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Silver Hot Start DNA Polymerase
Silver Hot Start DNA Polymerase PLUS
Silver Hot Start PCR MIX

Silver Hot Start PCR MIX LOAD

Zawarto$¢ opakowania i warunki przechowywania

Silver Hot Start DNA SYs550411 SY550412
Polymerase

Silver Hot Start (5 U/ul) soo U 1000 U
10x Bufor Silver Hot Start 2x1,2ml 4x1,2ml
25 mM MgCl, 2x1,2ml 4x1,2ml

Silver Hot Start DNA SY550411P  SY550412P

Polymerase PLUS

Silver Hot Start (5 U/ul) soo U 1000 U
10x Bufor Silver Hot Start 2x1,2ml 4x1,2ml
25 mM MgCl, 2x1,2ml 4x1,2ml
10 mM dNTP Mix 1ml 1ml
Silver Hot Start PCR MIX SY550431
5 x Silver Hot Start MIX 250 rx 1ml
Silver Hot Start PCR MIX LOAD SY550441
5x Silver Hot Start MIX LOAD 250 rx 1ml

Transport produktéw Silver Hot Start przebiega w
temperaturze  pokojowej, a  przechowywanie w
temperaturze -20°C

Opis komponentéw

Silver Hot Start DNA Polymerase to rekombinowana
termostabilna polimeraza Tagq o masie czgsteczkowej 95
kDa pochodzaca z Thermus aquaticus, syntetyzowana
w E.coli.1U enzymu katalizuje przytaczenie 10 nmoli dNTP
do powstajacej nici DNA w kierunku od 5" do 3" w czasie 30
minut w temperaturze 74°C. Enzym posiada dodatkowo
zalezng od polimeryzacji aktywnos$¢ egzonukleazowg
w kierunku od 5 do 3, brak jest natomiast aktywnosci
egzonukleazowej w kierunku od 3' do 5'. Silver Hot Start
DNA Polymerase dodaje do amplifikowanych fragmentéw
zakonczenie poli-A, dzieki czemu nadaja sie one do
bezposredniego klonowania TA lub oczyszczania opartego
o sondy oligo-dT. Enzym utrzymuje forme ptynng
w temperaturze -20°C dzieki buforowi do przechowywania
zawierajacemu 50% glicerol, Tris-HCI, KCl i EDTA.

Polimeraza Silver Hot Start jest inaktywowana poprzez
unikalng modyfikacje chemiczng miejsca aktywnego,
dzieki czemu wykazuje catkowity nieaktywnos¢ w
temperaturze pokojowej przed procesem standardowej
aktywadji termicznej. Do inaktywacji polimerazy nie sg
stosowane kapsutki woskowe ani przeciwciata. Aktywacja
enzymu nastepuje poprzez inkubacje w temperaturze 95°C
przez 15 minut przed pierwszym cyklem. Okres
potowicznej utraty aktywnosci w temperaturze 95°C
wynosi1,5h.

Bufor reakcyjny Silver tworzy idealne §rodowisko pracy
polimerazy. Jego unikalna kompozycja zostata oparta na

Tris-HCl oraz (NH,).SO., co optymalizuje przebieg reakgji i
znacznie zwieksza specyficznosé amplifikacji.
Wspotczynnik wystepowania btedéw wynosi ponizej 2,5 x
10” na nukleotyd na cykl. Bufor reakcyjny Silver nie zawiera
magnezu, dzieki czemu mozna go fatwo zastgpi¢ np.
manganem. 25 mM MgCl, dostarczany jest w osobnej
probéwce.

Zestaw Silver Hot Start DNA Polymerase PLUS zawiera
dodatkowa probéwke z gotowym do uzycia miksem dNTP
w stezeniu10 mM.

