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EliZyme™ HS Robust

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 expiracni doba uvedend na kitu. Pfi 4 °C mohou byt

reagencie skladovany az jeden mésic.

Popis produktu

EliZzyme™ HS Robust polymeraza byla navriena pro amplifikaci naro¢nych a sloZitych DNA
templdtd. Vyznacuje se wvySSi procesivitou, vyuzivd protildtkou zprostfedkovanou hot-start
technologii, ktera zabranuje nespecifické amplifikaci a tvorbé primer-dimer komplexi. DNA
polymeraza zUstava neaktivni az do pocatecniho aktivacniho kroku pfi 95 °C. Enzym i pufr byly
optimalizovany pro vyssi Uspésnost amplifikace Siroké Skaly templatl,, véetné téch s vysokym
obsahem GC a AT bazi. Amplifikovat Ize az do délky PCR produktu 35 kb. EliZzyme™ HS Robust
polymeraza ma chybovost pfiblizné 1 chybu na 5,0 x 10° inkorporovanych nukleotidd. Vysledné
PCR produkty jsou opatfené A-koncem a Ize je pouZit pro TA klonovani.

Pro vétsi pohodli je enzym k dispozici jako 2X Ready mix, ktery obsahuje vSechny reakéni
komponenty kromé primerQ a templatu. EliZzyme™ HS Robust MIX Red obsahuje cervené barvivo
pro zviditelnéni na agardézovém gelu a je tak vhodny pro pfimé pipetovani na gel.

Obsah
Kat. Cislo Obsah baleni Velikost baleni
EliZyme™ HS Robust EZ5805 1x0.1 ml 5 U/ul + 4x1 ml buffer 500 U
EZ5810 2x0.1 ml 5 U/l + 1x8 ml buffer 1000 U
EZ5820 4x0.1 ml 5 U/ul + 2x8 ml buffer 2000 U
EliZyme™ HS Robust MIX EZ6008 2x1 ml mix 80 rxns
EZ6016 4x1 ml mix 160 rxns
EZ6060 2x7.5 ml mix 600 rxns
EliZyme™ HS Robust MIX EZ5908 2x1 ml mix 80 rxns
Red EZ5916 4x1 ml mix 160 rxns
EZ5960 2x7.5 ml mix 600 rxns
EliZyme™ HS Robust 5x buffer 15 mM MgClz, 5 mM dNTPs
EliZzyme™ HS Robust MIX 2x mix 6 mM MgCl, 2 mM dNTPs
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ctisben <
EliZzyme™ HS Robust MIX Red 2x mix Red 6 mM MgClz, 2 mM dNTPs

Doplnkovy 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 produktd. Vyslednad 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 57 °C a pokud jsou pritomny 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 slozZitosti templatu. Pro amplifikaci z eukaryotické DNA se doporucuje 15 sekund na
kilobazi (kb) pro amplikony pod 5 kb. U amplikonl delSich nez 5 kb doporucujeme 40 az 60
sekund na kb.

SloZeni reakcni smési
EliZzyme™ HS Robust

Pfed pouzitim musi byt 5X EliZzyme™ HS Robust Buffer rozmrazeny, kratce promichany a stoCeny.

5x EliZzyme™ HS Robust 10 ul 1x

Buffer

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

Polymerase (5 U/ul)

PCR voda Doplnit do 50 pl

Elizyme™ HS Robust MIX

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

2x EliZzyme™ HS Robust 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
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Elizyme™ HS Robust MIX Red

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

2x EliZzyme™ HS Robust 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 ul

PCR protokol

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

Annealing 55—-65 °C 15s 40*
Extenze 72°C 50 s/kb**

*U EliZyme™ HS Robust Ize pouzit mensi pocet cykld.
**Pro amplikony o délce 5-35 kb se doporucuje doba extenze 40-60 s. Pro amplifikaci z
eukaryotické DNA kratsi nez 5 kb se doporucuje 15 s/kb.
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