Taq DNA Polymerase

(Thermus aquaticus)

Artikel Nr. GroRe
E2700-01 200 Einheiten
E2700-04 500 Einheiten
E2700-02 1000 Einheiten
E2700-03 5000 Einheiten

Definition der Einheit: Eine Einheit ist die Menge des
Enzyms, die erforderlich ist, um 10 nmol
Deoxyribonukleotide in 30 Minuten bei 74°C in die
saureunldsliche  Form  zu  Uberflhren.  Die
Reaktionsbedingungen fir die Bestimmung der
Einheiten sind: 50 mM Tris-HCI (pH 9.0 bei 25°C), 50
mM NaCl, 5 mM MgClz, 200 uM jeweils von dATP,
dCTP, dGTP, dTTP (ein Gemisch aus unmarkiertem
und [*H]- markiertem dTTP), 10 ug aktivierte Kalb-
Thymus-DNA und 0.1 mg/ml BSA in einem
Endvolumen von 50 pl.

Lagerbedingungen:
Lagerung bei -20°C

KB
Ml 1117 2537 53 6.8 9312 15

PCR Amplifikation unter Verwendung von EURx
Perpetual Tag DNA-Polymerase. Spur M:
Molekularer GréRenmarker EURx Perfect™ 1-kb-
Leiter (E3130-02). Spuren: 0.8 bis 9.3 kb: PCR-
Amplifikation unter Verwendung von Puffer B mit
0.2 mM dNTPs und 1,25 U EURx Perpetual Tag DNA
Polymerase in einem Reaktionsvolumen von 50 pl.

Um eine vollstandige Denaturierung des
Antikérpers nach  Durchlaufen der ersten
Temperaturrampe zu gewahrleisten, wird
empfohlen, zu Beginn der PCR-Reaktion einen
initialen Denaturierungsschritt fir 3-5 Minuten bei
95° C einzufiigen.

Pecpebtual Tag DNA Polymerase

PCR System mit monoklonalem Antikécper fUr aukomatisierten ‘Hot Starck”

robokLon

Thermostabile 7ag DNA-Polymerase, vorkomplexiert mit einem spezifischen monoklonalen anti-
Tag Antikérper fir automatische "hot start” PCR. Das "hot start" PCR System besitzt im Vergleich
zu unmodifizierter 7ag DNA Polymerase eine stark erhohte Amplifikationsspezifitat, Sensitivitat
und Ausbeute.

Beschreibung:

- Die ultrareine, rekombinante 7ag DNA-Polymerase ist reversibel mit einem monoklonalen anti- 7ag
Antikérper komplexiert, der die Replikationsaktivitat des Enzyms bei moderaten Temperaturen
blockiert.

- Der sorgfaltig ausgewahlte anti- 7ag Antikérper hat eine hohe thermische Stabilitat. Er schiitzt
vor unspezifischer Primerextension wahrend der ersten PCR-Zyklen, insbesondere bei der
ersten Temperaturrampe von Raumtemperatur auf 70°C.

- Die zunachst durch den monoklonalen Antikorper blockierte DNA Polymerase-Aktivitat wird
wahrend des einleitenden Denaturierungsschrittes wieder hergestellt. Hierzu muss der
Reaktionsmix fur zwei Minuten auf 94-95°C erhitzt werden.

- Die Notwendigkeit zum Offnen von ReaktionsgefaRen nach erfolgter erster Denaturierung bei
95°C zum nachtréaglichen Zufligen von Tag DNA-Polymerase entfallt. Hierdurch sinkt das Risiko
von Kreuzkontaminationen und unterstitzt somit eine sichere Laborpraxis.

- Die Bildung von Komplexen zwischen der 7ag DNA-Polymerase und einem antiTag Antikérper
blockiert die Restaktivitat der Polymerase bei Raumtemperatur und ermdglicht das bequeme
Zusammenpipettieren von PCR - Reaktionen bei Raumtemperatur.

Die hohe Stabilitat der Komplexe flihrt zu einer enormen Zunahme im Hinblick auf PCR-Spezifitat
Ausbeute und Empfindlichkeit im Vergleich mit herkémmlichen PCR-Reaktionen.

Die automatische "Hot Start" PCR ist eine schnelle, glnstige und reproduzierbare Methode und
vereinfacht den Ansatz einer hohen Zahl von PCR Reaktionen.

