N

A&A BIOTECHNOLOGY

innovating life science

Instrukcja

WALK polimeraza DNA

Polimeraza DNA Pwo z buforem reakcyjnym. Stezenie 1 U/ul.

numer katalogowy wielkos¢
1002-200 200U
1002-1000 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 niniej: protokole wy ‘enia i materiatow

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




Zalety

termostabilna polimeraza DNA Pwo (Pyrococcus woesei) - high fidelity,
aktywnosc korekcyjna

najwyzszy stopien czystosci

polecana do klonowania - pozostawia tepe korice

Opis

WALK polimeraza DNA jest polimeraza Pwo, oczyszczang ze szczepu E.coli niosacego plazmid z wklonowanym genem
kodujacym polimeraze DNA z Pyrococcus woesei.

Jest wysoce procesywna polimeraza DNA 5-3’. Enzym katalizuje dotaczanie deoksynukleotydéw do korica 3’
dwuniciowego DNA w obecnosci jondw Mg?* w temp. 70-80 °C. Produkty polimeryzacji posiadaja tepe konce.
Polimeraza DNA Pwo posiada aktywnosci egzonukleazy 3-5’ (aktywnos$¢ korekcyjna). Nie posiada wykrywalnej
aktywnosc egzonukleazy 5-3.

Sktad

1002-200 1002-1000 przechowywanie

WALK poli
polimeraza 200U (1UMl)  1000U(1UAl)  -20°C

bufor do przechowywania:
10 mM KCl, 20 mM Tris-HCl pH 8,7,0,1 mM EDTA, stabilizatory, 50% glicerol (v/v).

bufor do WALK 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 MgSQO,, 1% Igepal.

Uwagi

. Przed uzyciem catkowicie rozmrozi¢ i starannie wymieszac przez odwracanie probowki.
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Proponowany protokot przygotowania reakcji PCR

1. Catkowicie rozmrozic i wymieszac wszystkie komponenty niezbedne do nastawienia reakcji PCR. Krétko
zwirowac i wstawic¢ ponownie do lodu.

2. Umiescic probowki reakcyjne PCR w lodzie i doda¢ kolejno:

objetosc reakcji PCR

sktadnik 50ul
bufor do WALK 5ul
dNTP Mix (10 mM) 200-250 pM (1-1,25 pl)
Starter 1 0,1-0,5uM
Starter 2 0,1-0,5uM
WALK polimeraza 1-2U
Matryca DNA 10 pg-1pg
Woda jatowa uzupetnic¢ do 50 pl
& Mieszanine reakcyjng delikatnie wymieszac i zwirowac.
4. Probdéwki umiescic¢ w termocyklerze i uruchomic program.

Proponowany profil PCR dla produktéw do 1000 pz:

etap temperatura czas
Wstepna denaturacja 94°C 1-5min
94°C 30-60s
25-45 cykli 50-68 °C 30-60's
72°C 2 min
Woydtuzanie koricowe 72°C 5-10 min

W przypadku dtuzszych fragmentéw zalecamy wydtuzy¢ czas elongacji dwukrotnie w stosunku do czaséw
stosowanych dla polimerazy Tag (RUN polimeraza DNA).

5. Po zakoniczeniu reakcji prébki przechowywac w lodéwce lub zamrazarce do czasu dalszych analiz.
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