Silver Hot Start PCR MIX to gotowa do uzycia 5-krotnie
stezona mieszanina reakcyjna zawierajgca polimeraze
Silver Hot Start oraz wszystkie niezbedne sktadniki reakdji
w optymalnych stezeniach, poza primerami i matrycg. W
sktad miksu poza polimeraza wchodzi bufor reakcyjny
Silver, MgCl, w ostatecznym stezeniu 2,5 mM, mieszanina
dNTP w ostatecznym stezeniu 200 uM kazdy, BSA.

Silver Hot Start PCR MIX LOAD to gotowa do uzycia 5-
krotnie stezona mieszanina reakcyjna zawierajaca
polimeraze Silver Hot Start oraz wszystkie niezbedne
sktadniki  reakcji w optymalnych stezeniach, poza
primerami i matrycg. W sktad miksu poza polimerazg
wchodzi bufor reakcyjny Silver, MgCl, w ostatecznym
stezeniu 2,5 mM, mieszanina dNTP w ostatecznym
stezeniu 200 uM kazdy, BSA, obcigznik utatwiajacy
naktadanie prébek na zel oraz dwa barwniki migrujgce w
zelu — niebieski przy ok. 4 kb i Zétty przy ok. 40 bp
(migracja barwnikéw uzalezniona jest od stezenia
agarozy). Prébki po reakci PCR nalezy nakfadaé
bezposrednio na zel agarozowy, bez dodatkowego buforu
obcigznikowego.

Procedura

Silver Hot Start DNA Polymerase
Silver Hot Start DNA Polymerase PLUS

Wszystkie kroki procedury zaleca sie wykonywaé na
mokrym lodzie, jakkolwiek nie jest to bezwzglednie
wymagane.

1. Wszystkie sktadniki nalezy catkowicie rozmrozié,
zworteksowad i zwirowac.

2. Przygotowaé mastermiks reakcyjny  zawierajacy
wszystkie sktadniki podane w ponizszej tabeli poza
matrycowym DNA.

Mastermiks nalezy przygotowac w ilosci n+1, czyli 01
wiekszej, niz potrzeba na planowang ilos¢ prébek.

Sktadnik mastermiksu llosé¢ Stezenie

na1reakcje w reakgji
Silver Hot Start (5 U/ul) o,2ul U
10x Bufor Silver Hot Start 2ul X
25 mM MgCl, 1,2-2ul  1,5-2,5mM
10 MM dNTP Mix 0,4 ul 200 UM
10 UM Primer F 0,2-0,6ul  0,1-0,3uM
10 UM Primer R 0,2-0,6ul  0,1-0,3uM
Matrycowe DNA <200ng  <1ong/ul
Woda do PCR dopetni¢do 20 ul -
Objetosé reakgji 20 ul -
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3. Wymieszac mastermiks przez wielokrotne
pipetowanie catej objetosci lub worteksowanie.
Rozpipetowac mastermiks do probéwek reakcyjnych.

5. Doda¢ matrycowe DNA do kazdej probdéwki i

wymieszac pipetujac.
Jesli DNA pochodzi bezposrednio z innej reakdji
enzymatycznej, nie nalezy przekracza¢ 15% objetosci
reakcji, z powodu potencjalnego konfliktu buforéw
reakcyjnych.

6. Umiesci¢ szczelnie zamkniete probowki reakcyjne w
termocyklerze i nastawi¢ reakcje typu hot start z 15-
minutowg aktywacjg w 95°C. Zalecane warunki reakgji
prezentuje ponizsza tabela

Krok cyklu Temp. Czas Koment.
Aktywacja enzymu i 95°C 15 min.

wstepna denaturacja

Denaturacja 95°C  30-60 sek.

Annealing 50-68°C  30-60sek. 25-35cyKkli
Elongacja 72°C 1-4 min.

Koricowa elongacja 72°C 5-10 min.
Schtodzenie 4-10°C o

7. W termocyklerze wigczyé pokrywe grzejng na
temperature >95°C. W termocyklerach
nieposiadajacych pokrywy grzejnej prébki nalezy
pokry¢ olejem mineralnym.

