Fir den allgemeinen Laborgebrauch.

Human tPA Control Primer Set

(Fir die Amplification von 4.8, 9.3 und 15 kB
tPA Fragmenten aus Human-DNA mittels Expand
Long Template PCR System)

Best. Nr. 1 691 104
(3 x 25 Reaktionen)
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Stabil bei —15 bis -25° C
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Die tPA Primer sind synthetische Oligonucleotide. Sie
werden fir die sequenzabhéngige Amplifikation von
humanen tPA Sequenzen (1) aus genomischer DNA
mittels Polymerase-Ketten-Reaktion verwendet.

200 ng/pl oder 18 pmol/pul, geldst in bidest. Wasser.

Die Primer sollten bei — 15 bis —25° C gelagert werden.

Gehalt aus Kapillar-Elektrophorese (Fldchen in %)
>90%. Die Primer werden im Funktionstest (Expand"
Long Template PCR System) getestet.

1. tPA forward 7
5' Primer Nr. 7,200 ng/pl (50 wl) fiir 50 Reaktionen
Sequenz: ,5'-GGA AGT ACA GCT CAG AGT TCT
GCA GCA CCC CTG C-3'

2. tPA reverse 10
3' Primer Nr. 10, 200 ng/p.l (25 wl) fur 25 Reaktionen
Sequenz: 5'-GAT GCG AAA CTG AGG CTG GCT GTA
CTG TCT C-3'

3. tPA reverse 14
3' Primer Nr. 14, 200 ng/pl (25 wl) fur 25 Reaktionen
Sequenz: 5'-CAA AGT CAT GCG GCC ATC GTT CAG
ACA CAC C-3'

4. tPA forward 1
5' Primer Nr. 1, 200 ng/pl (25 pl) fur 25 Reaktionen
Sequenz: 5'-CCT TCA CTG TCT GCC TAA CTC CTT
CGT GTG TTC C-3'

5. tPA reverse 2
3' Primer Nr. 2, 200 ng/pl (25 pl) fur 25 Reaktionen
Sequenz: 5'-ACT GTG CTT CCT GAC CCA TGG CAG
AAG CGC CTT C-3'

Expand Long Template PCR System, Best. Nr. 1 681 834
(100 Einheiten) und 1 681 842 (500 Einheiten),

Human Genomic DNA, Best. Nr. 1 691 112 (100 p.g)
Expand High Fidelity PCR System, Best. Nr. 1732 641
(100 Einheiten), Best. Nr. 1 732 650 (500 Einheiten)

Die Primer werden fiir die Amplifikation von langen
PCR Fragmenten aus humaner, genomischer DNA in
Kombination mit dem Expand Long Template PCR
System Produkt verwendet. Die Primer-Konzentration
fur die Amplifikation der tPA-Fragmente betragt

300 nM (1 wl Primer in 50 pl Reaktionsvolumen).

Ein detailliertes Protokoll fiir die Amplifikation in der
Polymerase-Ketten-Reaktion findet sich im Expand
Long Template PCR System von Roche Molecular
Biochemicals. Besonders bei der 15 kb Amplifikation
héngt der Erfolg der PCR von der Qualitat der
verwendeten Target-DNA ab. Deshalb empfehlen wir,
zur Kontrolle ein getestetes Template wie Human
Genomic DNA (Best. Nr. 1 691 112) von Roche
Molecular Biochemicals zu verwenden.

Linge des forward primer |reverse primer annealing
PCR Produktes |5Position im Gen |5 Position im Gen |Temperatur
4,8 kb tPA forward 7 tPA reverse 10 65° C
(26 055) (30 850)
9,3 kb tPA forward 7 tPA reverse 14 65° C
(26 055) (35388)
15 kb tPA forward 1 tPA reverse 2 62°C
(8301) (23 417)
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