S

A&A BIOTECHNOLOGY

innovating life science

Instrukcja

InfiniTag™ PCR Kit

Zestaw PCR do amplifikacji dtugich fragmentow DNA (do 30 kb).

numer katalogowy wielkos¢
1200-100 100 reakcjiw 25 pl
1200-1000 1000 reakcji w 25 pl

Produkt przeznaczony wytacznie do badan naukowych.
Gwarancja

Firma A&A Biotechnology udziela gwarancji na niniejszy produkt.
Firma nie gwarantuje poprawnego dziatania produktu w przypadku:

. odstepstwa od dostarczonego wraz z produktem protokotu

. braku zalecanego w niniej: protokole wy; ‘enia i materiatow

. uzycia innych odczynnikow niz zalecane lub ktore nie wchodza w sktad produktu
. uzycia przeterminowanych odczynnikow oraz elementéw produktu
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Specyfikacja

° ludzkie genomowe DNA: do 20 kb

ot ifikacii
materiat do amplifikacji e DNAfagalambda: do 30 kb

aktywnosc korekcyjna aktywnos$¢ egzonukleazy 3'—5'
tworzone korice tepe konce
czas wydtuzania 60s/1kb

. konstrukcja bibliotek NGS
zastosowanie e  PCR,RT-PCR

. klonowanie

Zalety

. Amplifikacja dtugich fragmentéw DNA do 30 kb.

. 4x wyzsza wiernos¢ polimerazy w poréwnaniu do standardowo uzywanych komercyjnych polimeraz.
Opis
InfiniTag™ PCR Kit zawiera unikalng polimeraze DNA z dodatkiem antyinhibitoréw, wzmacniaczy reakcji oraz

mieszanine reakcyjna z dodatkiem nukleotydéw. InfiniTag™ PCR Mix tworzy optymalne srodowisko dla polimerazy
InfiniTag™ umozliwiajace synteze dtugich produktéw PCR (do 30 kb).

Sktad

sktadnik 1200-100 1200-1000 przechowywanie
Polimeraza InfiniTaq™ 100 pl 10 x 100 pl -20°C
InfiniTag™ PCR Mix 2x1ml 20x 1 ml -20°C
50 mM MgSO, 1ml 2x1ml -20°C
Woda ultraczysta 1,5ml 10x1,5ml -20°C

Sktad mieszaniny InfiniTag™ PCR Mix

sktadnik stezenie koncowe
MgSoO, 1,5mM
dNTPs 25 mM kazdego dNTPs

Stabilizatory
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Dodatkowy sprzet i odczynniki

Niezbedne

Probéwki PCR 0,2 ml
Termocykler PCR
Worteks

Mikrowiréwka

Wazne informacje

Przed uzyciem sktadniki zestawu nalezy catkowicie rozmrozi¢ i starannie wymieszac przez odwracanie

probowki.
Cykliczne, siedmiokrotne rozmrazanie i zamrazanie nie wptywa na wydajnosc¢ i aktywnos¢ produktu.

Zalecamy testowanie optymalnego stezenia w Mg?*w reakcji PCR. Szczegdty w dziale Rozwiazywanie
problemow.
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1. Catkowicie rozmrozi¢ na lodzie i wymieszac wszystkie komponenty niezbedne do nastawienia reakcji

PCR.
Zworteksowac i krétko zwirowac, wstawic¢ do lodu.

2. Umiesci¢ probéwki reakcyjne PCR na lodzie lub zimnym bloku i doda¢ kolejno:
sktadnik objetosc reakcji 25 pl stezenie koncowe
InfiniTag™ PCR Mix 17,5l -
Mgso, 0ul/0,25 pl /0,5 pOetvmalizada Me2: 1,5mM/2mM/2,5mM
10 uM Starter 1 0,5-1pl 0,2-0,4puM
10 uM Starter 2 0,5-1ul 0,2-0,4 uM
Polimeraza InfiniTag™ 0,6 ul 1,5-2U
Matryca DNA zmienna 50-1000 ng
Woda ultraczysta uzupetnic¢ do 25 pl -
3. Mieszanine reakcyjna delikatnie wymieszac przez pipetowanie, tak aby uniknac tworzenia sie

pecherzykdw powietrza, a nastepnie zwirowac.

4. Probéwki umiesci¢ w termocyklerze i uruchomic program.
etap temperatura czas ilos¢ cykli
Wstepna denaturacja 95°C 2min 1
Denaturacja 95°C 15s
Przytaczanie 60-72°C* 30s 30
Wydtuzanie 65°C 30-60s/1kb**

Woydtuzanie koricowe 72°C

10 min 1

*Zalecamy ustawienie temperatury przytaczania starteréw na podstawie ich sekwencji zgodnie z powszechnie przyjeta praktyka obliczania

temperatury przytaczania starteréw.

**Zalecamy ustawic czas wydtuzenia na 60 s/1 kb dla fragmentéw dtuzszych niz 5 kb.

5. Produkt PCR przechowywaé w temperaturze od -20 °C do +4 °C.
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Rozwiazywanie problemoéw

Optymalizacja Mg*

Dostarczona podstawowa mieszanina InfiniTag™ PCR Mix zawiera jony Mg?* o stezeniu 1,5 mM, ktére jest odpowiednia

dla otrzymania wiekszosci amplikondw.
W przypadku probleméw z uzyskaniem spodziewanego produktu zaleca sie optymalizacje stezenia Mg?.

Najlepsza praktyka jest przeprowadzenie prob odpowiednio dla stezen:
. 1,5 mM - reakcja przeprowadzona przy uzyciu podstawowej mieszaniny InfiniTaq™ PCR Mix.

° 2 mM - reakcja przeprowadzona przy uzyciu podstawowej mieszaniny InfiniTag™ PCR Mix z dodatkiem
0,25 pl 50 mM MgS0,/ 25 pl mieszaniny reakcyjnej.

. 2,5 mM - reakcja przeprowadzona przy uzyciu podstawowej mieszaniny InfiniTag™ PCR Mix z dodatkiem
0,5ul 50 mM MgS0,/ 25 pl mieszaniny reakcyjnej.
Przyktadowy eksperyment z optymalizacja ilosci Mg?*przedstawia Ryc. 1.

stezenie Mg?

25mM  2mM  15mM 25mM  2mM  15mM 25mM  2mM  15mM

Amplikon A (13.5 kb) Amplikon B (12 kb) Amplikon C (7 kb)

Ryc. 1 Wynik elektroforezy produktéw PCR uzyskanych dla réznych stezen Mg?". Reakcja przeprowadzona dla trzech réznych amplikonéw
uzyskanych z ludzkiego genomowego DNA (100 ng DNA / reakcja).

Brak produktu PCR

W przypadku braku produktu PCR nalezy:
. Obnizy¢ temperature przytaczaniao 5 °C.
° Stopniowo zwiekszac ilos¢ matrycy DNA o 100 ng, maksymalnie do 1000 ng.

° Sprawdzi¢ jako$¢ matrycy DNA na zelu agarozowym.
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Niespecyficzne produkty PCR

Jezeli produkty PCR sa niespecyficzne nalezy zoptymalizowac¢ warunki reakcji wybierajac jedng z ponizszych opcji:

Podniesienie temperatury przytaczania starteréw o 5 °C.
Zmniejszenie stezenia starteréw o potowe.
Zmniejszenie ilos¢ cyklio 5.

Stopniowe zmniejszanie ilo$¢ matrycy DNA o 100 ng az do 100 ng.
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