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Polimeraza DNA

Polimeraza TaqgNovaHS jest mieszaning rekombinowanej termostabilnej
polimerazy DNA Taq wyizolowanej z Thermus aquaticus i wysoce specyficznego
przeciwciata monoklonalnego, blokujgcego aktywnos$¢ polimerazy DNA.
Polimeraza TagNovaHS umozliwia nastawianie reakcji typu hot-start PCR
w temperaturze pokojowej. Przeciwciato wigze sie w sposéb odwracalny
z enzymem, hamujac aktywnos¢ polimerazy w temp. otoczenia, co uniemozliwia
amplifikacje starteréw-dimeréw oraz innych niespecyficznych produktéw
PCR, tworzonych w niskich temperaturach w czasie nastawiania reakcji PCR.
Przeciwciato jest uwalniane od polimerazy DNA podczas reakcji PCR. Do aktywacji
enzymu nie jest wymagany dodatkowy etap inkubacji.

Polimeraza TaqNovaHS polecana jest do szerokiego zakresu zastosowan,
w szczeg6lnosci do tych, ktére wymagajg wysoce specyficznej amplifikacji.
Polimeraza TagNovaHS jest wszechstronng i tatwg w uzyciu polimerazg DNA,
pracujaca bardzo szybko i wydajnie w réznych warunkach reakcji PCR, umozliwiajaca
amplifikacje produktéw o dtugosci do 5 kpz. Enzym katalizuje synteze DNA
w kierunku 5'—3’, nie wykazuje aktywnosci 3'—5’ egzonukleazy, natomiast posiada
aktywnosc 5'—3' egzonukleazy.
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Wtasciwosci i zalety

— Minimalizuje amplifikacje niespecyficznych produktéw PCR
oraz starteréw-dimeréw

— Szybka 3-minutowa aktywacja enzymu

- Wysoka wydajnos¢ amplifikacji przy minimalnej ilosci enzymu
bez koniecznosci czasochtonnej optymalizacji

— Podwyzszona czuto$¢ reakcji PCR

- Odpowiednia do wielu réznych zastosowan

- Amplifikuje fragmenty DNA do 5 kpz

— Dodaje ‘A" na koncach 3’

Zastosowania

— Hot-start PCR

- Multiplex PCR

— Real-Time PCR

— Diagnostyczny PCR

- Specyficzna amplifikacja trudnych matryc (np. bogatych w GC)
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Przygotowanie reakcji PCR

1. Rozmrozi¢ odczynniki, doktadnie wymieszac, a nastepnie krétko zwirowac.
2. Dodac nastepujace sktadniki mieszaniny do sterylnej, wolnej od nukleaz prob6éwki
PCRw kolejnosci zamieszczonej w tabeli ponizej.

Sktadnik Superowsnailose loreowe w misSaminte
reakcyjnej

bufor 10x TagNovaHS 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 01-1,0 uM

starter Reverse (10 pM) 1pl 01-1,0 uM

matrycowe DNA 1-100 ng 10 pg-0,5 pg

polimeraza TagNovaH$S 15U 1-3U

woda (PCR-grade) dodac do 50 pl

3. Tak przygotowana 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 2-5min®
denaturacja 95°C 30s
- . o 25-40
przytaczanie starteréw 45-65°C@ 30s cykli @
wydtuzanie 72°C 155-2 min®
wydtuzanie koricowe 72°C 1-5min
chtodzenie 4°C o

1) Czas denaturacji wstepnej zalezy od zawartosci par GC w obrebie amplifikowanego regionu i rodzaju
matrycy DNA. Minimalny czas denaturacji jest powigzany z minimalnym czasem aktywacji enzymu
i wynosi 2 minuty. Dla matryc takich jak plazmidowe DNA i cDNA zaleca si¢ stosowanie krétszych
czasow etapu denaturacji wstepnej (2 min). Dla bardziej kompleksowych matryc (np. eukariotyczne
genomowe DNA), wymagane s3 dtuzsze czasy denaturacji wstepnej (2—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 sie stosowac 30 sekund
na kazde 1000 pz produktu PCR.

4) Liczba cykli zalezy od liczby kopii amplifikowanego fragmentu DNA. W przypadku matych ilosci
matrycy DNA nalezy zwiekszy¢ liczbe cykli do 40.
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Bufor do przechowywania

20 mM Tris-HCL (pH 8,0, 25°C), 100 mM KCl, 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT,
0,5% (v/v) Nonidet P40, 0,5% (v/v) Tween 20, 50% (v/v) glicerol.

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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Kontrola jakosci

Preparat wolny od DNaz. Szczegétowo testowany w reakcjach PCR.

Definicja jednostki

Jedna jednostka to ilos¢ enzymu wystarczajaca do przytaczenia 10 nmoli
deoksynukleotydéw do nierozpuszczalnej frakcji DNA w czasie 30 minut
w temp. 72°C w 50 pl reakcji.



Polimeraza DNA TaqNovaHS

. RP902A  RP905A  RP910A  RP925A  P902A-S
Zawartos¢ 200U 500 U 1000 U 2500 U 20U

Polimeraza TagNovaHS 5 U/pl

TagNovaHS 5U/pl

Polimeraza DNA 40 pl 100 pt 200 pl 500 pl 4l

10x TagNovaHS

X 125ml 2x125ml 4x125ml  10x125ml 100 pl
Bufor reakeyjny

50 mM MgCL, iml 2x1ml 4x1ml 10x1ml 80 pl
.. RP902 RP905 RP910 RP925 P902-S
Zawartos¢ 200U 500 U 1000 U 2500 U 20U

Polimeraza TagNovaHS 2 U/pl

TagNovaHS 2 U/pl

Polimeraza DNA 100 pl 250 500 pl 1250 pl 10 pl

10x TagNovaHS

. 125ml 2x125ml  4x125ml  10x125ml 100 pt
Bufor reakeyjny

50 mM MgCL, 1ml 2x1ml 4x1ml 10x1ml 80 pl

Przechowywanie i transport

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

® do badar naukowych

Data waznosci
Informacja na etykiecie
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