Taq DNA Polymerase
(Thermus aquaticus)
Pfu DNA Polymerase

(Pyrococcus furiosus)

Artikel Nr. Groke
E2720-01 200 Einheiten
E2720-04 500 Einheiten
E2720-02 1000 Einheiten
E2720-03 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
séureunldsliche  Form  zu  (berfihren.  Die
Reaktionsbedingungen fir die Bestimmung der
Einheiten sind: 50 mM Tris-HCI (pH 9.0 bei 25°C), 50
mM NaCl, 5 mM MgCl;, 200 pM jeweils von dATP,
dCTP, dGTP, dTTP (ein Gemisch aus unmarkiertem
und [°*H1- markiertem dTTP), 10 pg aktivierte Kalb-
Thymus-DNA  und 0.1 mg/ml BSA in einem
Endvolumen von 50 pl.

Lagerbedingungen: Lagerung bei -20°C

KB
M1 111725 37 53 69 93 12 15 20

PCR Amplifikation unter Verwendung von EURx
Perpetual Opti7ag DNA-Polymerase. Spur M:
Molekularer Gréfenmarker EURx Perfect™ 1-kb-
Leiter (E3130-02). Spuren: 0.9 bis 20 kb: PCR-
Amplifikation unter Verwendung von Puffer B mit
0.2 mM dNTPs und 1,25 U EURx Perpetual Opti7ag
DNA Polymerase in einem Reaktionsvolumen von 50
ul.

Um eine vollstdndige 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.

Perpetual OptiTaqg DNA Polymerase

PCR System mit monoklonalem Antikécper fUr automatisiecten “Hot Stack”

robokLon

Perpetual Opti7ag DNA Polymerase ist eine Mischung von thermostabilen DNA-Polymerasen und
zusatzlichen, die PCR unterstiitzenden Faktoren. Mit diesem Enzym kdnnen Produkte einer Lénge
von mehr als 20 kb Léange und hoher Genauigkeit amplifiziert werden. Das Enzym ist geeignet fir
die Synthese von DNA bei hohen Temperaturen.

Beschreibung:

- Perpetual Opti7ag DNA-Polymerase ist eine modifizierte und optimierte thermostabile Enzym-
Mischung Sie besteht aus hochreinen 7hermus aquaticus und Pyrococcus furiosus DNA-
Polymerasen, einem sorgféltig ausgewdahlten monoklonalen Anti7ag - Antikérper und
zusatzlichen, die PCR unterstiitzenden Faktoren.

- Perpetual Opti7ag DNA-Polymerase wird aus ultrareinen, rekombinanten Enzymen hergestellt.

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

- Die zundchst durch den monoklonalen Antikdrper blockierte DNA Polymerase-Aktivitat wird
wahrend des einleitenden Denaturierungsschrittes wieder hergestellt. Hierzu muss der
Reaktionsmix flr zwei Minuten auf 94-35°C erhitzt werden.

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

v

Die hohe Stabilitat der Komplexe fiihrt 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, glinstige und reproduzierbare Methode und
vereinfacht den Ansatz einer hohen Zahl von PCR Reaktionen.

Besonders geeignet fiir Multiplex PCR durch erhohte Spezifitdt und vermindertes Mispriming.

vy

Die Enzym-Mischung katalysiert in Gegenwart von Mg®-lonen den Einbau von Nukleotiden in
Duplex DNA in 5'>3' Richtung. Der Enzymmix besitzt aukerdem 3'>5" Korrekturleseaktivitat
(proofreading) und erzielt damit eine Genauigkeit, die betrachtlich Gber derjenigen
unmodifizierter Tag DNA-Polymerase liegt (1).

2

Ermdglicht Uber ein breites Spektrum verschiedenartiger PCR-Reaktionen eine erhéhte Ausbeute
an PCR-Produkten im Vergleich zu reiner Tag DNA Polymerase.

> PCR-Produkte kénnen sowohl einen -A Uberhang (ca. 5% der Produkte) als auch stumpfe Enden
(blunt ends) (ca. 95% der Produkte) besitzen. Somit sind im Anschlu® sowohl TA- als auch Blunt-
Klonierungsreaktionen méglich.

- Bestens geeignet fiir Multiplex-PCR, da Perpetual Opti7ag im Vergleich zu unmodifizierter 7ag
Polymerase eine breitere Toleranz gegenliber Mg® und Salz-Konzentrationen, sowie dem pH-
Wert des Reaktionsansatzes aufweist (2,3).

> Verbessert PCR-Ergebnisse von kritischen Vorlagen (templates), wie Regionen mit erhéhtem GC-
Gehalt, Palindromen oder hoch repetetiven Sequenzbereichen.

v

Die Anzahl der PCR-Zyklen kann verringert werden, da der Anteil unvollstandig verlangerter PCR-
Produkte deutlich reduziert ist.

Erhohte Ausbeute und erhdhte Produktglte.

