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Instrukcja

RUN 5 polimeraza DNA

Polimeraza DNA Taq z buforem reakcyjnym. Stezenie 5 U/ul.

numer katalogowy wielkos¢
1001-200-5 200U
1001-1000-5 1000 U

Produkt przeznaczony wytacznie do badan naukowych.
Gwarancja

Firma A&A Biotechnology udziela gwarancji na niniejszy produkt.
Firma nie gwarantuje poprawnego dziatania produktu w przypadku:

. odstepstwa od dostarczonego wraz z produktem protokotu

. braku zalecanego w niniejszym protokole wyposazenia i materiatow

. uzycia innych odczynnikow niz zalecane lub ktore nie wchodza w sktad produktu
. uzycia przeterminowanych odczynnikow oraz elementéw produktu
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Zalety

° Polimeraza DNA Taq - najczesciej uzywana termostabilna polimeraza DNA w technice PCR.
. Polecana do rutynowych reakcji PCR.

Opis

RUN 5 polimeraza DNA jest polimeraza Taq, oczyszczang ze szczepu E. coli niosacego plazmid z wklonowanym genem
kodujacym polimeraze DNA z Thermus aquaticus. Enzym katalizuje dotaczanie deoksynukleotydéw do korca 3’
dwuniciowego DNA w obecnosci jonéw Mg?* w temp. 70 - 80 °C.

Polimeraza DNA Taq nie posiada aktywnosci egzonukleazy 3-5’ (aktywnos¢ korekcyjna). Posiada natomiast staba
aktywnosc¢ egzonukleazy 5-3..

Sktad

1001-200-5 1001-1000-5 przechowywanie

RUN 5 polimeraza 200U 1000 U -20°C

bufor do przechowywania:
100 mM KCl, 50 mM Tris-HCI pH 8,5, 0,5% Tween 20, 0,5% Triton X-100, 50% glicerol (v/v).

bufor do RUN 1x1,5ml 4x1,5ml -20°C

10x bufor reakcyjny PCR:
100 mM KCl, 100 mM (NH,),SO,, 200 mM Tris-HCI pH 8,5, 20 mM MgSO,, 1% Igepal.

Definicja jednostki

Jedna jednostka polimerazy DNA jest zdefiniowana jako ilo$¢ enzymu, ktéra katalizuje inkorporowanie 15 nmol dNTP w
ciggu 30 minut w temperaturze 75°C.

Uwagi

. Przed uzyciem konieczne jest catkowite rozmrozenie i doktadne wymieszanie sktadnikéw zestawu poprzez
delikatne odwracanie probdéwki.
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Protokét PCR

1. Rozmrozi¢ sktadniki zestawu w lodzie, a nastepnie wymieszac przez odwracanie probdwek, zwirowac i
wstawi¢ ponownie do lodu.

2. Umiescic probéwki reakcyjne PCR w lodzie lub zimnym bloku i nastepnie dodac kolejno:
objetosc stezenie koricowe

sktadnik 50pl
bufor do RUN 5ul 1X
dNTP Mix (10 mM) 1-1,25pl 200-250 yM
starter 1 (10 pM)* 1yl 0,2uM
starter 2 (10 pM)* 1l 0,2uM
RUN 5 polimeraza 0,25 pl 1,25U
matryca DNA zmienna 10pg-1pg
woda ultraczysta uzupetni¢ do 50 pl

*W celu optymalizacji nalezy przeprowadzi¢ miareczkowanie starteréw w zakresie od 0,2 uM do 1 uM stezenia koricowego.

3. Mieszanine reakcyjna delikatnie zworteksowac i krétko zwirowac.

4. Proboéwki umiesci¢ w termocyklerze i uruchomic program.
Rekomendowany profil temperaturowo-czasowy:

etap reakgji temperatura czas ilos¢ cykli
wstepna denaturacja 95°C 2-3min 1
denaturacja 95°C 15s

:::Lt‘:::v"'e 50-68°C 30s 40
wydtuzanie** 72°C 30s

*Temperatura przytaczania starteréw zalezy od zalezy od sekwengcji startera i sktadu mieszaniny.
** Czas wydtuzania zalezy od dtugosci amplikonu.
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