Sowohl die erhohte Sperzifitat als auch die Reduktion an fehlerhaftem Priming (mispriming)
verbessern die Qualitdt der Multiplex-PCR.

Katalysiert die Polymerisation von Nukleotiden zu Duplex-DNA in 5'>3" Richtung bei Anwesenheit
von Magnesiumionen.

Besitzt 5'>3' Exonuklease-Tatigkeit.
Besitzt keine 3'>5' Exonuklease Aktivitat.

Fugt ein Uberhangendes A am 3'-Ende an (betrifft etwa 5% der Amplikons).
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Perpetual 7ag DNA-Polymerase wird zum Einsatz in PCR- und Primer-Extensionsreaktionen
(primer extension) bei hohen Reaktionstemperaturen empfohlen. Mit diesem Enzym kénnen DNA-
Produkte einer Lange bis zu 10 kb erhalten werden.

Lagerungspuffer (Storage Buffer) und
Verdiinnungspuffer (Dilution Buffer):

20 mM Tris-HCI (pH 8.0 bei 22°C), 100 mM KCl, 0.5 % Tween20, 0.5 % Igepal CA-630, 0.1 mM EDTA, 1
mM Dithithreitol, 50% [v/v]1 Glyzerin.

10 x Reaktionspuffer (Reaction Buffer):

10 x Pol Buffer A (Optimierungspuffer ohne MgCl.):
Dieser Puffer enthélt kein MgCl. und erlaubt die Optimierung der MgCl. - Konzentration.

10 x Pol Buffer B (generelle Anwendung, bis zu 10 kb):
Der Puffer enthalt 15 mM MgCl. und ist fir den Gebrauch mit 0.1 - 0.2 mM je dNTP optimiert.

10 x Pol Buffer C (violett gefarbt):

Dieser Puffer entspricht in der Zusammensetzung dem Puffer B, er ist aber zuséatzlich mit zwei
Farbstoffen und einer Gel-Schwereldsung angereichert. Mit diesem Puffer kdnnen Aliquots der PCR-
Reaktion direkt auf ein Agarose-Gel aufgetragen werden, ohne Zugabe eines separaten Gel-
Ladepuffers.

Qualitatskontrolle:

Alle Chargen werden auf Endonuklease-, 3'-Exonuklease-, sowie einzel- und doppelstrangige DNase-
Aktivitaten geprift. Typische Praparationen sind zu mehr als 95 % rein, wie aufgrund von SDS
Polyacrylamid-Gelelektrophorese beurteilt werden kann.
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Pecpebtual Tag DNA Polymerase
,HOT START" PCR PROTOKOLL

Ansetzen der PCR Reaktion: Hinweise:
1. Um lokale Unterschiede in der Salzkonzentration zu vermeiden,

Komponente Volumen je Reaktion Endkonzentration sollten alle Bestandteile der PCR Reaktion vollstédndig aufgetaut
und vor Benutzung grindlich gemischt werden, z.B. durch
10 x Pol Buffer A oder Syl 1x Vortexen. Das ist besonders wichtig fir alle magnesiumhaltigen
10 x Pol Buffer B oder Losungen (wie 10x fach Puffer), da solche Losungen im gefrorenen

10 x Pol Buffer C Zustand Konzentrationsgradienten bilden.
25 mM MgCl. 2- 10yl bei 1-5mM 2. Die Reaktionsansatze konnen bei Raumtemperatur pipettiert
Verwendung von 10 x werden, da die Aktivitdt der Tag DNA Polymerase zunachst durch
Pol Buffer A oder den monoklonalen Antikérper reversibel inhibiert wird. Gut

mischen.

0 -7 ul bei 1.5-5mM 3. Ein Vorheizen des Thermocycler-Blocks auf 94-95°C  vor

Verwendung von 10x

Pol Buffer B oder C Hineinstellen der PCR-Reaktionsansatze ist - im Unterschied zu

Nicht-"HotStart" DNA Polymerasen - nicht notwendig.

dNTP Mix (je 5mM) 2l 0.2 mM je dNTP 4. Bei Verwendung einer dNTP Konzentration von 0.2 mM je dNTP
. ' - betradgt die Standard-Endkonzentration von MgCl. in PCR
Vorwarts-Primer Variabel 0.1-0.5uM Reaktionen 1.5 mM (wie in Pol Puffer B bereitgestellt). In den

meisten PCR Reaktionen werden mit dieser Konzentration
zufriedenstellende Resultate erzielt. In einigen Féllen ist es jedoch
Perpetual 7agDNA 0.5ul 125U notwendig, die optimale MgCl-Konzentration experimentell zu
bestimmen. Fiir diesen Zweck ist Puffer A vorgesehen.

