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Hypernova
Polimeraza DNA

Polimeraza DNA Hypernova jest rekombinowang, termostabilng polimerazg DNA
Pwo pochodzacg z archeona Pyrococcus woesei. Polimeraza pozwala na tworzenie
bardzo duzych amplikonéw (powyzej 10 kpz). Polimeraza DNA Hypernova jest
bardzo wszechstronng i tatwa w uzyciu polimerazg, pracujgcg nadzwyczaj wydajnie
w réznych warunkach. Mozna nig zastgpi¢ inne polimerazy bez koniecznosci
czasochtonnej optymalizacji warunkéw reakcji PCR.

Hypernova katalizuje reakcje replikacji DNA w temp. 72°C. W temperaturze 95°C
czas péttrwania tej polimerazy wynosi ponad 8 godzin. Wykazuje aktywnos$¢ 3'— 5
egzonukleazy (tzw. aktywnos¢ korektorska). Brak aktywnosci 5’ 3' egzonukleazy
zwieksza trwatos¢ produktéw PCR. Pozostawia tepo-zakoriczone korice 3’
(istotne m.in. przy klonowaniu molekularnym).

Szczegélnie polecana do przeprowadzania reakcji multiplex PCR, gdyz wykazuje
szerszy zakres tolerancji na stezenia Mg?", soli i pH. Ze wzgledu na wyjatkowa
termostabilnos$¢, Hypernova jest polecana do amplifikacji dtugich fragmentéw
DNA oraz trudnych matryc (rejonéw bogatych w pary GC, palindroméw, powtérzen),
szczeg6lnie w przypadkach, gdy wymagana jest wysoka czutos¢ i dtugie czasy
reakcji. Polimeraza Hypernova zachowuje 95% swojej aktywnosci nawet po
ponad 2-godzinnej reakcji PCR.
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Wtasciwosci i zalety

— Wysoka procesywnos¢ (amplifikacja dtugich matryc)

— Woysoka wydajnos¢ amplifikacji DNA

- Wysoka wiernosc reakcji PCR (aktywnos¢ korektorska)

— Idealna do amplifikacji trudnych matryc (np. bogatych w pary GC)
— Niezawodna w reakcjach multiplex PCR

— Podwyzszona specyficznos¢ i czutosé

— Bardziej termostabilna niz polimeraza Taq

Zastosowania

— Powtarzalna amplifikacja dtugich matryc (long range PCR)

- Multiplex PCR

— Klonowanie, mutageneza miejscowo-specyficzna i inne metody
wymagajace duzej wiernosci

- Amplifikacja trudnych matryc DNA (np. bogatych w pary GC)
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Hypernova

Polimeraza DNA

Przygotowanie reakcji PCR

1. Rozmrozi¢ odczynniki, doktadnie wymiesza¢, a nastepnie krétko zwirowac.
2. Dodac nastepujace sktadniki mieszaniny do sterylnej, wolnej od nukleaz probéwki
PCR w kolejnosci zamieszczonej w tabeli ponizej.

Dopuszczalne stezenie

Sktadnik Suﬁﬁ;°:’é’:|'(‘cajiel°§é I(oﬁcovrzavlzc?;::jzaninie
10x Hypernova 5pl 1x

8 mM dNTPs Mix 5pl 0,2-0,25 mM kazdego dNTP
50 mM MgCL, 2l 2-5mM

starter Forward (10 pM) 1pl 0,1-1,0uM

starter Reverse (10 pM) 1pl 0,1-1,0puM
matrycowe DNA 1-100ng 10 pg-0,5 pg
polimeraza DNA Hypernova iu 1-2U

woda (PCR-grade) dodac do 50 pl

3. Tak przygotowang mieszanine reakcyjng nalezy wymieszac przez pipetowanie
lub worteksowanie i krétko zwirowac.
4. Nastepnie umiesci¢ w bloku grzejnym termocyklera i prowadzi¢ reakcje PCR.
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5. W ponizszej tabeli zamieszczono sugerowany profil temperaturowo-czasowy.

