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MINDESTENS 12 MONATE HALTBAR
BEST USE WITHIN 12 MONTHS

Hybcid DNA Polymecase

Artikel Nr. Groke
E2950-01 100 Einheiten
E2950-02 500 Einheiten

Definition der Einheit: Eine Einheit
ist die Menge des Enzyms, die er-
forderlich ist, um 10 nmal Deoxyri-
bonukleotide in 30 Minuten bei 74°C
in die saureunldsliche Form zu Gber-
fuhren. Die Reaktionsbedingungen
fur die Bestimmung der Einheiten
sind: 50 mM Tris-HCl (pH 9.0 bei
25°C), 50 mM NaCl, 5mM MgCls,
200 uM jeweils von dATP, dCTP,
dGTP, dTTP (ein Gemisch aus un-
markiertem und [*HI- markiertem
dTTP), 10pg aktivierte Kalb-Thy-
mus-DNA und 0.1 mg/ml BSA in ei-
nem Endvolumen von 50 pl.

Lagerbedingungen:
Lagerung bei -20°C.
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Amplifikation mit EURx Hybrid DNA
Polymerase. Spuren 1.1 bis 12 kb:
PCR Amplifikation (35 Zyklen) von
100-500 ng menschlicher genomi-
scher DNA als Vorlage und 1 U EURx
Hybrid DNA Polymerase in einem Re-
aktionsvolumen von 50 pl. Marker:
EURx Perfect Plus 1 kb Ladder
(Best.Nr. E3131).

Polymerase X
Hybrid DNA Polymerase

Sehr schnelle und robuste thermostabile, synthetische DNA Polyme-
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Hybrid ist eine genetisch optimierte, synthetische DNA Polymerase.
Hergestellt aus hochreinen, rekombinanten Enzymen.
Stabilisiert die Hybridisierung zwischen Primer und Template-DNA.

Das Enzym katalysiert bei Anwesenheit von Magnesium-lonen die
Polymerisation von Nukleotiden zu Duplex-DNA in 5'>3' Richtung.

Das Enzym besitzt 3'>5" Korrekturleseaktivitdt ("proofreading")
und ermdglicht eine Steigerung der Genauigkeit um den Faktor 10
im Vergleich zu Tag DNA-Polymerasen.

Das Enzym erzeugt ausschlieklich stumpfe ("blunt") Enden.

Kirzere PCR-Amplifikationszeiten durch erhéhte Polymerase-Pro-
zessivitat und durch die Mdoglichkeit, Annealing- und Extensions-
schritte zusammenzufassen ("2-Schritt"- statt "3-Schritt"-Reak-
tionen).

Die Madifikationen der Hybrid DNA Polymerase ermdglichen eine ef-
fiziente Amplifikation langer DNA Fragmente. Besonders mit geno-
mischen DNA-Vorlagen werden im Vergleich zu PfuPlus! Polymerase
deutlich langere Fragmente amplifiziert.

Aufgrund der genetischen Optimierungen unterscheiden sich die
idealen PCR-Reaktionsbedingungen, speziell die Annealing-Tem-
peraturen, von Standard-PCR-Protokollen.

Hybrid DNA Polymerase wird fiir PCR-Reaktionen empfohlen, bei
denen hohe Genauigkeit benétigt wird; fir PCRs von GC-reichen
Regionen; flr Bereiche mit problematischen Sekundarstrukturen
sowie zur Klonierung von PCR-Produkten mit stumpfen Enden (blunt
ends).

erungspuffer (Storage Buffer):

20 mM Tris-HCI (pH 8.0 bei 22°C), 100 mM KCI, 0.5 % Tween™20, 0.5 %
Igepal CA-630, 0.1 mM EDTA, 1 mM Dithiothreitol, 50 % Glyzerin und

Sta

bilisatoren.

10 x Reaktionspuffer:
10 x Hybrid Buffer

Der

Puffer enthalt 15 mM MgCl..

Qualitatskontrolle:

Alle
und
Pra

Chargen werden auf 3 '-Exonuklease-, sowie unspezifische einzel-
doppelstrangige  DNase  Aktivitaten  gepruift.  Typische
parationen sind zu mehr als 95 % rein, wie aufgrund von SDS

Polyacrylamid-Gelelektrophorese beurteilt werden kann.

