ELISABETH PHARMACON, spol. s r.o.

. ®
Rokycanova 4437/5
\P E I I sa bet h 615 00 Brno-Zidenice, Ceska republika
h 1C: 26258412, DIC: CZ26258412
- armacon Tel.:  +420542213 851
_/ E-mail: info@elisabeth.cz
www.elisabeth.cz Vv |

EliZyme™ ProofRead

Skladovani:

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

védecké ucely, nikoliv pro

zareni. Pri 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

Elizyme™ ProofRead obsahuje enzym odvozeny od Pfu DNA polymerdazy s 3'-5' exonukledzovou
aktivitou pro korekturu béhem PCR. Enzym prosel patentovanymi mutacemi, které vyrazné zvysuji
procesivitu, coz ma za nasledek kratsi dobu annealingu (10-30 s/kb), vyssi vytéZnost a schopnost
amplifikovat delsi a naroc¢néjsi cile, véetné eukaryotickych genomovych templatd delSich nez 17,5
kb. Pfesnost polymerdzy EliZyme™ ProofRead je ptiblizné 100x vyssi nez u Taq DNA polymerazy (1
chyba na 2,5 x 10’ inkorporovanych nukleotidi), coz z ni ¢ini idedlni volbu pro aplikace, jako je
klonovani, sekvenovani a mistné cilenda mutageneze. Polymeraza generuje PCR produkty s tupym
koncem. EliZyme™ ProofRead je doddvan s pokrocilym pufrem vcetné dNTP, Mg a enhancerd, coz
umoznuje vysoce presnou PCR Siroké skdly templatd s minimalni nebo Zadnou nutnosti
optimalizace. Pro jesté vétsi pohodli je EliZyme™ ProofRead k dispozici také jako 2X Ready MIX
s mozZnosti ¢erveného barviva pro pfimé naneseni na gel a sledovani priibéhu elektroforézy.

Obsah
EliZzyme™ ProofRead 1x0.05 ml 2 U/ul + 1x1.7 ml
EZ0301 buffer + 1x1.7 ml 10x Enhancer 100 U
1x0.25 ml 2 U/ul + 3x1.7 ml
EZ0305 buffer + 2x1.7 ml 10x Enhancer 500 U
2x0.25 ml 2 U/ul + 6x1.7 ml
EZ0310 buffer + 4x1.7 ml 10x Enhancer 1000 U
EliZzyme™ ProofRead MIX EZ0408 2x1 ml mix 80 rxns
EZ0416 4x1 ml mix 160 rxns
EZ0406 2x7.5 ml mix 600 rxns
EliZzyme™ ProofRead MIX EZ0508 2x1 ml mix 80 rxns
Red EZ0516 4x1 ml mix 160 rxns
EZ0506 2x7.5 ml mix 600 rxns
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EliZzyme™ ProofRead 5x buffer 15 mM MgClz, 5 mM dNTPs
EliZzyme™ ProofRead MIX 2% mix 6 mM MgCl, 2 mM dNTPs
EliZzyme™ ProofRead 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

Denaturace by méla probihat pfi teploté 95 °C. Pokud vsak pritomnost Usekd s vysokym obsahem
GC bazi vede k nizkym vytézkim, zvySenim teploty tani na 98-100 °C miZeme mnoizstvi PCR
produktu zlepsSit. Pro experimentalni stanoveni optimalni teploty annealingu doporucujeme
provést teplotni gradient. Pfipadné doporuéujeme teplotu annealingu 60 °C a pokud jsou
pritomny nespecifické produkty, teplotu zvysovat po 2 °C.

Optimalni extenze je dosaZena pfi teploté 72 °C. Optimalni doba extenze zavisi na délce
amplikonu a slozitosti templatu. Pro vétsSinu aplikaci se doporucuje 30 sekund na kilobazi (kb), je
vSak mozné pouzit i kratsi ¢as extenze mezi 10 a 30 sekundami na kb. Lze také pouzit dvoukrokové
cyklické protokoly s kombinaci extenze a annealingu pfi 68-75 °C. Pfi pouZiti kratSi doby extenze
je tfeba dbat na to, aby vstupni mnozZstvi templatové DNA nebylo prilis velké. Pokud jsou po
amplifikaci viditelné nespecifické produkty, je treba toto mnoZstvi templatové DNA sniZit.

SloZeni reakcni smési

Elizyme™ ProofRead

Pfed pouZitim musi byt 5X EliZzyme™ PR Reaction Buffer rozmrazeny, kratce promichany

a stoceny.
5X EliZzyme™ PR Reaction Buffer 10 pl 1x
10x Enhancer (Optional)* 5ul 1x
Forward primer (10 uM) 2 ul 400 nM
Reverse primer (10 uM) 2 ul 400 nM
Templatova DNA < 200 ng genomické DNA, < 10 ng cDNA variabilni
EliZyme™ PR Polymerase (2 0.5 ul
u/ul)
PCR voda Doplnit do 50 ul
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* V pripadé, Ze nedojde k amplifikaci, doporucujeme pridat do reakéni smési 10x Enhancer. Ten

muze zlepsit vykonnost EliZzyme™ ProofRead HS Polymerazy u nékterych obtiznych nebo dlouhych

templdatd (napf. templatl bohatych na GC baze nebo templatu se sloZitou sekundarni strukturou).

EliZzyme™ ProofRead MIX

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

2X Elizyme™ PR MIX 25 ul 1x

Forward primer (10 uM) 2 ul 400 nM
Reverse primer (10 uM) 2 ul 400 nM
Templatova DNA <200 ng genomické DNA, < 10 ng cDNA variabilni
PCR voda Doplnit do 50 pl

Elizyme™ ProofRead MIX Red

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

2X Elizyme™ PR MIX Red 25 ul 1x

Forward primer (10 uM) 2 ul 400 nM
Reverse primer (10 uM) 2 ul 400 nM
Templatova DNA <200 ng genomické DNA, < 10 ng cDNA variabilni
PCR voda Doplnit do 50 ul

PCR protokol

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

Annealing 55-65°C 15s 25-35
Extenze 72°C 10-30 s/kb*

* V ndvodu vyse je uvedena optimalni doba extenze a informace o rychlém cyklovani.

Viyrobce:
ELISABETH PHARMACON, spol. sr. o.
Rokycanova 4437/5, Brno-Zidenice 615 00

info@elisabeth.cz | www.elisabeth.cz | tel.: +420 542 213 851
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Skladovaci podminky (teplotni limity)

Vyrobce

Pocet reakci v baleni

Vytvoreno: MOMO
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