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Popis

LA DNA Polymerases Mix predstavuje unikatni smés dvou DNA polymeraz. Jednou z nich je Taq DNA polymeraza, ktera
je vysoce procesivni, ale postrada 35" exonukledzovou aktivitu a tedy neni schopna opravovat chyby v podobé
nukleotidovych zdmén pfi syntéze komplementarniho fetézce DNA. Druhd polymerdza je sice méné aktivni v syntéze
nukleotidd, ale ma schopnost 3'->5" exonukledzové aktivity a vyrazné tak sniZzuje mnozZstvi chyb vzniklych pfi replikaci
DNA.

Kombinace téchto dvou polymeraz vede k vyraznému snizeni chyb pfi syntéze komplementarniho vladkna DNA pfi
zachovani vysoké rychlosti syntézy. To umozZnuje amplifikaci fragmentd DNA do velikosti 10-20 kb (v ptipadé
komplexni genomové DNA) nebo 40 kb (v pfipadé virové DNA) s pfiblizné 5x nizSim vyskytem mutaci ve srovnani se
samotnou Taq DNA polymerazou. Jedna se teby o ,Long and Accurate” (LA) PCR. LA DNA Polymerases Mix je
predevsim vhodny pro amplifikaci DNA nebo cDNA fragmentt urcenych pro klonace.

Technické udaje
Komponenty a baleni
e LA DNA Polymerases Mix je dodavan v koncentraci 5 U/pl. V zdkladnim baleni jsou: 1 zkumavka po 500 U/100
ul (kat. ¢. LO72), 5 zkumavek po 500 U/100 pl (kat. ¢. LO73) nebo 10 zkumavek po 500 U/100 ul (kat. ¢. LO74).
o Ke kazdé zkumavce s LA DNA Polymerases Mix je pfidana 1 zkumavka s 10x LA PCR reak¢nim pufrem (1,5 ml).
RovnéZ je mozné objednat 10x LA PCR reakéni pufr bez MgCl,, ke kterému je doddvan 25 mM MgCl, v
samostatné zkumace (kat. ¢. LO76).
o Ke kazdé zkumavce s LA DNA Polymerases Mix je pfidana 1 zkumavka s DMSO (1 ml, kat. ¢. L077).
Skladovani
e  Skladovat pfri teploté -20°C * 5°C. Material snasi opakované rozmrazovani.

Slozeni
e Skladovaci pufr pro LA DNA Polymerases Mix: 20 mM Tris-HCI, pH 8,0 (25°C), 100 mM KCl, 0,1 mM EDTA, 1
mM DTT, 0,5% Nonidet P-40, 0,5% Tween 20, 50% glycerol.
e  10x LA PCR reak¢ni pufr: 500 mM Tris-HCI, pH 9,3 (25°C), 150 mM (NH,),S0,, 1% Tween 20, 22,5 mM MgCl,.
Aktivita
e Jedna jednotka aktivity (U) je definovdna jako mnoistvi enzymu, které katalyzuje zabudovani 10 nmol dNTP
béhem 30 min pfi 72°C do materidlu precipitovatelného trichloroctovou kyselinou. Reakce probiha v objemu
50 pl v pufru obsahujicim 10 mM Tris-HCI (pH 8,8 pfi 25°C), 50 mM KCl, 0,1% Triton X-100, 1,5 mM MgCl,, 200
UM dATP, dCTP, dGTP a [a-*2P]dTTP, 50 pg/ml denaturované DNA, 0,5 pM primer a 0,2 - 0,5 U enzymu.
Kontrola kvality
e (Cistota polymeraz je ovéfovana metodou SDS-PAGE. Preparat neobsahuje nukleazy.
e Kazda vyrobni Sarze LA DNA Polymerases Mix je testovana na schopnost amplifikovat fragment genu savci
genomové DNA pomoci PCR. Vysledny produkt je analyzovan elektroforézou na agarosovém gelu v
pritomnosti ethidium bromidu; pouze ocekavany fragment DNA je produkovan.

Kat. ¢. Nazev vyrobku a specifikace MnoZstvi

L072 LA DNA Polymerases Mix 500U

L073 LA DNA Polymerases Mix 5x 500 U 27NN &

L074 LA DNA Polymerases Mix 10x 500 U (===) c E
L076 10x konc. LA PCR pufr bez MgCl,+MgCl, 1,5 ml+0,5 ml e’ | UKAS

L077 DMSO 1,0 ml Intertek




LA DNA Polymerases Mix

(katalogové Cislo L0O72, LO73, LO74)

Protokol

Zakladni protokol

Tento protokol slouZi jako vychozi navod pro ptripravu a pribéh LA PCR. V nékterych pfipadech je vSak nutné
optimalizovat reakéni podminky. Pfedevsim se jednd o nastaveni teplot dosedani primerd a eventualné nalezeni
optimalni koncentrace MgCl..