Ideal fir die genomische Sequenzierung und Lokalisierung von Genabschnitten (mapping), da der
Zusammenbau von Contigs aus PCR-Produkten gréferer Lange deutlich vereinfacht wird.

vy

Perpetual Opti7ag DNA-Polymerase wird zum Einsatz in PCR- und Primer-Extensionsreaktionen
(primer extension) bei hohen Reaktionstemperaturen empfohlen. Mit diesem Enzym kdnnen DNA-
Produkte einer Lange bis zu mehr als 20 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 Dithiothreitol, 50% [v/v] 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 8-10 kb):
Der Puffer enthalt 15 mM MgCl. und ist fur den Gebrauch mit 0.2 mM je dNTP optimiert.

10 x Pol Buffer C (violett geféarbt):

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.

Literatur:
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Pecrpetual OpkiTaq DNA Polymerase
,HOT START" PCR PROTOKOLL

Ansetzen der PCR Reaktion: Hinweise:

1. Um lokale Unterschiede in der Salzkonzentration zu vermeiden, sollten alle

Komponente Volumen je Reaktion Endkonzentration Bestandteile der PCR Reaktion vollstéandig aufgetaut und vor Benutzung
grindlich gemischt werden, z.B. durch Vortexen. Das ist besonders wichtig
10 x Pol Buffer A oder Spl 1x fur alle magnesiumhaltigen Lésungen (wie 10x fach Puffer), da solche

Lésungen im gefrorenen Zustand Konzentrationsgradienten bilden.

10 x Pol Buffer B 2. Die Reaktionsansatze kénnen bei Raumtemperatur pipettiert werden, da die

25 mM MgCl, 2-10 pl bei Verwendung 1-5mM Aktivitdt der DNA Polymerasen zunachst durch den monoklonalen Antikérper
von 10 x Pol Buffer A oder reversibel inhibiert wird.
3. Ein Vorheizen des Thermocycler-Blocks auf 94-95°C vor Hineinstellen der
0-7 pl bei Verwendung von 1.5-5mM PCR-Reaktionsansatze ist - im Unterschied zu Nicht-"HotStart" DNA
10x Pol Buffer B oder C Polymerasen - nicht notwendig.
dNTP Mix (je 5mM) 24l 0.2 mM je dNTP 4. Bei Verwendung einer dNTP Konzentration von 0.2 mM je dNTP betragt die
Standard-Endkonzentration von MgClz in PCR Reaktionen 1.5 mM (wie in Pol
Vorwarts-Primer Variabel 0.3-0.5uM Puffer B und C bereitgestellt). In den meisten PCR Reaktionen werden mit
dieser Konzentration zufriedenstellende Resultate erzielt. In einigen Fallen
Reverser Primer Variabel 0.3-0.5uM ist es jedoch notwendig, die optimale MgCl.-Konzentration experimentell zu

bestimmen. Fur diesen Zweck ist Puffer A vorgesehen.

Perpetual OptiTag DNA 0.5pl 125U 5

Polymerase, 2.5 U/pl Bei Verwendung des geférbten 10 x Pol Puffers C kénnen Aliquots der PCR

Reaktion direkt auf ein Agarose-Gel aufgetragen werden. Die Zugabe eines
separaten Gel-Ladepuffers ist nicht notwendig. Der Puffer enthalt bereits
eine Gel-Schwereldsung sowie zwei Farbstoffe, die im Verlaufe der
Elektrophorese voneinander getrennt werden. In einem 1% [v/v] Agarose-
Gel bewegt sich der rote Farbstoff etwa in Héhe eines 600 bp Fragmentes,
wahrend der gelbe Farbstoff schneller als 20 bp migriert. Die Farbstoffe
beeintréchtigen die meisten nachfolgenden, enzymatisch katalysierten
Reaktionen nicht. Trotzdem wird es empfohlen, PCR-Produkte vor der
weiteren Verwendung aufzureinigen.

Vorlagen- ("Template") DNA Variabel <0.5 pg/50 pl

Steriles, doppelt Variabel -
destilliertes Wasser

Gesamtvolumen 50 pl -

6. Die empfohlene Menge an Perpetual Opti7ag DNA Polymerase pro Reaktion
betragt 1.25 U je 50 pl PCR-Reaktionsvolumen. Fir die meisten Anwendungen
ist das Enzym im Uberschuss vorhanden und zufriedenstellende Resultate
werden erzielt. Eine zu hohe Menge an eingesetztem Enzym kann zu
Artefakten, beispielsweise zu verschmierten Banden fihren.

