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CYCLER CHECK

Elektronické navody ke stazeni na www.bag-diagnostics.com

Test pro validaci teplotni uniformity cyklér(
Pripraveno k pouziti, prealiquotovano

7104 (10 testd)
71044 (4 testy)
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1. Popis vyrobku

CYCLER CHECK je rychld a bezpetna metoda k validaci teplotni uniformity cyklérd. Obzvlasté pri
diagnostice nukleovych kyselin je nebytné mit ovéfenu spolehlivost a pfesnost pozivanych cykléra.
Z toho plyne nutnost provadét takovyto typ testu pravidelné.

Souprava CYCLER CHECK se skladd z jedné reakéni smési, kterd je testovana ve vSech 96 pozicich
termobloku cykléru. Rekéni smés osahuje jeden par primerQ pro validaci teploty denaturace (540
bp) a druhou dvojici primerl pro kontrolu teploty annealingu (1040 bp). S témito dvéma dvojicemi
primerl lze otestovat, zda je teploty denaturace a annealingu odpovidaji nastaveni nebo zda je
realna teplota denaturace nizsi nebo teplota annealingu vyssi nez jaka by méla byt.

V pfipadé, Ze nelze dosahnout teploty denaturace (96°C), se mohou objevit faleSné negativni
vysledky, obzvlasté u sekvenci bohatych na CG, cozZ se projevuje v sekundarni strukture.

Pokud je teplota spravna a teplotni profil je uniformni, pak by mély byt patrny dva prouzky ve vSech
96 pozicich termobloku (obr. 1). Odlisné teploty pak vedou k vymizeni prouzkd bud' v jednotlivych
nebo vsech pozicich (obr. 2)

Obr. 1: Vysledky testu CYCLER CHECK | Obr. 2: Vysledky testu CYCLER CHECK
s parametry odpovidajicimi parametriim z 3.1 s teplotou denaturace nizsi o 2°C

JelikoZ testovana smés ze soupravy CYCLER CHECK odpovida podminkdam souprav BAG HISTO TYPE,
je CYCLER CHECK velmi vhodny pro optimalizaci parametr( PCR v uzivatelskych cycklérech. To je
mnohdy nutné, nebot jednotlivé cykléry jsou nezfidka nastaveny rozdilné.



2. Material

2.1 Obsah soupravy CYCLER CHECK kit

4 nebo 10 desti¢ek CYCLER CHECK, coz odpovidd 4 nebo 10 testim. Vysusené reakcni smési
na dné mikrozkumavek obsahujici dvé dvojice primer( a smés nukleotid(.

1 nebo 2 x 1,1 ml 10 x PCR-pufr

2 nebo 5 x 210 pl kontrolni DNA (60 ng/ul)

4 nebo 10 x PCR félie pro provedeni 4 nebo 10 testl
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2.2 Dopliikovy material

4 Taq Polymeraza (5 U/ul), (Happy Taq 70976 nebo jina Taq Polymerdaza validovana pro
pouziti se soupravou CYCLER CHECK kit uZivatelem)

Nepouzivejte Hot-Start polymerazu!

Pipety (0,5 — 250 pl)

Sterilni Spicky s integrovanym filtrem

* o

4  DNA cyklér (seznam validovanych cyklér( na strané 4)

Pfistroje a material pro gelovou elektroforézu

Agardza pro separaci DNA

0,5 x TBE pufr (45 mM Tris, 45 mM kyselina borita, 0,5 mM EDTA)
Ethidium bromid (EtBr)

Jednotka na gelovou elektroforézu DNA

Zdroj napéti (200-300V, 200mA)
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Pristroje pro interpretaci a dokumentaci

4 Zdroj UV zareni (220-310 nm)

4 fotoaparat (napf. systém Polaroid) s filmem (Polaroid typ 667) nebo video-systém
s termopapirem (napt. Typ KP65HM-CE)

2.3. Skladovani a stabilita

Soupravy jsou dodavany nezmrazené pri pokojové teploté. Po obdrieni skladujte veSkeré reagencie
v temnu pfi £ -20° C v zafizenich s monitorovanou teplotou. Datum expirace je uvedeno na Stitku
kazdé reagencie a je platné i pro reagencie po prvnim otevieni. Datum expirace uvedené na obalu
soupravy odpovida reagencii s nejkratsi dobou trvanlivosti. Kratce pred pouzitim nechte roztat 10 x
PCR-pufr.