1. Vtenkosténné zkumavce pro PCR smichat na ledu jednotlivé komponenty *:

PCR v 50 pl Vysledna koncentrace
10x LA PCR reakéni pufr s 22,5 mM MgCl, 2 5 ul 1x reakéni pufr s 2,25 mM
MgCl,
PCR dNTP mix (10 mM kazdy) (kat. & P041) 2,5 ul 0,5 mM kazdy dNTP
DMSO? 1ul 2%
5" primer (50 uM) 0,5 pl 0,5 uM
3" primer (50 uM) 0,5 ul 0,5 uM
LA DNA Polymerases Mix (5U/ul) 0,5 ul 2,5 U (0,05 U/ul)
Templatovd DNA (1 ng/pl - 1 pg/ul)* 1 pl 0,02 ng/ul — 0,02 pg/ul
PCR H,O (kat. & P042) 394l

'P¥i testovani vice vzorkd DNA je vyhodné pripravit tzv. Master Mix, ve kterém jsou objemy jednotlivych komponent ndasobkem
poctu vzorkl plus jeden. Master Mix je poté rozdélen po 49 pl do zkumavek a do kazdé z nich je pfiddn 1 pl studovaného
vzorku DNA.

2V pfipadé potieby je mozné pouzit 10x LA PCR reakéni pufr bez MgCl, a optimalizovat koncentraci MgCl, (viz nize).

3DMSO sniZuje tvorbu sekundarnich struktur DNA a zvy3uje tak vytézek PCR.

*Templatova DNA by méla byt pFipravena se zvydenou opatrnosti a neméla by byt opakované rozmrazovéna, aby nedochézelo
k jeji fragmentaci.

2. Vzorky jemné promichat (bez vortexu) a stocit.
3. Pokud je pouzivan PCR cykler bez vyhfivaného vicka, prevrstvit reakéni smés 25 ul PCR oleje (kat. ¢. P043).
4. Nateplotnim cykleru provést PCR s nasledujicimi cykly:

Teplota Doba Pocet cyklt
Uvodni denaturace 94°C 3 min 1
Denaturace 94°C 30s
Nasednuti primerd 55-68°C* 30s 25-35
Extenze 72°C 1minna 1kb
Finalni extenze 72°C 10 min 1
Chlazeni 4°C

! Je vhodné zjistit experimentalng; obvykle o 5°C niz$i ne? teplota tani (Tm) primerd.

5. Ziskané PCR produkty lze smichat s vkladacim pufrem (kat. ¢. PO48) a analyzovat pomoci elektroforézy v
agardzovém gelu v pfitomnosti ethidium bromidu (kat. ¢. P046) nebo skladovat pfi-20°C.



Optimalizace koncentrace MgCl,

Zvysena koncentrace MgCl, (2,25 mM) v LA PCR reakéni smési je pouzita z dlvod(l zvySené koncentrace dNTP, které
maji chelatacni vlastnosti a je vhodna pro vétsinu LA PCR. Nicméné pro nékteré amplifikace je nutné koncentraci MgCl,
optimalizovat. V tom pfipadé je vhodné specifikovat pfi objedndvce pozadavek na dodani 10x konc. LA PCR reakcniho
pufru bez MgCl,, ke kterému je dodavan 25 mM MgCl, v samostatné zkumace (kat. ¢. LO76).

1. Prfipravit na ledu Master Mix bez MgCl, smichanim nasledujicich komponent:

10x LA PCR reakéni pufr bez MgCl, 40 pl
PCR dNTP mix (10 mM kazdy) 20 ul
DMSO 8 ul
5" primer (50 uM) 4 ul
3" primer (50 uM) 4 ul
LA DNA Polymerases Mix (5U/ul) 4 ul
Templatova DNA (1 ng/ul - 1 pg/ul) 8 ul
PCR H,0 232 ul
Celkovy objem 320 ul

2. Vzorky jemné promichat, stocit a rozdélit po 40 pl do 7 zkumavek pro PCR.
3. Do jednotlivych zkumavek doplnit 25 mM MgCl, a PCR H,0 podle schématu (na celkovy objem 50 pl):

Cislo zkumavky | 25 mM MgCl, | PCRH,O | Finalni konc. MgCl,
1 2 ul 8 ul 1,0 mM
2 3ul 7u 1,5mM
3 4l 6 ul 2,0 mM
4 5 ul 5ul 2,5 mM
5 6 ul 4 ul 3,0 mM
6 8 ul 2 ul 4,0 mM
7 10 pl 0 pl 5,0 mM

4. Provést PCR (viz. vysSe), vysledné vzorky analyzovat pomoci elektroforézy v agarézovém gelu v pfitomnosti
ethidium bromidu a urcit nejvhodnéjsi koncentraci MgCl,.



