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PrestoPfu Polimeraza DNA jest wysoce termostabilnym enzymem o masie w
przyblizeniu 92kDa. Zrodtem pochodzenia tego enzymu jest szczep Pyrococcus
furiosus.

PrestoPfu uzyskuje maksymalng aktywno$¢ w temp. 70-74 °C, jednak wykazuje
rowniez aktywno$é w stosunkowo niskich temperaturach od 25°C). Czas péttrwania
enzymu w temp. 94° C wynosi w przyblizeniu 30 min.

PrestoPfu Polimeraza DNA prowadzi synteze DNA w kierunku 5’ -->3" w obecnosci
jonéw Mg**i przy odpowiednim stezeniu dNTPs.

Enzym posiada rowniez aktywnos¢ egzonukleazy 3' -->5' tkz. "aktywnos$é
kontrolng” (proofreading activity).

Obecnos¢ aktywnosci egzonukleazy 3' -->5' pomaga w prowadzeniu reakcji PCR, w
ktérej wymagana jest wysoka doktadnos¢ syntezy DNA i stawia sie bardzo wysokie
wymagania w stosunku do produktu reakcji.

Przy pracy w optymalnych warunkach PrestoPfu Polimeraza DNA wprowadza
minimalng ilos¢ btedéw w poréwnaniu z innymi termostabilnymi polimerazami DNA.

Produkty, otrzymane z wykorzystaniem PrestoPfu Polimerazy DNA, nie majg na
koncach dodatkowo wigczonej zasady (A).

UWAGA! Maksymalna diugos¢ produktu, jaka mozna otrzymac¢ z
wykorzystaniem tej polimerazy wynosiw przyblizeniu 2000 p.z.

PrestoPfu Polimeraza DNA posiada aktywno$¢ 3'- 5’ egzonukleazy, ktéra powoduje,
ze enzym w czasie syntezy DNA jest stosunkowo ,powolny". Zwieksza to czytelnosc
matrycy i jest szczegdlnie pomocne w przypadku reakcji przeprowadzanych na
matrycach wystepujacych w niewielkiej ilosci kopii.

Skiad buforu reakcyjnego: Bufor reakcyjny z Mg* (x10): 700 mM Tris-HCI, pH 8.6 / 25°C,
166 mM (NH4),S0,, 25 mM MgCl,

Bufor do przechowywania (x10): 20mM Tris-HCI (pH 8.0), 1mM DTT, 0.1 mM EDTA, 100mM
KCl, 0.5% Nonidet™ P40, 0.5% Tween"™ 20, 50% glycerol.

Definicja jednostki: Jedng jednostke enzymu definiuje sie jako ilos¢ enzymu, niezbedng do
przeprowadzenia reakcji inkorporacji 10 nmoli dezoksyrybonukleotydow dNTPs do frakcji
polinukleotydowej zabsorbowanej na nosniku statym, w czasie 30 min w temperaturze 74°C.
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Stezenie: 5u/ul
Przechowanie: - 20 °C Przewdz w specjalnych warunkach nie jest niezbedny.

Test funkcjonalnosci: PrestoPfu Polimeraze DNA przetestowano w reakcji syntezy DNA fragmentu
pojedynczej kopii genu o dtugosci 500pz (genomowy DNA)i cDNA o dtugosci 250pz.

Pomiar aktywnosci -endo i —egzonukleazy:

Po inkubacji 5u PrestoPfu Polimerazy DNA z 0,5ug pBR322 DNA w 25ul w buforze z (NH,),SO,
zawierajgcym 2.5 mM MgCI, w ciggu 4 godz. W temp. 37°C. Nie zauwazono konwersji kowalencyjnie
zamknietego kolistej czasteczki DNA do nicked DNA. Analogiczne do$wiadczenie przeprowadzono w
temp. 75°C z takim samym rezultatem.

Po inkubacji 5u PrestoPfu Polimerazy DNA z 0,5ug fragmentu lambda DNA/Hindlll DNA w 25ul w
buforze z (NH,),SO, zawierajacym 2.5 mM MgCl, w ciggu 4 godz. W temp. 37°C, nie zauwazono
degradacji testowanej czasteczki DNA.
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