3.

Provedeni testu

Vyhodnoceni a kontrola kvality byly provadény s polymerazou Happy Taq ( 70976).

3.1 Amplifikace

Napipetujte Master-Mix obsahujici 10 x PCR-pufr, roztok DNA, Tag-Polymerazu a destilovanou
vodu a peclivé vortexujte.

104 pl kontrolni DNA (60 ng/ul)
824 pul destilovana voda

104 pl 10x PCR pufr

8,3 ul Taq polymeraza (5 U/pul)

Pridejte 10 ul Master Mixu k predkapanym a vysusenym reakénim smésim do mikrozkumavek
na PCR desticce. Pevné uzaviete mikrozumavky folii. Budte pozorni, abyste se nedotkli vnitini
strany vicek (félie) a horni hrany mikrozkumavek a nedoslo tak ke kontaminaci. Pokud je pouzit
cyklér s tésné priléhajicim vikem, Ize k uzavieni pouZzit i PCR podlozky pod viko k opakovanému
pouziti. Lehce poklepte s desti¢kou, aby se rozpustil pelet na dné mikrozkumavek. Celd PCR
smés musi byt na dné mikrozkumavky. V ptipadé potieby PCR desti¢ku kratce stocte. Prekryti
reakéni smési mineralnim olejem neni u cyklérd s vyhfivanym vikem s nastavitelnou polohou
nutné!

Vlozte reakéni mikrozkumavky do cykléru a upevnéte tésné viko. Spustte PCR program.
Orientace destic¢ky v cykléru (Al vlevo nahore) je dalezita, abychom byli schopni posléze
urcit, kde kterd pozice v cykléru byla.

Parametry amplifikace:

Krok programu Teplota Cas Pocet cykl Validované cykléry
Prvni denaturace 96°C 5 Min 1 cyklus
Denaturace 96°C 20 Sec 5 ovklc PTC 100/ 200 / C1000
cykld
Annealing a extenze 68°C 1 Min Y (MJ Research/ BioRad),
Denaturace 96°C 20 Sec GeneAmp PCR-System 9600 /
Annealing 64°C 50 Sec 10 cykld 9700 (prosime, pouZijte
Extenze 72°C 45 Sec faktor ohrevu 9600), Veriti
Denaturace 96°C 20 Sec (ABI), .
Annealing 61°C 50 Sec 15 cykl{ Mast,ercycler ev|.:).Grad|en"c S
Extenze 72°C 45 Sec (prosime, pouzijte funkci
— - "simulate Mastercycler
Zavére€na extenze 72°C 5 Min 1 cyklus e
gradient”) (Eppendorf)

Tprofessional (Biometra)



Prosime, nepouzivejte hlinikové bloky (jako napf. GeneAmp PCR system 9600/9700)!

PFi pouZiti cykléri umoziujicich velmi rychlé ohfivani a chlazeni doporuc¢ujeme nastavit
pomalejsi ohfivani a chlazeni (ramp rate) (cca 2,5 °C/s).

Testy kontroly kvality byly provadény na cyklérech PTC-200, resp. C1000 (MJ Research/BioRad),
9700 (ABI) a Mastercycler epGradient S (Eppendorf) a Tprofessional (Biometra).

3.2  Gelova elektroforéza

Separace amplifikaénich produktl se provadi pomoci gelové elektroforézy na horizontalnim
agarézovém gelu. Doporuéenym pufrem pro elektroforézu je 0,5 x TBE (45 mM tris, 45 mM kyselina
borita, 0,5 mM EDTA). Koncentrace gelu by méla byt 2,0 - 2,5% agardzy. Pfed napipetovanim vzorku
nechte gel polymerizovat alesport 30 minut. Po ukonéeni amplifikace vyjméte vzorky z cykléru
a napipetujte cely reakcni objem vzorku opatrné do odpovidajici jamky v gelu. Dale pridejte 10 pl
DNA délkového standardu tak, aby bylo mozno odecist délku produktt amplifikace. Elektroforeticka
separace se provadi pfi 10-12 V/cm (napf. pfi 20cm vzdalenosti elektrod priblizné 200-240 V) po
dobu 20 - 40 minut. Po ukonceni béhu provedte barveni celého gelu v roztoku ethidiumbromidu
(EtBr) (0,5 pg/ml EtBr ve vodé nebo TBE pufru) po dobu 30 - 40 minut. Alternativni moznosti je
pridani EtBr (0,5 pg/ml) do elektroforetického pufru nebo pfimo do gelu. Pokud je to nuné, Ize
odstranit prebytecny EtBr z gelu macenim ve vodé nebo 0,5 x TBE po dobu 20-30 minut.

