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dPCR 2x Blue Master Mix

(katalogové Cislo P521, P522, P523, P523xl) rev. 04/2025

Popis produktu

Tento produkt predstavuje alternativu k gPCR 2x Master Mixu s jinym pufrem, ktery obsahuje siran amonny a v
nékterych pfipadech mdzZe snizovat tvorbu nespecifickych DNA produktd béhem PCR. Hlavni vyuZiti tohoto produktu
je v qPCR s detekénimi sondami typu TagMan, Molecular beacons, FRET a dalsi.

Rychla ptiprava (2x koncentrovany)

e Produkt obsahuje vSechny konstantni komponenty pro pribéh gPCR 2x koncentrované (optimalizovany
reakcni pufr, nukleotidy, Tag DNA polymerazu a protilatku anti-Tag). To umoznuje rychlou pfipravu reakéni
smési bez nutnosti rozmrazovani a presného davkovani jednotlivych komponent. Staéi dodat primery,
templatovou DNA, DNA sondu a eventualné doplnit H20 (soucast baleni).

Hot Start

e Produkt obsahuje monoklonalni protildtku anti-Taq, kterd se vaze na DNA polymerazu a tim blokuje jeji
enzymatickou aktivitu a zamezuje amplifikaci nespecifickych DNA fragmentl. Protilatka je teplotné
inaktivovana pfi prvnim denaturaénim cyklu PCR.

Citliva detekce

e Tento produkt je optimalizovan pro citlivou a pfesnou detekci DNA fragmentl amplifikovanych pri gPCR

z genomové DNA nebo cDNA ziskané metodou reverzni transkripce.

Technické udaje

Komponenty zakladniho baleni
e 1zkumavka s 0,5 ml qPCR 2x Blue Master Mix (toto mnoZstvi je dostacujici napf. na 40 reakci po 25 pl).
e 1 zkumavka s 1,5 ml PCR Ultra HzO.
Skladovani
e Skladovat pfi teploté -20°C + 5°C. Material snasi opakované rozmrazovani.
Slozeni
e Doddva se 2x koncentrovany.
150 mM Tris-HCI, pH 8,8 (25°C), 40 mM (NHa)2S0a4, 0,02% Tween 20, 5 mM MgClz, 400 uM dATP, 400 uM
dCTP, 400 pM dGTP, 400 uM dTTP, Tag DNA polymerazy (50 U/ml), monoklonalni protilatka anti-Taqg,
stabilizatory a aditiva.
Kontrola kvality
e  Kazdd Sarze gPCR 2x Blue Master Mixu je testovana na amplifikaci genu o jedné kopii v genomové DNA.

Kat. C. Nazev vyrobku a specifikace MnoZstvi

P521 gPCR 2x Blue Master Mix (1x) 40 reakci e

P522 gPCR 2x Blue Master Mix (5x) 200 reakei AN\
P523 gPCR 2x Blue Master Mix (25x) 1000 reakci “E’. V
P523xl gPCR 2x Blue Master Mix (100x) 4x 1000 reakci el UKAS
P523bl gPCR 2x Blue Master Mix, 20ml 1600 reakci Intertek 5




Protokol

Doporuceny protokol pro pfipravu vzorkt pro amplifikaci DNA s vyuzitim gPCR 2x Blue Master

Mixu (priklad).

1. Vtenkosténnych PCR mikrozkumavkach smichat:

Reagens Objem* Finalni koncentrace

gPCR 2x Blue Master Mix 12,5 ul 75 mM Tris-HCl, pH 8,8 (25°C), 20 mM (NHa4)2S0as,
0,01% Tween 20, 2,5 mM MgCl;, 200 uM kazdy
dNTP, 25 U/ml Tag DNA polymeraza, monoklonalni
protilatka anti-Taq (19nM), stabilizatory a aditiva

5" primer (50 uM) 1ul 0,1-1 puM (~ 20 bazi)

3" primer (50 pM) 1l 0,1-1 puM (~ 20 bazi)

Templatova DNA (1 ng/ul -1 pg/ul) | 1 ul 0,02 ng/ul — 0,02 pg/ul

Sonda pro real-time detekci tvorby | 1 pl

specifického produktu

PCR Ultra H20 (kat. ¢. P040) 8,5 ul do finalniho objemu 25 pl

*Lze pouzit i jiné objemy, jedinou podminkou je, aby byl gPCR 2x Blue Master Mix nafed&n 2x a aby byly dodrZeny finaIni koncentrace.

2. Zamichat na vortexu, kratce centri

fugovat.

4. Provést real-time PCR za podminek optimalizovanych pro konkrétni dvojici primerd vymezujici amplifikovany usek

DNA (obvykle ~ 200 bp). Bézné cyklovaci parametry jsou:

Teplota Doba Pocet cyklt
Uvodni denaturace 94°C 5 min 1
Denaturace 94°C 10s
Nasednuti primer( 55-65°C? 10s 30-45
Extenze 72°C cca20s na 1kb
Finalni extenze 72°C 7 min 1
Chlazeni 22°C

1 Je vhodné zjistit experimentalné;

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

gPCR 2x Blue Master Mix je mimofadné vhodny pro rutinni vySetfovani vétsich poctt vzorku

cDNA.

K roztoku gqPCR 2x Blue Master Mixu v originalni zkumavce (0,5 ml) je mozné pridat pozadované primery (napfr. 2 x 40
pl), sondu (40 pl) a PCR H20 (340 pl). Vlastni pfipravu PCR Ize pak omezit pouze na smichani ¢asti této reakéni smési
(napf. 24 pl) s analyzovanou DNA (1 ).