Reaktionsbedingungen (PCR-Programm) fir Produkte einer Lange von 0.1 - 10 kb:

7. Die optimale Menge an Vorlagen (“Template"-) DNA Molekilen betragt etwa

Schritt Temperatur Zeit Anzahl der 10* Kopien der Zielsequenz. Ausgehend von etwa dieser Menge wird ein PCR
Zyklen Signal in 25 bis 35 Zyklen erhalten. Zur besseren Orientierung: 1 ug von 1 kb
ds DNA entspricht 8.1 x 10 Molekiilen, 1 pg von £. coli genomischer DNA
Einleitende 93-95°C 2-5min 1 entspricht 2 x 10° Molekilen, 1 pg von menschlicher genomischer DNA
Denaturierung entspricht 3 x 10°Moleklen.
Denaturierung 93-95°C 15-30's 25-35 8. Fir die Amplifikation langer PCR-Fragmente sollten folgende Mengen an
Template-DNA eingesetzt werden: 50-100 ng humaner genomischer DNA,
Annealing 50-68°C 30s 0.1-10 ng von bakterieller, Plasmid- und Phagen-DNA.

. . . 9. Es sollte sichergestellt sein, dass die Template DNA von méglichst hoher
Extension 72°Coder 68°C 1 min/1kb Qualitat ist. Nur Template-DNA mit hohem Molekiilgewicht solite als
Kopiervorlage verwendet werden, wenn lange PCR-Amplikons vervielfaltigt
werden sollen (Ianger als 20-50 kb, abhangig von der Amplikon-Lénge).

Finale Extension 72°C oder 68°C 7 min 1

Kihlschritt 4°C Unbegrenzt 1 10. Hochmolekulare, komplexe genomische DNA sollte bevorzugt bei 2°C bis 8°C
gelagert werden, um Scherung durch Eiskristallbildung zu vermeiden. Zur
Vermeidung von DNA-Scherung sollte auch das Vortexen genomischer DNA
vermieden werden.

Reaktionsbedingungen (PCR-Programm) fir Produkte einer Lénge >10 kb:
11. Benutzen Sie fur die Amplifikation langer PCR Fragmente ausschlieRlich
diinnwandige Plastik-Reaktionsgefée mit einem Fillvermégen von 0.2 pl.l

Schritt Temperatur Zeit Anzahl der
Zyklen
Einleitende 92-94°C 2 min 1 Hinweise:
Denaturierung 1. Eine einleitende Denaturierung von 2 min Dauer ist zwingend notwendig, um
den Antikdrper zu denaturieren und die Aktivitadt der DNA Polymerase wieder
Denaturierung 92-94°C 10-15s 10 herzustellen.
: _fR° 2. Die Annealing-Temperatur sollte fir jedes Primerpaar optimal angepasst
Annealing g0-68°C 30s werden. Ausgangspunkt sind die Schmelztemperaturen T.., die auf den
" o . Primer-Datenblattern angegeben werden. Die optimale Annealing
Extension esc L min/1 kb Temperatur kann ober- oder unterhalb des abgeschatzten T.. liegen. Als
Denaturierung 92-94°C 10-15 s 15-25 Startpunkt fir weitere Optimierungen sollte die Annealing-Temperatur
zunéchst um 5°C unterhalb Tn.gewahlt werden.
Annealing 60-68°C 30s 3. Um die Reaktionsspezifitat zu erhéhen, besitzen Primer fur die Amplifikation
langer PCR-Fragmente typischerweise eine Lange von 22-34 bp und eine
Extension 68°C 1min/lkb+20s Annealing-Temperatur von mehr als 60°C.
pro zuséatzlichem . .
Zyklus 4. Sollen lange PCR-Fragmente erzeugt werden, sind die
Denaturierungsschritte so kurz wie mdglich zu halten. Versuchen Sie, einen
Finale Extension 68°C 7 min 1 einleitenden Denaturierungsschritt nicht Ianger als 2 min bei 94°C und eine
Denaturierungszeit nicht langer als 10-15 s pro Zyklus zu waéhlen. In einigen
Kiihlschritt 4°C Unbegrenzt 1 Féllen bendtigen Vorlagen ("Templates”) mit hohem GC-Gehalt hohere

Temperaturen, um vollstédndig zu denaturieren. Bericksichtigen Sie aber
bitte, dass die Ausbeute steigt, wenn zeitliche Dauer und Temperatur des
Denaturierungsschrittes méglichst gering gewahit werden.

5. Fur die Amplifikation von PCR-Produkten einer Lange von mehr als 5 kb wird
empfohlen, eine Elongationstemperatur von 68°C zu wéhlen. Eine
Elongationstemperatur von 68°C wird auch fir die Amplifikation extrem AT-
reicher (also GC-armer) Sequenzabschnitte empfohlen, beispielsweise fir
einige Bereiche des Arabidopsis-Genoms.

6. Sollen PCR-Produkte ener Lange von mehr als 10 kB erzeugt werden, wird
sehr empfohlen, mit Beginn des 11. Zyklus die Zeitdauer des
Elongationsschrittes je Zyklus um 20 s zu erhdhen. Hierdurch wird
kompensiert, dass der Enzymmix mit fortschreitender Amplifikationsdauer
zunehmend an Aktivitat verliert.
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