Taq DNA polymeraza Unis

(katalogové ¢islo T037, T038, TO39)

Protokol

Zakladni protokol

Tento protokol slouzi jako vychozi ndvod pro pripravu a pribéh PCR. V nékterych pripadech je vsak nutné
optimalizovat reakéni podminky. Pfedevsim se jedna o nastaveni teplot dosedani primer( a eventualné nalezeni
optimalni koncentrace MgCl..

1. Vtenkost&nné zkumavce pro PCR smichat na ledu jednotlivé komponenty *:

PCRv 50 ul | Vysledna koncentrace
10x PCR Blue Buffer s 25 mM MgCl 2 5ul 1x reakéni pufrs 2,5 mM MgCl,
PCR dNTP mix (10 mM kazdy) (kat. & P041) | 1ul 0,2 mM kazdy dNTP
5" primer (50 uM) 0,5 ul 0,5 uM
3’ primer (50 uM) 0,5 ul 0,5 uM
Tag DNA polymeraza Unis (5U/ul) 0,5 ul 2,5 U (0,05 U/ul)
Templatova DNA (1 ng/ul - 1 pg/ul) 1ul 0,02 ng/ul — 0,02 pug/ul
PCR H,0 (kat. & P042) 41,5 ul

1 Pfi testovéni vice vzork(i DNA je vyhodné pfipravit tzv. Master Mix, ve kterém jsou objemy jednotlivych komponent
nasobkem poctu vzorkl plus jeden. Master Mix je poté rozdélen po 49 pl do zkumavek a do kazdé z nich je pfidan 1 pl
studovaného vzorku DNA.

2V pripadé potieby je mozné pouzit 10x PCR Blue Buffer bez MgClz a optimalizovat koncentraci MgCl; (viz. nize).

2. Vzorky jemné promichat a stocit.
3. Pokud je pouzivan PCR cykler bez vyhfivaného vicka, prevrstvit reakéni smés 25 pl PCR oleje (kat. ¢. P043).

4. Na teplotnim cykleru provést PCR s nasledujicimi cykly:

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

1Je vhodné zjistit experimentalné; obvykle o 5°C nizsi neZ teplota tani (Tm) primerd.

5. Ziskané PCR produkty lze smichat svkladacim pufrem (kat. ¢. P048, P064, P066) a analyzovat pomoci
elektroforézy v agarézovém gelu v pfitomnosti ethidium bromidu nebo skladovat pfi -20°C.

Optimalizace koncentrace MgCl;

Koncentrace 2,5 mM MgClz je vhodnd pro vétSinu PCR Tag DNA polymerazou Unis. Nicméné pro nékteré amplifikace
je nutné najit optimalni koncentraci MgCl. V tom pfipadé je vhodné specifikovat pfi objednavce poZzadavek na dodani
10x PCR Blue Buffer bez MgCl,, ke kterému je dodavan 25 mM MgCl, v samostatné zkumavce (T059).

1. Pfipravit na ledu Master Mix bez MgCl2 smichanim nasledujicich komponent:

10x PCR Blue Buffer bez MgCl» 40 pl
PCR dNTP mix (10 mM kazdy) 8 ul
5" primer (50 uM) 4 ul

3’ primer (50 uM) 4 ul
Tag DNA polymeraza Unis (5U/ul) 4 ul
Templatova DNA (1 ng/ul - 1 pg/ul) 8ul
PCR H20 252 ul
Celkovy objem 320 pl




2. Master Mix jemné promichat, stocit a rozdélit po 40 pul do 7 zkumavek.

3. Do jednotlivych zkumavek doplnit 25 mM MgCl2 a PCR H20 podle schématu (na celkovy objem 50 pl):

Cislo zkumavky | 25 mM MgCl. | PCR H20 | Finalni konc. MgCl»
1 2ul 8 ul 1,0 mM
2 3ul 7 ul 1,5mM
3 4 ul 6 ul 2,0 mM
4 5 ul 5 ul 2,5mM
5 6 ul 4 ul 3,0mM
6 8 ul 2 ul 4,0 mM
7 10 ul oul 5,0 mM

4. Provést PCR (viz. vySe), vysledné vzorky analyzovat pomoci elektroforézy v agarézovém gelu v pritomnosti
ethidium bromidu (kat. ¢. P046) a urcit nejvhodnéjsi koncentraci MgCla.

Kat. ¢. Ndzev vyrobku a specifikace Mnozstvi

TO37 Taqg DNA polymeraza Unis 500 U

TO38 Taqg DNA polymeraza Unis 5x 500 U

T039 Taqg DNA polymeraza Unis 10x 500 U vy -
T029 10x konc. reakéni pufr 1,5 ml ;:‘i %
T035 10x konc. reakéni pufr bez MgClo+MgCl2 1,5ml +0,5 ml I‘=’!

TO58 10x konc. PCR Blue Buffer 1,5 ml T v UKAS
T059 10x konc. PCR Blue Buffer bez MgCl+MgCl> 1,5 ml +0,5 ml Intertelk —=
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