Etap Temperatura Czas

Denaturacja wstepna 95°C 1-5min®@

Denaturacja 95°C 30s

Przytaczanie starterow 45-65°C1 30s 3:3;1143
Wydtuzanie 72°C 305-10 min®

Wydtuzanie koricowe 72°C 1-3 min

Chtodzenie 4°C S

1) Czas denaturacji wstepnej zalezy od zawartosci par GC w obrebie amplifikowanego regionu i rodzaju
matrycy DNA. Dla matryc takich jak plazmidowe DNA i cDNA zaleca sie stosowanie krétszych czasow
etapu denaturacji wstepnej (1-2 min). Dla bardziej kompleksowych matryc (np. eukariotyczne
genomowe DNA), wymagane s3 dtuzsze czasy denaturacji wstepnej (3-5 min).

2) Temperatura przytaczania starterow zalezy od sekwencji DNA oraz ich temperatury topnienia.
Optymalna temperatura przytaczania jest zwykle nizsza o 2—5°C niz $rednia temperatura topnienia
pary starteréw.

3) Czas elongacji zalezy od dtugosci amplifikowanego fragmentu DNA. Zaleca sig stosowac 1 minute
na kazde 1000 pz produktu PCR.

4) Liczba cykli zalezy od liczby kopii amplifikowanego fragmentu DNA. W przypadku matych ilosci

matrycy DNA nalezy zwigkszyc liczbe cykli do 40.
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datkowe informa

Oba dotgczone bufory reakcyjne moga by¢ testowane z polimerazg Hypernova
w celu okreslenia najbardziej odpowiednich warunkéw do konkretnego
zastosowania. Bufor 10x Hypernova zalecany jest jako “bufor pierwszego podejscia”
oraz do zastosowan wymagajacych wysokiej specyficznosci. Natomiast bufor
10x Shark zalecany jest do zastosowan, w ktérych wymagana jest wysoka czutos¢
i wydajnos¢ amplifikacji (np. do jednoczesnej amplifikacji wielu fragmentéw DNA).

Mozliwe problemy i ich rozwigzywanie

Problemy, ktére moga wystapi¢ podczas nastawiania reakcji PCR i analizy
wynikéw, ich przyczyny oraz sugerowane rozwigzania s opisane na stronie:
www.blirt.eu.
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Bufor do przechowywania

20 mM Tris-HCL (pH 7,4 w 25°C), 100 mM KCL, 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT,
0,1% Triton X-100, 50% (v/v) glicerol

Bufory reakcyjne

10x Hypernova
100 mM Tris-HCL (pH 8,8, 25°C), 500 mM KCl, 1,5% Triton X-100

10x Shark
200 mM Tris-HCL (pH 8,8, 25°C), 100 mM KCL, 100 mM (NH,),SO,, 1,0% Triton X-100

Definicja jednostki Kontrola jakosci

Jedna jednostka to ilo$¢ enzymu  Preparat wolny od DNaz. Szczegétowo
wystarczajgca do przytaczenia testowany w réznorodnych reakcjach
10 nmoli deoksynukleotydéw do  PCR.

nierozpuszczalnej frakcjiDNA w czasie

30 minw 72°Cw 50 pl reakgji.
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Polimeraza DNA Hypernova

Zawartos¢ RP232 RP235 RP232-S
200U 1000U 20U

Hypernova 2 U/pl

Polimeraza DNA 100l 500l 0u

10x Hypernova 1.25ml 4x1.25ml 100 pl
ufor reakeyjny

20 Sharl 1.25ml 4x1.25ml 100 pl
ufor reakcyjny

50 mM MgCL, 1ml 4x1ml 80 pl

Przechowywanie i transport

Warunki przechowywania Warunki transportu
Przechowywac w temp. -20°C. Transport w warunkach chtodniczych.

(D do badan naukowych

Data waznosci
Informacja na etykiecie
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