek pro prabéh PCR.
ProtoZe tento produkt jiz obsahuje Tag DNA polymerazu a optimalizovany reakéni pufr ve dvojnasobné koncentraci,
staci pouze doplnit MgCl, na pozadovanou koncentraci, dodat primery, DNA templat a vodu a zahajit PCR reakci. Dalsi
obsaZend aditiva a barvivo umoznuji posléze okamzité naneseni vzorku na gel bez nutnosti pfidavat vkladaci pufr.

Rychla ptiprava (2x koncentrovany)

e Kit obsahuje 2x koncentrované komponenty nezbytné pro pribéh PCR reakce. To umoziiuje rychlou pfipravu
reakéni smési bez nutnosti rozmrazovani jednotlivych komponent. Sta¢i dodat primery, templatovou DNA,
doplnit MgCl, na poZadovanou koncentraci a H,0 (oboje je dodavéano jako soucast baleni).

e Umozniuje snadné urceni optimalni koncentrace MgCl, pro idedlni pribéh PCR.

Okamzité nanaseni na gel

o K amplifikovanym vzork(m neni potfeba pridavat vkladaci pufr. Kit obsahuje barvivo a aditiva, kterd umoznuji
naneseni vzorku na gel a elektroforézu ihned po ukonceni PCR reakce.

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

Optimalizovany reakéni pufr
e  Obsahuje reakéni pufr, ktery zvySuje Ucinnost i specificitu PCR.
e  Obsahuje stabilizatory, které umoznuji kratkodobé skladovani pfi 4°C.

Technické udaje
Komponenty zdkladniho baleni
e 1 zkumavka s 0,5 ml PPP Master Mixu bez MgCl, (na 40 reakci v celkovém objemu 25ul).
e 1 zkumavkas 0,5 ml 25 mM MgCl,.
e 1 zkumavkas 1,5 ml PCR H,0.
Slozeni
e PPP Master Mix se doddva 2x koncentrovany: 150 mM Tris-HCI, pH 8,8 (pti 25°C), 40 mM (NH,),S0,, 0,02%
Tween 20, 400 uM dATP, 400 uM dCTP, 400 uM dGTP, 400 uM dTTP, 100 U/ml Tag DNA polymerazy, barvivo,
stabilizatory a aditiva.
Skladovani
e Kratkodobé (dny) skladovat pfi teploté 4°C + 3°C.
e Dlouhodobé skladovat pfi teploté -20°C + 5°C. Material snasi opakované rozmrazovani.
Cistota produktu a kontrola kvality
o (Cistota Tag DNA polymerdzy je ovéfena metodou SDS PAGE, kdy enzym migruje jako jediny prouzek o
molekulové hmotnosti 94 kD. Preparat neobsahuje nukleazy.
e Kazdd Sarze PPP Master Mixu bez MgCl, je testovana na amplifikaci genu o jedné kopii v genomové DNA.

Kat. €. Nazev vyrobku a specifikace MnoZzstvi

P134 PPP Master Mix bez MgCl, (1x) 40 reakci (eei) o)

P135 PPP Master Mix bez MgCl, (5x) 200 reakci SL I c E
P136 PPP Master Mix bez MgCl, (25x) 1000 reakci Intertek Mmm

P136xI PPP Master Mix bez MgCl, (100x) 4x 1000 reakci




Protokol
Doporuceny protokol na pripravu vzorkt pro PCR s vyuzitim PPP Master Mixu bez MgCl,

1. V tenkosténnych PCR mikrozkumavkach smichat:

Objem’ Reagens Finalni koncentrace
12,5 ul PPP Master Mix 1x PPP Master Mix bez MgCl, (75 mM Tris-HCI, pH 8,8, 20 mM
bez MgCl, (NH,4),S04, 0,01% Tween 20, 200 UM dATP, 200 uM dCTP, 200 uM

dGTP, 200 uM dTTP, 2,5 U Tag-Purple DNA polymeraza,
stabilizatory a aditiva)

2,5 ul 25 mM MgCl, 2,5 mM MgCl,

1ul 5’ primer 0,1-1 uM (~ 20 bazi)

1ul 3’ primer 0,1-1 uM (~ 20 bazi)

1ul templatova DNA

7 ul PCR H,0 do findlniho objemu 25 pl

*Lze poutZit i jiné objemy, jedinou podminkou je, aby byl PPP Master Mix bez MgCl, nafedén 2x a aby byly pfibilizné dodrzeny finaIni
koncentrace.

2. Zamichat na vortexu, kratce centrifugovat.
3. Pridat ~ 20 pl PCR oleje pro omezeni vyparovani (neni nutné pti pouZziti cykler( s vyhrivanym vickem).

4. Provést PCR za podminek optimalizovanych pro konkrétni dvojici primert. BéZzné cyklovaci parametry jsou:

Teplota Doba Pocet cyklu
Uvodni denaturace 94°C 1 min 1
Denaturace 94°C 15s
Nasednuti primerd 55-68°C* 15s 25-35
Extenze 72°C 1 minna 1kb
Findlni extenze 72°C 7 min 1
Chlazeni 22°C

! Je vhodné zjistit experimentélné&; obvykle o 5°C nizi nez teplota tani (Tm) primer(.

5. Amplifikovd DNA muzZe byt nanasena pfimo do agarozového gelu bez ptidavku nanaseciho pufru.

Urcovani optimalni koncentrace MgCl,
Pokud pf¥i standartni PCR (2,5 mM MgCl,) pozorujeme amplifikaci nezadoucich fragmentl DNA, doporucujeme v prvni
fadé ovéfit zda amplifikace probiha za optimalni koncentrace Mg?'.

1. pfipravit finalni PPP Master Mix bez MgCl, smichanim (pro 9 zkumavek):
112,5 ul PPP Master Mixu

9 ul 5’ primeru
9 ul 5’ primeru
9 ul templatové DNA

Kratce vortexovat, stocit a rozdélit po 15,5 ul do 8 zkumavek pro PCR.

2. Do jednotlivych zkumavek doplnit 25 mM MgCl, a PCR H,0 podle schématu:

Cislo zkumavky | 25 mM MgCl, | PCRH,O | Finalni konc. MgCl,
1 5,0 ul 4,5 ul 5,0 mM
2 4,0 pl 5,5 ul 4,0 mM
3 3,0 ul 6,5 pl 3,0 mM
4 2,5 ul 7,0 ul 2,5 mM
5 2,0 ul 7,5 ul 2,0 mM
6 1,5 ul 8,0 ul 1,5 mM
7 1,0 ul 8,5 ul 1,0 mM
8 0,5 ul 9,0 ul 0,5mM

3. Provést vlastni PCR a obvyklou analyzu vzork{ pro uréeni optimalni koncentrace MgCl,.

PPP Master Mix bez MgCl, je mimofadné vhodny pro rutinni vySetfovani vétSich po¢td vzorkd. K PPP Master Mixu
bez MgCl, v originalni zkumavce (0,5 ml) je mozné pridat poZadované primery (napf. 2x 40 ul), optimalni mnoZstvi
MgCl, (uréené vySe uvedenou metodou) a PCR H,0 do objemu 0,96 ml. Vlastni pfipravu PCR Ize pak omezit pouze na
smichani ¢asti této reakéni smési (napf. 24 pl) a analyzované DNA (1 ul).