Reverser Primer Variabel 0.1-0.5uM

Polymerase, 2.5U/ul

5. Bei Verwendung des geférbten 10 x Pol Puffers C kénnen Aliquots

Vorlagen- ("Template") Variabel <0.5 ug/50 der PCR Reaktion direkt auf ein Agarose-Gel aufgetragen werden.
DNA Die Zugabe eines separaten Gel-Ladepuffers ist nicht notwendig.

. . Der Puffer enthalt bereits eine Gel-Schwerelésung sowie zwei
Steriles, doppelt Variabel -

Farbstoffe, die im Verlaufe der Elektrophorese voneinander
getrennt werden. In einem 1% [v/v] Agarose-Gel bewegt sich der
Gesamtvolumen 50 ul R rote Farbstoff etwa in Héhe eines 600 bp Fragmentes, wahrend
der gelbe Farbstoff schneller als 20 bp migriert. Die Farbstoffe
beeintrdchtigen die meisten nachfolgenden, enzymatisch
katalysierten Reaktionen nicht. Trotzdem wird es empfohlen, PCR-
Produkte vor der weiteren Verwendung aufzureinigen.

destilliertes Wasser

Reaktionsbedingungen (PCR-Programm): .
6. Die empfohlene Menge an Perpetual 7ag DNA Polymerase pro

Reaktion betrdgt 1.25 U je 50 pl PCR-Reaktionsvolumen. Fir die

i 3 meisten Anwendungen ist das Enzym im Uberschuss vorhanden
Schritt Temperatur Zeit Anzahl der und zufriedenstellende Resultate werden erzielt. Eine zu hohe
Zyklen Menge an eingesetztem Enzym kann zu Artefakten, beispielsweise
Einleitende 94-95°C 2.5 min 1 zu verschmierten Banden flihren.
Denaturierung 7. Die optimale Menge an Vorlagen ("Template”-) DNA Molekilen
. . betragt etwa 10 Kopien der Zielsequenz. Ausgehend von etwa
Denaturierung 94-95°C 15-60s 25-35 dieser Menge wird ein PCR Signal in 25 bis 35 Zyklen erhalten. Zur
. R besseren Orientierung: 1 ug von 1 kb ds DNA entspricht 9.1 x 10"
Annealing 50-68°C 30-60's Molekilen, 1 pg von £ coli genomischer DNA entspricht 2 x 10°
. o . Molekilen, 1 pug von menschlicher genomischer DNA entspricht 3 x
Extension 72°C 1 min/1kb 10° Molekilen.
Finale Extension 72°C 7 min 1
Klhlschritt 4°C Unbegrenzt 1

Hinweise:

1. Eine einleitende Denaturierung von 2 min Dauer ist zwingend
notwendig, um den Antikérper zu denaturieren und die Aktivitadt
der DNA Polymerase wieder herzustellen.

2. Die Annealing-Temperatur sollte fir jedes Primerpaar optimal
angepasst werden. Ausgangspunkt sind die Schmelztemperaturen
Tm., die auf den Primer-Datenbldttern angegeben werden. Die
optimale Annealing Temperatur kann ober- oder unterhalb des
abgeschatzten Tn.. liegen. Als Startpunkt fir weitere
Optimierungen sollte die Annealing-Temperatur zunéchst um 5°C
unterhalb Tn.gewahlt werden.

3. Wenn lange PCR-Produkte (iber 5 kb Lénge) amplifiziert werden
sollen, dann soll:
(a) eine einleitende Denaturierung fiir 2 min bei 84°C durchgeflhrt
werden.
(b) je Zyklus sollte die Denaturierung 15-20 s bei 94°C betragen
(c) eine Elongationstemperatur von 68°C anstelle von 72°C
gewahlt werden. Diese Elongationstemperatur wird auch fir die
Amplifikation extrem AT-reicher (also GC-armer)
Sequenzabschnitte empfohlen, beispielsweise fir einige Bereiche
des Arabidopsis-Genoms.
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