Silver Hot Start PCR MIX
Silver Hot Start PCR MIX LOAD

Wszystkie kroki procedury zaleca sie wykonywaé na
mokrym lodzie, jakkolwiek nie jest to bezwzglednie
wymagane.

1. Miks nalezy catkowicie rozmrozi¢, zworteksowac i
zwirowacd.

2. Przygotowaé mastermiks reakcyjny zawierajacy
wszystkie sktadniki podane w ponizszej tabeli poza
matrycowym DNA. Miks nalezy przygotowaé w ilosci
n+1, czyli 0 1 wiekszej, niz potrzeba na planowang ilos¢

prébek.

Sktadnik mastermiksu llosé Stezenie
na1reakcje w reakcji

5 x Silver Hot Start 4 ul 1X

PCR MIX

10 UM Primer F 0,2-0,6 ul  0,1-0,3uM

10 UM Primer R 0,2-0,6ul  0,-0,3uM

Matrycowe DNA <200ng  <10ng/ul

Woda do PCR dopetni¢ do 20 ul -

Objetos¢ reakdji 20 ul -

3. Wymieszac mastermiks przez wielokrotne
pipetowanie catej objetosci lub worteksowanie.
Rozpipetowac mastermiks do probéwek reakcyjnych.

5. Dodaé¢ matrycowe DNA do kazdej proboéwki i

wymieszac pipetujac.
Jesli DNA pochodzi bezposrednio z innej reakdji
enzymatycznej, nie nalezy przekracza¢ 15% objetosci
reakcji, z powodu potencjalnego konfliktu buforéw
reakcyjnych.

6. Umiesci¢ szczelnie zamkniete probowki reakcyjne w
termocyklerze i nastawi¢ reakcje typu hot start z 15-

minutowg aktywacjg w 95°C. Zalecane warunki reakgji
prezentuje ponizsza tabela.

Krok cyklu Temp. Czas Koment.
Aktywacja enzymu i 95°C 15 min.
wstepna denaturacja

Denaturacja 95°C  10-20sek.

Annealing 50-68°C  30-60sek. 25-35cykli
Elongacja 72°C  20s.-4min.
Koncowa elongacja 72°C 5-10 min.

Schtodzenie 4-10°C o

7. W termocyklerze wiaczy¢ pokrywe grzejna na
temperature >95°C. W termocyklerach
nieposiadajacych pokrywy grzejnej probki nalezy
pokryé olejem mineralnym.

Dalsze procedury

Probki po reakcji mozna przechowywaé do 8h w
temperaturze +4°C (wliczajgc w ten okres czas inkubacji w
temp. 4-10°C w termocyklerze) lub zamrozi¢ w -20°C w
celu dtuzszego przechowywania.

W celu analizy elektroforetycznej prébki po reakgji nalezy
obcigzyé poprzez wymieszanie z koncentratem buforu
obcigznikowego (np. 6x Syngen Blue Loading Dye
SY521051, 6x Syngen Orange Lloading Dye SY521061)
i naktada¢ na zel agarozowy. [Nie dotyczy Silver Hot Start
PCR MIX LOAD]

Do izolagi prazkéw z zelu agarozowego mozna
zastosowac zestawy kolumienkowe (np. Syngen Gel Mini
Kit SY201210, Syngen Cel ME Mini Kit SY201410).

Produkty PCR nadajg sie do bezposredniego oczyszczania
przy pomocy zestawow kolumienkowych (np. Syngen PCR
Mini Kit, SY 101110, Syngen PCR ME Mini Kit SY201310) oraz
poprzez rozdziat w agarozie low melting (np. Syngen Low
Melting Agarose SY521013). [Nie dotyczy Silver Hot Start
PCR MIX LOAD]

Producent
Syngen Biotech Sp.zo.0. Sp. k.
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