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EliZzyme™ HS FAST

Skladovani:

Produkt je uréen pouze pro Skladujte pfi -20 °C a vyhnéte se dlouhotrvajicimu vystavovani svételnému

védecké ucely, nikoliv pro

zareni. Pfi dodrZeni téchto skladovacich podminek si kity plné udrzi svou
diagnostické procedury.

aktivitu, dokud neubéhne expira¢ni doba uvedena na kitu. Pfi 4 °C mohou byt

reagencie skladovany az jeden mésic.

Popis produktu

EliZzyme™ HS FAST vyuziva protilatkou zprostfedkovanou hot-start technologii, ktera inaktivuje
enzym pfi teploté nizsi nez 65 °C a zabranuje tak tvorbé dimerud-primer komplex( a nespecifickych
produktl. Kombinace robustniho enzymu a pokrocilé chemie pufru umoznuje vynikajici vykon pfi
amplifikaci ndro¢nych templatd, jako je sav¢i genomova DNA, templatd bohatych na GC a AT baze
a je rovnéz idedlni pro kazdodenni PCR aplikace, véetné Sangerova sekvenovani, genotypizace,
screeningu, konstrukce knihoven a multiplex PCR. Enzym je obzvlasté odolny vici PCR inhibitordm
a je vhodny pro pfimou PCR z nezpracovanych vzorku, véetné bakteridlnich kultur, bakteridlnich
kolonii, krve a mo¢i. EliZzyme™ HS FAST ma chybovost pfiblizné 1 chyba na 2,0 x 10° zaélenénych
nukleotidl. Enzymovy systém se vyznacuje zvySenou rychlosti, vytéZnosti a specifitou PCR. PCR
produkty generované pomoci EliZyme™ HS FAST polymerdzy jsou opatrfené A-koncem a lze je
pouzit pro TA klonovani. Polymeraza obsazena v EliZzyme™ HS FAST ma 5'-3' exonukledzovou
aktivitu, ale nema 3'-5' exonukledzovou (proofreading) aktivitu.

Pro vétsi pohodli je EliZyme™ HS FAST k dispozici jako 2X koncentrovany Ready mix a EliZyme™ HS
FAST MIX Red obsahujici cervené barvivo, které umoziuje pfimé nanaseni na gel (neni potreba
zadné dalsi nandseci barvivo) a sledovani migrace béhem gelové elektroforézy.

Obsah
EliZyme™ HS FAST EZ5505 1x0.1 ml 5 U/ul + 4x1 ml buffer 500 U
EZ5510 2x0.1 ml 5 U/ul + 1x8 ml buffer 1000 U
EZ5520 4x0.1 ml 5 U/pl + 2x8 ml buffer 2000 U
EliZyme™ HS FAST MIX EZ5720 5x1 ml mix 200 rxns
EZ5760 2x7.5 ml mix 600 rxns
EliZyme™ HS FAST MIX EZ5620 5x1 ml mix 200 rxns
Red EZ5660 2x7.5 ml mix 600 rxns
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EliZyme™ HS FAST 5x buffer 15 mM MgCly, 5 mM dNTPs
EliZzyme™ HS FAST MIX 2x mix 6 mM MgCl, 2 mM dNTPs
EliZzyme™ HS FAST MIX Red 2x mix Red 6 mM MgClz, 2 mM dNTPs

Dopliikovy MgCl, neni nutny. SloZeni pufru bylo optimalizovano pro maximalizaci Uspésnosti PCR.

Primery

Primery by mély mit teplotu tani okolo 60 °C. Zaroven by mély byt navrhovany s ohledem na
eliminaci tvorby primer-dimer komplexd a nespecifickych produktl. Vyslednd koncentrace
primerU v reakci by se méla pohybovat mezi 0,2 uM a 0,6 uM.

