NEXHIFI
Kit enzimatico para PCR de alta fidelidade

Quantidade 100 U; Concentracédo 2 U/uL; Codigo do produto: EB1-17

\NexVitro

Validade 12 meses ap6s a abertura ou 0
méaximo de acordo com o0 COA.
Temperatura de transporte: -20 °C a 10 °C.
Temperatura de armazenamento: -20 °C.

Descricgéo do produto

A NEX HIFI é uma DNA polimerase de
Pyrococcus sp., com atividade otimizada e
alta fidelidade, oferecendo alta performance
em PCR e outras aplicacBes, apenas nao
sendo indicado para PCR em tempo realcom
sondas, devido sua atividade de exonuclease.
A NEX HIFI é capaz de gerar grandes
transcritos em velocidades superiores as
Taqs/DNA polimerases tradicionais mesmo
com o uso de moldes de dificil amplificag&o.
A enzima possui atividade de DNA
polimerase 5°—3” eatividade de exonuclease
gerando blunt ends/extremidades cegas na
posicao 3°—5’.

e o
Diretrizes para o uso da NEX HIFI
Componente Volume (uL) Cor
NEX HIFI 50 Azul
Tampao HF 5X 1800 Vermelho
H20 1800 Branco
MgCl250 mM 1800 Verde
DMSO 200 Amarelo

Condicoes de reacdo basicas para PCR
Descongele todos os componentes necessarios
para a reacdo, com excecdo da enzima, que
deve ser mantida em gelo e de preferéncia ser
retirada do estogque apenas no momento de sua
utilizag&o. E possivel que ocorra a formagéo de
precipitado  nos tubos de  tampdo.
Cuidadosamente misture e centrifugue 0s
tubos antes de abri-los. As reaces de PCR
devem ser preparadas preferencialmente em
gelo. A NEX HIFI é viscosa e, portanto,
deve ser pipetada cuidadosamente. De
preferéncia, adicione a enzima por Gltimo na
montagem das reacGes. Para garantir a
atividade da enzima utilize o tampéo fornecido
ou outro tampdo para enzimas de alta
fidelidade (veja as notas sobre 0s componentes
reacionais a seguir).

Tabela 2. Protocolo para montagem da
reacao

Componente Volume | Volume CfJnc.
50 ul 20 ul final
Tamgf(o HE 1o 4l 1X
dNTP 10 mM 1pl 0,4 ul 200 uM
Primer F X pl X pl 0,5 uM
Primer R X pl X pl 0,5uM
DNA molde yul y ul
DMSO** 1,5 pl 0,6 ul 3%
NEX HIFI 0,5 ul 0,2 ul 0,02 U/ul
para para
H20 50 pl 20l

* A concentragdo final de 0,5 pM de primers
pode variar entre 0,2 € 1,0 UM, se necessario;
** A adicdo de DMSO ¢ opcional.

Notas sobre componentes reacionais

Enzima

A NEX HIFI DNA polimerase € fornecida a

2 U/uL. A quantidade 6tima de enzima
depende da quantidade da fita molde e o
comprimento do  produto de PCR.
Normalmente, uma unidade (1U) de DNA
polimerase por 50 pL de volume de reagdo
apresenta bons resultados, mas as quantidades
6timas podem variar de 0,5 a 2 U por reagdo
dependendo do comprimento do fragmento
amplificado e dificuldade de amplificagdo da
amostra em particular. Ndo exceda 2 U/50 pL
(0,04 U/uL), especialmente para produtos de
amplificacdo menores que 5 kb.

Tampdes

A NexVitro Biologcs fornece junto com a NEX
HIFI um tampéo testado para suas aplicagdes
mais comuns, contendo magnésio em
concentragdo de 7,5 mM, necessario para uma
boa amplificacdo. O tampéo HF assegura a alta
fidelidade.

Aditivos de PCR

A concentracdo de Mg?* € critica, uma vez que
a NEX HIFI é uma enzima dependente de
magnésio. Por outro lado, seu excesso
estabiliza a dupla fita de DNA e impede sua



desnaturagdo completa, podendo também
diminuir a especificidade da reacdo. Em geral,
a concentracdo 6tima de Mg?*é de 0,5a 2 mM
sobre a concentracdo total de NTP para PCRs
convencionais. Geralmente tampdes para DNA
polimerase de alta fidelidade ja
possuem magnésio, mas ele pode ser
suplementado para otimizacgdo da reacao.

