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Instrukcja

HS-PCR Kit 5

Kompletny zestaw odczynnikéw do przeprowadzenia reakcji PCR w technice hot-start, zawiera polimeraze DNA Taq.

Stezenie 5 U/ul.
numer katalogowy wielkos¢ stezenie
1205-200H 200U 5U/pl
1205-1000H 1000 U 5U/ul

Produkt przeznaczony wytacznie do badan naukowych.
Gwarancja

Firma A&A Biotechnology udziela gwarancji na niniejszy produkt.
Firma nie gwarantuje poprawnego dziatania produktu w przypadku:

. odstepstwa od dostarczonego wraz z produktem protokotu

. braku zalecanego w niniej; protokole wy zenia i materiatow

. uzycia innych odczynnikéw niz zalecane lub ktdre nie wchodza w sktad produktu
. uzycia przeterminowanych odczynnikow oraz elementéw produktu




Zalety

° kompletny zestaw odczynnikéw polecany do rutynowych reakcji amplifikacji w technice hot-start.
. zestaw zawiera najczesciej uzywana termostabilng polimeraze DNA Tagq dla hot-start PCR.

Opis

Polimeraza DNA Tagq jest oczyszczana ze szczepu E.coli niosacego plazmid z wklonowanym genem kodujacym
polimeraze DNA z Thermus aquaticus.

Enzym katalizuje dotaczanie deoksynukleotydéw do korica 3’ dwuniciowego DNA w obecnosci jondw Mg?* w temp.
70-80°C.

Polimeraza DNA Tag nie posiada aktywnosci egzonukleazy 3-5’ (aktywnosc¢ korekcyjna). Posiada natomiast staba
aktywno$é egzonukleazy 5-3'

Polimeraza jest efektywnie blokowana przez przeciwciato monoklonalne anty-Taq.

Wymagany czas aktywacji: od 2 do 5 minut w temp. 95 °C. Nie zaleca sie dtuzszych czaséw aktywacji.

Bufor KU zwieksza specyficznosé reakcji PCR dla matryc o zwiekszonej ilosci struktur drugorzedowych i zawartosci par
GC. Przy zastosowaniu buforu KU zawsze nalezy wykonac kontrolne reakcje bez buforu KU.

Bufor reakcyjny | zawiera jony Mg?* o stezeniu zapewniajacym satysfakcjonujace wyniki wiekszosci uktadéw

doswiadczalnych. Optymalizacja stezenia jondw Mg?* w reakcji jest mozliwosé zastosowania buforu reakcyjnego 111 (bez
jonéw Mg?") i dodania do niego odpowiedniej ilosci jonéw Mg2* w postaci zataczonego do zestawu MgCl,.

Sktad

1205-200H 1205-1000H przechowywanie
RUN-HS polimeraza 200U 1000 U -20°C
10 mM dNTP Mix 200 pl 4x200pl -20°C
10x bufor | (z jonami Mg?) 1,5ml 4x1,5ml -20°C

100 mM KCl, 100 mM (NH,),SO4, 200 mM Tris-HCI, pH 8,5, 15 mM MgSQ,, 1% Triton X-100

10x bufor I1I (bez jonéw Mg?*) 1,5ml 4x1,5ml -20°C

100 mM KCl, 100 mM (NH,),SO,, 200 mM Tris-HCI, pH 8,5, 1% Triton X-100

5x bufor KU 2ml 4x2ml 20°C
bez DMSO i zwiazkéw toksycznych

6x bufor obciazajacy 1ml 1ml -20°C
25 mM MgCl, 1,5ml 2x1,5ml -20°C
woda ultraczysta 5ml 4x5ml -20°C
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Proponowany protokot przygotowania reakcji PCR

1. Catkowicie rozmrozic i wymieszac wszystkie komponenty niezbedne do nastawienia reakcji PCR. Krétko
zwirowac i wstawic¢ ponownie do lodu.

2. Umiescic probowki reakcyjne PCR w lodzie i dodac kolejno:

objetosc reakcji PCR

sktadnik 25l
10x bufor I lub 111 2,5l
dNTP Mix (10 mM) 200-250 uM (0,5-0,6 pl)
starter 1 0,1-0,5uM
starter 2 0,1-0,5uM
RUN-HS polimeraza 1-5U
matryca DNA 10pg-1pg
5x bufor KU (opcjonalnie) 2,5-5ul
MgCl, (opcjonalnie) w zaleznosci od potrzeb
6x bufor obciazajacy (opcjonalnie) w zaleznosci od potrzeb
woda ultraczysta uzupetnic¢ do 25 pl
&, Mieszanine reakcyjna delikatnie wymieszac i zwirowac.
4. Probéwki umiesci¢ w termocyklerze i uruchomic program.

Proponowany profil hot-start PCR dla produktéw do 1000 pz:

etap temperatura czas
wstepna denaturacja 95°C 3-5min
95°C 15s
25-45 cykli 50-68°C 30-60s
72°C 1 min
wydtuzanie korncowe 72°C 10 min
5. Po zakoniczeniu reakcji prébki przechowywac w lodéwce lub zamrazarce do czasu dalszych analiz.
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