3.3 Dokumentace a interpretace vysledkd

K zobrazeni vysledkl prosvitte gel UV transiluminatorem (A = 220-310 nm) a vyfotografujte pomoci
vhodného pristroje, filmu a filtrG (napf. Polaroid, film typ 667 nebo video systém s termalnim
papirem KP65HM-CE). Nastavte €as a expozici tak, aby prouzky byly jasné viditelné oproti tmavsimu
pozadi.

Mozné vysledky:

e Pokud je teplota v cykléru spravna na vsech pozicich termobloku, mély by byt vidét na vSech
pozicich gelu dva prouzky (540 bp + 1040 bp).

e Pokud byla teplota denaturace pfilis nizka, bude v nékterych nebo vSech pozicich chybét prouzek
o délce 540 bp.

e Pokud byla teplota annealingu pfilis vysokd, pak zmizi z nékterych nebo ze vSech pozic nejprve
prouzek o délce 1040 bp, a pak i 540 bp.

e Pokud bude teplota annealingu pfilis nizkd, mohou se vyskytnout i dodate¢né nespecifické
prouzky.

Pokud vysledky PCR neodpovidaji poZadavkim, je vhodné preméfit termoblok elektronickym
méricim zafizenim a kontaktovat servisni pracoviste.



4. Varovani a bezpecnostni opatieni

Ethidiumbromid je silny mutagen. Pfi praci s gely nebo roztoky obsahujicimi EtBr pouZivejte
rukavice. Postupujte podle navodu a bezpecnostnich instrukci vyrobce! Transiluminator vyzaruje
velmi kratkovinné UV zareni, které mUze spadlit k(zZi a sitnici. PouZivejte ochranny UV obli¢ejovy Stit!
Likvidace vzorkl, nepouZitych reagencii a odpadu musi byt provedena ve shodé s ndarodni
legislativou a bezpecnostnimi poZadavky pfislusného pracovisté.

Bezpecnostni listy (Material Safety Data Sheets (MSDS)) jsou dostupné ke stazeni na
www.bag-diagnostics.com.

5.  Reseni probléma

Problém Moiny diivod Reseni
chybi enzym .
o e . . opakujte PCR,
zadna amplifikace, nebo je jeho koncentrace pfilis . )
i i L zménte koncentraci enzymu
délkovy standard nizka
viditelny optimalizujte amplifikaéni

Spatné amplifikaéni parametry . )
parametry, zkontrolujte cyklér

zadné nebo pouze slabé
prouzky, délkovy pfrilis slabé barveni opakujte barveni
standard neni vidét

) I pfilis dlouha doba barveni, macejte gel ve vodé nebo v TBE,
pozadi gelu sviti pfilis . i . N ) .
prilis vysoka koncentrace barviciho |snizte koncentraci barviciho

silné
roztoku roztoku
L R | snizte napéti
elektroforeticky pufr je pfilis horky, .
, v . , L, pouzijte 0,5 x TBE pufr
rozmazané prouzky Spatny elektroforeticky pufr,

, Y ) , pouZzivejte jen zcela
gel neni dobfe polymerizovany

polymerizovany gel




6. Vysvétlivky symboll na etiketach
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Navod k poutiti v jinych jazycich nalezneta na:

http://www.bag-diagnostics.com,

info@bag-diagnostics.com

nebo telefonu: +49 (0)6404-925-125

Navody v ¢j vyZadejte na BAG Diagnostics GmbH, Na Hlinach 555/17,182 00 Praha 8
Tel.: +420 286 840 508, Fax: +420 286 840 510, E-mail: info@bag-diagnostics.cz, www.bag-diagnostics.cz

BAG Diagnostics GmbH
Amtsgerichtsstrae 1-5
35423 Lich/Germany
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Tel.: +49(0)6404/925-0
Fax: +49(0)6404/925-250

Ordering:

Tel.: +49(0) 6404 /925-450
Fax: +49(0) 6404 /925-460
order@bag-diagnostics.com

www.bag- diagnostics.com
info@bag- diagnostics.com

Customer Service:

Tel.: +49(0)6404/925-125
Fax: +49(0) 6404 /925-421
service@bag- diagnostics.com
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