PCR

Pro experimentalni stanoveni optimalni teploty annealingu doporucujeme provést teplotni
gradient. Pfipadné doporucujeme teplotu annealingu 55 °C a pokud jsou pfitomny nespecifické
produkty, teplotu zvySovat v krocich po 2 °C.

Optimalni extenze je dosaZena pfi teploté 72 °C. Optimalni doba extenze zavisi na délce
amplikonu a slozitosti templatu. Pro amplifikaci z eukaryotické DNA se doporucuje 20 sekund na
kilobazi (kb) pro amplikony mezi 1 kb a 6 kb. U kratSich amplikond je mozné pouZit rychlejsi
cyklovani.

PFi prvnim provedeni multiplex PCR se doporucuje provést teplotni gradient annealingu v rozmezi
od 55 °C do 65 °C. V nasledujicich experimentech by se méla pouzit teplota annealingu, ktera vede
k nejlepsi specifité. Pro multiplex PCR by se nemély pouzivat podminky rychlého cyklovani. Dobu
extenze doporucujeme zpocatku nastavit na 90 sekund. Pro zvySeni vytéZnosti lze dobu extenze
prodlouzit.

Z bakteridlnich kolonii vyberte sterilni Spickou kolonii a resuspendujte ji v 50 ul reakce, jak je
popsano nize. Z tekuté kultury pridejte 5 ul do findlniho mixu. Prodluzte pocatecni dobu
denaturace na 10 minut.

V pripadé pfimé PCR z krve/moci, pridejte 2 pl savéi krve nebo moci do 50 pl reakce, jak je
popsano nize.

SloZeni reakcni smési
EliZzyme™ HS FAST

Pfed pouzitim musi byt 5X EliZyme™ Reaction Buffer rozmrazeny, kratce promichany a stoceny.

5x EliZzyme™ Reaction Buffer 10 pl 1x

Forward primer (10 uM) 2 ul 400 nM
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Reverse primer (10 uM) 2 ul 400 nM
Templatova DNA < 500 ng genomické DNA, < 100 ng cDNA Variabilni
EliZzyme™ HS Taq DNA Polymerase  0.25-1 ul

(5U/ul)

PCR voda Doplnit do 50 pl

Elizyme™ HS FAST MIX

Pfed pouzitim musi byt mix rozmrazeny, kratce promichany a stoceny.

2x EliZzyme™ HS Taq MIX 25 pul 1x
Forward primer (10 uM) 2 ul 400 nM
Reverse primer (10 uM) 2 ul 400 nM
Templatova DNA < 500 ng genomické DNA, <100 ng cDNA variabilni
PCR voda Doplnit do 50 ul

Elizyme™ HS FAST MIX Red

Pfed pouzitim musi byt mix rozmrazeny, kratce promichany a stoceny.

2x Elizyme™ HS Tag MIX 25 pl 1x

Red

Forward primer (10 uM) 2 ul 400 nM
Reverse primer (10 uM) 2 ul 400 nM
Templatova DNA < 500 ng genomické DNA, <100 ng cDNA variabilni
PCR voda Doplnit do 50 pl

PCR protokol

Iniciace denaturace 95 °C 1-2 min* 1
Denaturace 95 °C 15s

Annealing 55-65 °C 15s 40
Extenze 72°C 1-90 s**

Findlni extenze 72°C 90 s*** 1

*Pro PCR z bakterialnich kolonii prodluzte pocatec¢ni denaturaci na 10 minut.
**15 s/kb, pro amplikony kratSi nez 1 kb lze pouZit extenzi 1 s.
***Pouze pro multiplexni PCR.
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Viyrobce:

ELISABETH PHARMACON, spol. s r. o.

Rokycanova 4437/5, Brno-Zidenice 615 00

info@elisabeth.cz | www.elisabeth.cz | tel.: +420 542 213 851

REF| Katalogové ¢islo Skladovaci podminky (teplotni limity)
Cislo Sarze u Vyrobce
g Datum expirace Pocet reakci v baleni
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