A adicdo de DMSO ajuda na desnaturacdo de
fitas de DNA com alta propor¢éo de GC, sendo
recomendada para estes casos. Ela deve ser
evitada para moldes com GC% muito baixo ou
amplificagGes maiores que 20 kb.

Molde de DNA

Recomendamos o uso de 40 a 80 ng/50 pL
reacdo de DNA de baixa complexidade (como
plasmideos, DNA lambda ou BAC) e 100 a 250
ng/50 pL reacdo de DNA gendmico de alta
complexidade.

Condigoes dos ciclos
As condigdes Otimas podem diferir do

protocolo padréo.

Tabela 3. Programacéo do termociclador

Etapas Temperatura Tempo
Desnaturacao 98 °C 30s
inicial
Desnaturagéo 98°C 5a10s
Anelamento 2a
dos primers xeC 10a30s | 35
ciclos
Extensdo 72°C 30 s/kb
EXICNHO 72°C 510 min
Término 4°C

Alinhamento dos primers

Para que os primers utilizados se alinhem
corretamente no DNA molde, uma temperatura
condizente com as caracteristicas dos mesmos
deve ser utilizada. Uma temperatura muito alta
resultara em pouca ou nenhuma amplificagéo e

uma temperatura  muito  baixa em
inespecificidade no anelamento.

Extenséo

O tempo de extensdo depende principalmente
do comprimento do fragmento a ser
amplificado. A enzima NEX HIFI é capaz de

amplificar 1L kb em 30s.
Resolucéo de problemas

Nenhum produto de PCR ou baixo

rendimento

e Use mais DNA molde e certifique-se de
gue nao esteja degradado;

e Aumente o nimero de ciclos, prolongue o
tempo de extensdo e otimize a temperatura
de anelamento dos primers;

e Use dNTP de alta qualidade e ndo use
misturas de dNTP que contenham dUTP;
Adicione DMSO e MgCl; na rea¢éo;
Verifique o estado dos primers e se 0s
mesmos nao formam dimeros ou hairpins;

e Otimize a concentragdo de enzima e tente
utilizar um tampao HF ou GC alternativo.

Produtos néo especificos

e Use menos DNA molde e certifique-se de
que ndo esta contaminado;

e Aumente a temperatura de anelamento dos
primers, encurte o tempo de extensdo e
reduza o nimero de ciclos;

e Verifique o desenho dos primers e se 0s
mesmos ndo anelam em outros locais do
molde;

e Reduza a concentracdo de enzima e de
primers e otimize a concentracdo de Mg?*.

Especificagdes
Tampdao de armazenamento: Tris-HCI;
EDTA; NP-40; Tween20; DTT; glicerol.

H.O: a é&gua fornecida pela ECRA biotec é
tratada para uso adequado em biologia
molecular.

Definicdo de unidade: Uma unidade é
definida como a quantidade de enzima que ird
incorporar, a 72 °C, 10 nmol de dNTP em 30
min sob as condicBes de ensaio estabelecidas.
O ensaio foi realizado através de comparacao

com DNA polimerases de atividade ja
mensurada.
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Garantia

A NexVitro Biologics garante que seus
produtos atendem as especificagOes indicadas
na secdo de dados técnicos. Substituiremos os
produtos gratuitamente se nao estiverem
conforme as especificacfes. Esta substituicdo
deve ser feitadentro do prazo de 60 dias ap0s o
recebimento.  Em consideragédo aos
compromissos acima referidos pela NexVitro
Biologics, o comprador concorda e aceita as
seguintes condicdes:

e Que esta garantia substitui todas as outras
garantias, expressas ou implicitas;

e Que Unico recurso do comprador sera para
obter a substituicdo do produto de forma
gratuita.

Uso para a pesquisa
Estes produtos se destinam a fins de pesquisa
por pessoas qualificadas.

Aviso aos usuarios

E de responsabilidade do usuario utilizar os
produtos da NexVitro Biologics para
determinar por si proprio a adequacdo de
qualquer material e/ou procedimento para uma
finalidade especifica e que adote as precaucgdes
de seguranca que possam ser necessarias.
NEX HIFI é uma marca comercial da NexVitro
Biologcs.
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