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EliZyme™ Lyo OneS Super Probe Kit

Skladovani:

Produkt je urcen pouze pro Skladujte pri -20 °C a vyhnéte se dlouhotrvajicimu vystavovani svételnému

védecké ucely, nikoliv pro zareni. Pfi dodrzeni téchto skladovacich podminek si kity pIné udrzi svou aktivitu,

diagnostické procedury.

dokud neubéhne expiracni doba uvedena na kitu. Nevystavujte mix castym

zménam teploty a omezte manipulaci s nim pri pokojové teploté na dobu
nezbytné nutnou.

Popis produktu

EliZzyme™ Lyo OneS Super Probe Kit je specidlné navrzen pro pfesnou a spolehlivou detekci RNA
sekvenci pomoci RT-gPCR se sondami, coz z néj Cini idealni volbu pro vyvoj lyofilizovanych
diagnostickych testl. 4X koncentrovany mix bez glycerolu obsahuje HS Taq polymerazu, dNTP,
MgCl, a kombinaci pomocnych latek, které zajistuji spolehlivou lyofilizaci pti zachovani veskeré
aktivity. Souprava je vhodnd pro lyofilizaci do kulicek nebo kolacu. EliZzyme™ qPCR Probe mixy jsou
kompatibilni se vSemi sondami, jako jsou TagMan®, Scorpions® a molekularni majaky.

Souprava obsahuje EliZyme™ Reverzni transkriptazu, kterd je dodavana samostatné ve vysoce
koncentrovaném formatu (3200X). Tato modifikovanda MMLV reverzni transkriptdaza je
termostabilni, robustni a navrzend pro zvySeni rychlosti a vytéZnosti syntézy cDNA s presnym
zastoupenim transkriptu, coZ umoznuje rychlou a i¢innou reverzni transkripci az do 55 °C.

Kit je optimalizovan pro lyofilizaci, ¢imZ poskytuje vyhody, jako je skladovani pti pokojové teploté,
prodlouzend doba pouzZitelnosti a vétsi flexibilita v objemu vzorku. Souprava po lyofilizaci poskytuje
stejné presné a spolehlivé vysledky jako standardni EliZyme™ OneS Super Probe Kit.

Obsah
Kat. cislo Obsah baleni Velikost baleni
EliZyme™ Lyo OneS EZ2010 5x1 ml mix + 1x6.25 pl 3200x RTase 1000 rxns
Super Probe Kit EZ2050 5x5 ml mix + 1x31.25 pl 3200x RTase 5000 rxns
EZ2014 10x7 ml mix + 1x87.5 ul 3200x RTase 14000 rxns
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Postup lyofilizace

1. Pred zahdjenim lyofilizace rozmrazte a kratce promichejte zkumavku nebo lahvicku s mixem 4X
Elizyme™ Lyo SP.

2. Pridejte 1,25 pl 3200X RTazy na kazdy ml mixu EliZzyme™ Lyo SP. Roztok RTazy je viskdzni,
dbejte proto na presnost.

3. Kratce promichejte, aby se komponenty propojily. Nyni je 4X EliZyme™ Lyo OneS SP Mix
pripraven k pouziti. Mix Ize skladovat az 3 dny pfi 4 °C. V pfipadé potreby Ize pfipravit i mensi
mnoZstvi mixu 4X EliZyme™ Lyo OneS SP a zbyvajici komponenty (4X EliZzyme™ Lyo SP Mix a
3200X RTaza) znovu uskladnit pfi teploté -20 °C.

4. Pridejte primery a sondy do mixu 4X EliZyme™ Lyo OneS SP a poté spustte cyklus lyofilizace.
Doporucujeme naredit smés s vySe uvedenymi slozkami a vodou na 1x nebo 2x, aby se usnadnil
proces lyofilizace. Smés ma nasledujici kritické teploty: teplota pocatku kolapsu (Tc), kdy smés
zaCina ztracet své plvodni fyzikalni vlastnosti: -35,1 °C, teplota pocatku skelného prechodu
(Tg:) 68,9°C, stfedni bod Tg: 75,1°C a koncovy bod Tg: 81.3°C.

Nasledujici podminky byly testovany ve sklenénych 2ml zkumavkach obsahujicich 500 pl EliZyme™
Lyo OneS SP mixu. Pti pouZiti standardnich PCR zkumavek a desti¢ek bude zapotiebi kratsi doba
suSeni. V zavislosti na lyofiliza¢nim pfistroji mGzZe byt nutnd dalsi optimalizace.

Zmrazeni - +2to +6 N/A Atmosféricky Naneseni
1 +5 10 Atmosféricky Inkubace
2 -50 110 Atmosféricky Ramp (0.5 °C/min)
3 -50 180 Atmosféricky Inkubace
Faze 4 -45 10 30 Ramp (0.5 °C/min)
primarniho 5 -45 5400 30 Inkubace
suseni
Faze 6 +20 130 30 Ramp (0.5 °C/min)
sekundarniho 7 +20 600 30 Inkubace
suseni
- +20 N/A Polovi¢ni Odvétrani pomoci
Konec cyklu atmosféricky \\P3
- +20 N/A Polovicni Uzavreni
atmosféricky
- +20 N/A Atmosféricky Zavzdusnéni
Primery

Primery by mély mit teplotu tani okolo 60 °C. Cim krat3i je délka amplikonu, tim rychlejsi jsou
jednotlivé cykly. Doporucena délka amplikonu je mezi 80 bp az 200 bp. Délka amplikonu by neméla
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prekroCit 400 bp. U TagMan® sondy zvolte sondu blizko 5' primeru, vyhnéte se koncovym

guanosinovym zbytk{m.

Nastaveni reakce

Pro otestovani mixu (ziskaného po 3. kroku lyofilizace) si pripravte mastermix dle nasledujici

tabulky. Doporucujeme pripravit také kontrolni zkumavku bez RTazy.

4x EliZyme™ Lyo OneS SP Mix 5 pl 1x
Forward primer (10 uM) 0.8 ul 400 nM
Reverse primer (10 uM) 0.8 ul 400 nM
Probe (10 uM) 0.4 ul 200 nM
Templatova RNA 1 pg — 1 pg celkové RNA, > 0.01 pg mRNA, 10 Variabilni*
to 1x108 kopii virové RNA

PCR voda Doplnit do 20 ul

* Pridanim 2 az 5 ul vzorku se zvysi presnost reakce.

PCR protokol
Reverzni transkripce 55°C 5-20 min* 1
Aktivace polymerazy 95 °C 3 min 1
Denat 95 °C 15

ena u.race i s 40-50

Annealing/Extenze 55-65 °C 30s

Melt curve analysis**

* 5-10 minut pro singleplex, 10-20 minut pro multiplex.

** Volitelné, pouze pro hybridizacni sondy.

Viyrobce:
ELISABETH PHARMACON, spol. s r. o.
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LOT| Cislo 3arze

g Datum expirace

{
ul

N/

Skladovaci podminky (teplotni limity)

Vyrobce

Pocet reakci v baleni
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