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Plain PP Master Mix

(katalogové Cislo P201, P202, P203. P203xl) rev. 04/2025

Popis produktu

Plain PP Master Mix predstavuje dopliikovy produkt z fady PPP Master Mix(. Oproti klasickému PPP Master Mixu (kat.
¢. P124-P126) vsak neobsahuje barvivo. To je vhodné pro aplikace, kde by mohlo barvivo vadit; jako pfiklad Ize uvést
analyzu pomoci kapilarni chromatografie.Tento produkt obsahuje Tag DNA polymerazu a optimalizovany reakcni pufr,
vée ve dvojndsobné koncentraci. Pro pfipravu vzorku tedy stac¢i dodat primery, templdtovou DNA a vodu a poté je
mozné zahajit PCR reakci. Plain PP Master Mix navic obsahuje aditiva, kterd umoziuji po pridani pozadovaného
barviva nanést vzorky rovnou na gel a spustit elektroforézu.

Rychla pfiprava (2x koncentrovany)

e  Kit obsahuje 2x koncentrované komponenty nezbytné pro pribéh PCR reakce. To umoznuje rychlou pripravu
reakéni smési bez nutnosti rozmrazovani jednotlivych komponent. Staci dodat primery, templatovou DNA a
doplnit H20 (soucast baleni).

Optimalizovany reak¢ni pufr

e  Obsahuje reakéni pufr, ktery zvysuje Ucinnost i specificitu PCR; obsahuje MgCl, v koncentraci vhodné pro
vétsSinu PCR reakci.

e  Obsahuje stabilizatory, které umoznuji kratkodobé skladovani pfi 4°C.

Jednoduché nanaseni na gel

e  Obsahuje aditiva, kterd umoznuji nanést vzorky na gel bez nutnosti pfidavat vkladaci pufr. V pripadé potreby

tedy staci k vzorku pridat barvivo, a vzorky posléze analyzovat pomoci elektroforézy.

Technické udaje
Komponenty zakladniho baleni
e 1 zkumavka s 0,5 ml Plain PP Master Mixu (na 40 reakci v celkovém objemu 25ul).
e 1 zkumavkas 1,5 ml PCR H;O.
SloZeni
e Plain PP Master Mix se dodava 2x koncentrovany: 150 mM Tris-HCI, pH 8,8 (pfi 25°C), 40 mM (NHa4)2SOa,
0,02% Tween 20, 5 mM MgCl, 400 uM dATP, 400 uM dCTP, 400 pM dGTP, 400 uM dTTP, 100 U/ml Tag DNA
polymerdazy, 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 Taq polymerazy je ovéfena metodou SDS PAGE, kdy enzym migruje jako jediny prouzek o molekulové
hmotnosti 94 kD. Preparat neobsahuje nukledzy.
e Kazdd SarZe Plain PP Master Mixu je testovana na amplifikaci genu o jedné kopii v genomové DNA.

Kat. ¢. Ndzev vyrobku a specifikace Mnozstvi —

P201 Plain PP Master Mix (1x) 40 reakci .’a\‘ @
P202 Plain PP Master Mix (5x) 200 reakci “!’:

P203 Plain PP Master Mix (25x) 1000 reakci ol UKAS
P203xI Plain PP Master Mix (100x) 4x 1000 reakci Intertek ors




Protokol

Doporuceny protokol na pfipravu vzorku pro PCR s vyuzitim Plain PP Master Mixu

1. V tenkosténnych PCR mikrozkumavkach smichat:

Objem” Reagens Finalni koncentrace
12,5 pl Plain PP Master Mix 1x Plain PP Master Mix (75 mM Tris-HCI, pH 8,8, 20 mM
(NH4)2S04, 0,01% Tween 20, 2,5 mM MgCl2, 200 uM dATP, 200
uM dCTP, 200 uM dGTP, 200 uM dTTP, 1,25 U Tagq DNA
polymeraza, stabilizatory a aditiva)
1yl 5’ primer 0,1-1 uM (~ 20 bazi)
1yl 3’ primer 0,1-1 uM (~ 20 bazi)
1l templatova DNA
9,5 ul PCR H20 do finalniho objemu 25 pl

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

2. Zamichat na vortexu, kratce centrifugovat.

3. Pridat ~ 20 pl PCR oleje (kat. ¢. P0O43) pro omezeni vypafovani (neni nutné pfi pouZiti cyklert s vyhtivanym 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 primerd 55-68°C 1! 15s 25-35
Extenze 72°C 1minna 1kb
Finalni extenze 72°C 7 min 1
Chlazeni 22°C

1 Je vhodné zjistit experimentding;

Protokol pro tzv. , Hot start”“ PCR (pro snizeni amplifikace nezadoucich fragment)

1. V tenkosténnych PCR mikrozkumavkdach smichat:

1 ul 5 primeru
1 ul 3’ primeru
1 ul templatové DNA
9,5 ul PCR H20.

obvykle o 5°C nizsi nez teplota tani (Tm) primerd.

2. Zamichat na vortexu, kratce centrifugovat.

3. Zahtat na 94°C po dobu 1 min (denaturace).

4. Pfidat 12,5 pl Plain PP Master Mix, zamichat.

5. Pfidat ~ 20 ul PCR oleje pro omezeni vyparovani (neni nutné pti pouZiti cyklerd s vyhtivanym vickem).

6. Provést PCR reakci a analyzu vzorkd jak je popsano vyse.




