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Cloning DNA Polymerase

Zawarto$¢ opakowania i warunki przechowywania

Cloning DNA Polymerase SY550631  SY550632
Cloning (5 U/ul) soo U 1000 U
10x Bufor Cloning 1,8 ml 2x1,8ml
25 mM MgCl, 1,8 ml 2x1,8 ml

Transport produktéw Cloning przebiega w temperaturze
pokojowej, a przechowywanie —w temperaturze -20°C.

Opis komponentéw

Cloning  DNA  Polymerase to  rekombinowana
termostabilna polimeraza Pfu pochodzaca z Pyrococcus
furiosus.

Enzym  wykazuje  wyjatkowo  niski  wspdtczynnik
popetnianych btedéw podczas dotaczania nukleotydéw do
powstajacej nici DNA. 1 U enzymu katalizuje przytaczenie
10 nmoli dNTP do powstajgcej nici DNA w kierunku od
5 do 3 w czasie 30 minut w temperaturze 70°C.
Dodatkowo Cloning DNA Polymerase posiada aktywnos¢
egzo-nukleazowg w kierunku od 3' do 5', tzw. proofreading.
Enzym pozostawia amplifikowanym fragmentom tepe
konce, dzieki czemu nadajg sie one do bezposredniego
klonowania.

Bufor reakcyjny Cloning zawierajacy MgSO. optymalizuje
przebieg reakcji, a zastosowanie (NH,).SO, zwieksza
dodatkowo specyficznos¢ amplifikacji.

Procedura:

Wszystkie kroki procedury nalezy wykonywaé na mokrym
lodzie.

1. Wszystkie sktadniki nalezy catkowicie rozmrozic,
zworteksowacd i zwirowacd.

2. Przygotowaé mastermiks reakcyjny zawierajgcy
wszystkie sktadniki podane w ponizszej tabeli poza
matrycowym DNA.

Mastermiks nalezy przygotowaé w ilosci n+1, czyli
01 wiekszej, niz potrzeba na planowang ilos¢ prébek.

Sktadnik mastermiksu llosé Stezenie

na1reakcje w reakcji
Cloning (s U/ul) 0,25-0,5ul  1,25-2,5U
10x Bufor sul 1X
10 mM dNTP Mix 1-2,5ul 200-500 UM
10 UM Primer F 1,5-5 ul 0,3-1uM
10 UM Primer R 1,5-5 ul 0,3-1uM
Matrycowe DNA <soong  <1ong/ul
Woda do PCR dopetni¢ do 50 ul -
Objetos¢ reakgji 50 ul -

3. Wymieszaé mastermiks przez wielokrotne pipeto-
wanie catej objetosci lub worteksowanie.
Rozpipetowac mastermiks do probéwek reakcyjnych.

5. Doda¢ matrycowe DNA do kazdej probéwki i wymie-
szad pipetujac.

Jesli DNA pochodzi bezposrednio z innej reakdji
enzymatycznej, nie zalecamy przekraczania 15%
objetosci reakeji, z powodu potencjalnego konfliktu
buforéw reakcyjnych.

6. Umiesci¢ szczelnie zamkniete probowki reakcyjne
w termocyklerze i nastawi¢ reakcje ze wstepng
denaturacja. Zalecane warunki reakcji prezentuje

ponizsza tabela

Krok cyklu Temp. Czas Koment.
Wstepna denaturacja 95°C 3-5min.
Denaturacja 95°C 30-60 sek.
Annealing 50-68°C 30-60 sek. 25-35 cykli
Elongaga 72°C 1-4 min.*
Koncowa elongacja 72°C 5-10 min.
Schtodzenie 4-10°C o

* Czas elongadji zalezy od dtugosci produktu. Przyjmuje sie
okoto 1 min./1kb.

7. W termocyklerze wtaczy¢ pokrywe grzejng na tempe-
rature >95°C. W termocyklerach nieposiadajgcych
pokrywy grzejnej prébki nalezy pokryé olejem
mineralnym.

Dalsze procedury

Prébki po reakcji mozna przechowywac do 8h w tempe-
raturze +4°C (wliczajac w ten okres czas inkubacji w temp.
4-10°C w termocyklerze) lub zamrozi¢ w -20°C w celu
dtuzszego przechowywania.

W celu analizy elektroforetycznej prébki po reakcji nalezy
obcigzy¢ poprzez wymieszanie z koncentratem buforu
obciaznikowego (np. 6x Syngen Blue Loading Dye
SY521051, 6x Syngen Orange Loading Dye SY521061)
i naktadac na zel agarozowy do dtugich fragmentéw (np.
Syngen Daily Agarose SY521012).

Do izolagji prazkéw z zZelu agarozowego mozna
zastosowac zestawy kolumienkowe (np. Syngen Cel Mini
Kit SY201210, Syngen Gel ME Mini Kit SY201410).

Produkty PCR nadajg sie do bezposredniego oczyszczania
przy pomocy zestawow kolumienkowych (np. Syngen PCR
Mini Kit, SY 201110, Syngen PCR ME Mini Kit SY201310)
oraz poprzez rozdziat w agarozie low melting (np. Syngen
Low Melting Agarose SY521013).
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