ROBOKLON GMBH | ROBERT-ROSSLE-STR.10 B55 | D-13125 BERLIN | GERMANY
FAX 030 / 310 19 19 7 | FON 030 / 318 09 37 2 | WWW.ROBOKLON.DE
HERGESTELLT VON EURx Sp. z o.o. POLAND | WWW.EURX.COM.PL | MADE IN THE EU



MANUFACTURED BY

EUR,,

Ansetzen der PCR Reaktion:

MINDESTENS 12 MONATE HALTBAR
BEST USE WITHIN 12 MONTHS

Komponente Volumen je Reaktion Endkonzentration
10 x Hybrid Buffer, ent- Syl 1x

halt 15 mM MgCla.

dNTP mix (je 5SmM) 2.0ul 0.2 mM je dNTP
Vorwarts Primer Variabel 0.5uM
Reverser Primer Variabel 0.5uM
Vorlagen- ("Template") Variabel <0.5 pg/50
DNA

Steriles, doppelt destil- Variabel -
liertes Wasser

DMSO (optional) 1-5ul 2-10 % (v/v]
Hybrid DNA Polymerase, 0.5ul 1u
2U/ul

Gesamtvolumen 50 pl -

Reaktionsbedingungen (PCR-Programm) fur Produkte einer Lénge bis zu 10 kb:

2-Schritt Protokoll 3-Schritt Protokoll
Anzahl
Tempe- Tempe- der Zy-
Schritt ratur Zeit ratur Zeit klen
Initiale Dena- 98°C 30s 98'C 30s 1
turierung
Denaturierung 98°C 5-10s 98°C 5-10s 25-35
Annealing - - X°C 10-30s
Extension
a. genomi- 72°C 30s/1kb 72°C 30s/1kb
sche und
episomale
DNA-Vor-
lagen gro-
Rerals 2 kb
b. episoma- o o
le DNA-Vor- 72°C 15-20s / 72°C 15-20s /
) 1kb lkb
lagen bis 2
kb
Finale Extensi- 72°C 5-7 min 72°C 5-7 min 1
on
Kuhlschritt 4°C Indefinite 4°C Indefinite 1

Reaktionsbedingungen (PCR-Programm) fiir Produkte einer Lénge grofer als 10 kb:

2-Schritt Protokoll 3-Schritt Protokoll
Anzahl
Tempe- Tempe- der Zy-
Schritt ratur Zeit ratur Zeit klen
Initiale Dena- 92-33C 2 min 92-93°C 2 min 1
turierung
Denaturierung 92-93°C 10s 92-93°C 10s 25-35
Annealing - X°C 10-30s
Extension 72°C 30s/1kb 72°C 30s/1kb
Finale Extensi- 72°C 5-7 min 72°C 5-7 min 1
on
Kihlschritt 4°C Unbe- 4°C Unbe- 1
grenzt grenzt

Hybrid DNA Polymecrase
PCR PROTOKOLL

Hinweise:
1.

roboKLonN

Konzentrationsunterschiede vermeiden. Um lokale Unterschiede in
der Salzkonzentration zu vermeiden, sollten alle Bestandteile der
PCR Reaktion vollstdndig aufgetaut und vor Benutzung grindlich
gemischt werden, z.B. durch Vortexen. Das ist besonders wichtig fir
alle magnesiumhaltigen Losungen (wie 10x fach Puffer), da solche
Lésungen im gefrorenen Zustand Konzentrationsgradienten bilden.
Auf Eis pipettieren. Die Reaktionsansatze sollten auf Eis pipettiert
und gut durchmischt werden.

PCR-Cycler vorheizen. Um die Bildung von Primer-Dimeren zu
minimieren, wird empfohlen, die PCR Reaktionen in einen PCR Cycler
zu stellen, dessen Block auf die Denaturierungstemperatur
vorgeheizt wurde.

Enzym als letzte Komponente zufiigen. Hybrid DNA Polymerase
sollte die letzte Komponente sein, die zum Reaktionsansatz zugefligt
wird. In Abwesenheit von dNTPs kann die Korrekturlese-
("proofreading”) Aktivitdt des Enzyms die Degradation von PCR-
Primern verursachen.

MgCl.. Fir Hybrid DNA Polymerase basierte PCR-Reaktionen betragt
die Standardkonzentration von MgCl. 1.5 mM (wie bei Verwendung
des 1 x Hybrid Puffers bereitgestellt). In den meisten Féllen werden
mit dieser Konzentration gute Ergebnisse erzielt. Wenn héhere Mg?'-
Konzentrationen benétigt werden, sollte die beiliegende 25 mM MgCl.
Stammlésung verwendet werden.

