HighQu Product Insert Ver. 2.00

Na Stitku vyrobku zkontrolujte aktualni katalogové Cislo, Sarzi a datum spotieby.

phi29 DNA polymeraza, 10 u/pl

il IDE01011G0Q um|1_01ogxupzjf|?';ggglymeréza phi29, 10 Pufr pro skladovani enzym(i obsahuije stabilizatory a 50% glycerol.
’ 10X phi29 Buffer obsahuje 10 MM (nH4)2s04, 10 MM wgci2 @ dalSi latky.

IDE01055000 u 5 x 1000 u - DNA polymeraza phi29, 10 komponenty.

5x 0,5 ml - 10X pufr phi29
Ulozisté Ve tmé pfi-20 °C.

u/pl

¢ |zotermicka amplifikace DNA pro sekvenovani, ¢ Amplifikace DNA s vysokou vytéznosti pfi konstantni teploté 30 °C
klonovani « Robustni polymeraza se silnou aktivitou posunu viaken

* RCA - zesileni valivého cyklu « Vysoka zpracovatelnost, syntéza vice nez 70 kb dlouhych kment DNA

* MDA - vicenasobné zesileni posunu « Vlysoka vérnost, nizka chybovost pfi sekvenovani a klonovani

* WGA - amplifikace celého genomu « Klasické sloZeni enzymu a pufru pro znamé aplikace phi29

« Amplifikace DNA s proteinovym nebo RNA primerem

Rekombinantni DNA polymeraza phi29 je klasicky enzym uréeny Nejdulezitéjsi technické vlastnosti DNA polymerazy phi29 (na zakladé
pro pouziti v béznych aplikacich izotermické amplifikace DNA, hojné dostupné védeckeé literatury):

které se provadéji pfi mirné teploté na zakladé aktivity * Silna aktivita posunu vlaken

vytésfiovani vlaken. Enzym je dodavan s optimalizovanym » 5'-3'polymerazova aktivita na DNA templatech (a na
vysoce uc¢innym pufrem. Uzivatel musi pfidat dNTP, templat a RNA templatech)

primery. Polymeraza phi29 ma silnou aktivitu vytésnovani vliaken * Silna 3' - &' (proofreading) exonukledzova aktivita

a ucinnou 5' - 3' polymerazovou aktivitu, pracuje pfi teploté degraduje nechranéné primery

priblizné 4 - 35 °C a syntetizuje DNA z malého mnoZstvi az po + Zadna 5'- 3' exonukleazova aktivita

enormni vyt&Zek az po viditeln& zvysenou viskozitu reakeni * Optimalni reakéni teplota je 30 °C

smési. Enzym nema 5' - 3' exonukledzovou aktivitu, ale ma silnou * Rozsah pracovnich teplot je 4 - 35 °C, v zavislosti na aplikaci.
3' - 5' exonukleazovou (korekturni) aktivitu a muZe degradovat * Optimaini reakeni doba zavisi na aplikaci

primery, proto se obecné doporuéuje pouzivat 3' chranéné exo- * Enzym je inaktivovéan za 10 minut pfi teploté 65 °C.
* Dokaze prodlouzit primery DNA i RNA

» Pfidani pyrofosfatazy muze reakci urychlit

rezistentni primery. Enzym Ize tepelné inaktivovat, toleruje dUTP
a vytvari DNA s tupym koncem.
PouZiti tohoto vyrobku v urcCitych aplikacich, nékteré pufrovaci pfisady
nebo urcité protokoly mohou byt pfedmétem patentu. UZivatel musi
analyzovat v8echny pfislusné licence na oznaCeni omezeného pouZiti a
muZe potiebovat licenci.

Priklad pro mnozstvi enzymu a pufru pro pfipravu 20 pl reakce:
L . L - 10X pufr phi29 1l
¢ Pokyny pro pouziti jsou pouze velmi obecné. Pfed pouzitim enzymu : = . n
100 uM Primery (napf. exo-rezistentni 1l

postupujte podle specialniho aplikacniho protokolu z dostupnych

literarnich zdrojl, analyzujte vSechny souvisejici platné licence a nahodny hexamer, zavisi na aplikaci)

patenty. Sablona DNA 1 ul (od 1 do 10 ng)
« Prijméte typicka opatfeni k zabranéni kontaminace, udrzujte stal v (variabilni, zavisi na aplikaci)

Cistoté, pouzivejte rukavice, sterilni zkumavky a filtraéni pipety. Voda pro PCR do 10 pl
¢ Zahriite paralelné kontrolu bez Sablony a pozitivni kontroly. v/ Michejte opatrné&, aby nevznikaly bubliny.

+ Reagencie rozmrazte a uchovaveijte v ledu. Pfed pouzitim je dobre

promichejte. v Umistéte do termostatu nebo gPCR pfistroje a annealujte primery:

« Provedte denaturaci / Zihani primerti zahiatim reakce na 95 °C Denaturace/vyzihani primerd 95 °C - 3-5 min
a jejim rychlym ochlazenim. Teprve poté pridejte polymerazu phi29 a Chlazeni na ledu nebo v cykléru 4°C - 2-3 min
zahajte syntézu. Pridejte 10 mM dNTP Mix (#NUMO0201) 1-2

* Reakci provadéjte pfi 30 °C. V pfipadé potfeby optimalizujte Pfidejte 10X pufr phi29 (druh& &ast) 1 pl
LCEL T EPINNREIF 29 HE IR EEL B Pfidejte barvivo 50X vhodné pro PCR (volitelné 0,4 i
templat/primer. pro qPCR).

« Doporuéena reakéni doba je 60 az 360 minut. U nékterych cilti s Pridejte vodu PCR (#WAT0110) do 19 pl
nizkym poctem kopii mize byt nutna inkubace pres noc. Pridani DNA polymerazy phi29 1l

¢ Hojny amplifikacni produkt maze zvysit viskozitu roztoku, dobfe v Promichejte a inkubuijte pro syntézu DNA pfi 30 °C po dobu 1-6
jej promichejte a v pripadé potfeby naredte pro nasledné aplikace. hodin.

v Enzym Ize inaktivovat za 10 minut pfi 65 °C.
v Reakce skladujte kratkodobé pfi +4, dlouhodobé pfi -20 °C.

POUZE PRO VYZKUM IN VITRO