Enzymmenge Hybrid. Die empfohlene Menge an Hybrid DNA
Polymerase pro Reaktion betragt 1 U je 50 pl PCR-Reaktionsvolumen.
Fir die meisten Anwendungen ist das Enzym im Uberschuss
vorhanden und zufriedenstellende Resultate werden erzielt. Fir
einzelne PCR Reaktionen kann eine Anpassung der Enzymmenge
notwendig sein. Eine zu hohe Menge eingesetzten Enzyms kann zu
Artefakten, beispielsweise zu verschmierten Banden o0.4. fihren.

Nur hochwertige dNTPs verwenden. Fir eine optimale Funktionalitat
der Hybrid DNA Polymerase sollten qualitativ hochwertige dNTPs
verwendet werden.

PCR-Additiva. In den meisten Féllen ist ein Zusatz von Additiven
("PCR-Enhancer”) nicht notwendig. Fur einige, schwierig
amplifizierbare DNA-Vorlagen (beispielsweise GC-reiche
Sequenzabschnitte, Sequenzen mit komplexen Sekundérstrukturen,
sehr lange DNA-Templates) konnen Additive wie DMSO verwendet
werden, um die Amplifikationsrate zu erhéhen. Wenn benétigt,
betragt die empfohlene DMSO-Konzentration flir einen ersten
Versuch 3 %.

Optimale Menge an DNA-Vorlage. Die benétigte Menge an Vorlagen
("Template"-) DNA Molekilen héngt von der Art der zu
amplifizierenden DNA-Vorlage ab. Generell wird empfohlen, etwa
folgende Mengen einzusetzen: 50-250 ng genomische DNA, 0.1-10 ng
Plasmid-DNA, 1-20ng Phagen-DNA oder 10-100ng von solchen
chromosomalen Genen, die in mehreren Wiederholungen vorliegen.

Hinweise:

1

Ein einleitender Denaturierungsschritt fir 30 Sekunden bei 98°C
wird fir die meisten DNA-Vorlagen bis 10 kb L&nge empfohlen. Die
initiale Denaturierung kann bei schwierigen Templates auf bis zu drei
Minuten  ausgedehnt  werden. Denaturierungsschritte bei
vergleichsweise niedrigen Temperaturen ermdglicheneine hdhere
Ausbeute bei DNA-Vorlagen Gber 10 kb Lange.
Primerbindungstemperatur. Hybrid DNA Polymerase stabilisiert die
Primer-Template Hybridisierung. Infolgedessen sind die
Schmelztemperaturen (Tm) und die optimalen
Annealingtemperaturen  meist  signifikant  héher als  die
entsprechenden Temperaturen fiir Standard DNA Polymerasen. Die
Schmelztemperaturen sollten nach der sog. base-stacking (bzw.
nearest neighbor) Methode berechnet werden. Ein entsprechender
Online-Rechner  steht auf der Roboklon-Webseite bereit
(http://www.roboklon.de/eurx/hybrid).  Die Standard-Parameter
sind: Primerkonzentration 500 nM, Salzkonzentration 50 mM, 1.5 mM
Mg2+ - Konzentration. Grundsétzlich gilt: Fir Primer mit weniger als
20 nt Lange sollte eine Anlagerungs- (Annealing-) Temperatur von
3°C oberhalb der Schmelztemperatur des niedrigstschmelzenden
Primers gewahlt werden. Fir Primer einer Lange von exakt 20 nt
entspricht die Anlagerungstemperatur genau der
Schmelztemperatur des niedrigstschmelzenden Primers. In einigen
Fallen kann allerdings die optimale Anlagerungstemperatur von
diesen Faustregeln abweichen. Hier muss die optimale Annealing-
Temperatur empirisch bestimmt werden.

Kombinierter Primerbindungs- und Elongationsschritt. Ein
zweistufiges  Protokoll erlaubt es, den Annealing- und
Extensionsschritt bei einer Temperatur von 72°C zu kombinieren und
somit den Zeitaufwand flir eine PCR-Reation zu verkirzen.
Zweistufige Protokolle empfehlen sich, wenn die Tm der Primer
wenigstens 63°C (>20 nt) oder 72°C (=20nt) betragen.
Extensionszeit. Die empfohlene Extensionszeit betrégt 30 Sekunden
je 1kb Lange. In einigen Féllen (episomale DNA-Vorlagen bis 2 kb
Lange) kann die Extensionszeit auf 15-20 Sekunden je kb Lange
verkirzt werden, ohne die PCR-Ausbeute zu beeintrachtigen.
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