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PFU Polimeraga DNA

Polimeraza Pfu jesttermostabilng polimerazg DNA pochodzaca ze szczepu Pyrococcus furiosus. Enzym
0 masie 92kDa prowadzi reakcje syntezy DNA w kierunku 5’->3' w obecno$ci jonéw Mg?. Enzym posiada
rébwniez aktywnos$¢ 3'->5' egzonukleazowa, tzw. ,aktywnos¢ kontrolng” (proofreading). Aktywnosc¢
proofreading powoduje usuniecie nieprawidtowo wprowadzonego nukleotydu z nowo syntetyzowanej nici
DNA.

Nie zalecamy uzycia Pfu Polimerazy DNA do syntezy fragmentéw powyzej 2 kpz !

Prowadzenie reakcji PCR z zastosowaniem Pfu Polimerazy DNA

Przygotowujac reakcje syntezy DNA w oparciu o Pfu Polimeraze DNA nalezy bardzo doktadnie obliczyé
ilo§¢ enzymu, ktérg zamierzamy uzyé w reakcji. Obecno$¢ ,aktywnos$ci kontrolnej” zwalnia predkosé
syntezy i moze spowodowac degradacje starterow w srodowisku reakcji.

Nalezy rowniez zwréci¢ uwage na kolejno$¢ dodawania poszczegdlnych sktadnikow reakcji. Jednym z
najistotniejszych momentéw reakc;ji jest dodanie samego enzymu. Polimeraze nalezy doda¢ do mieszaniny
reakcyjnej wytacznie po dodaniu trifosforanéw nukleotydéw (dNTPs), w przeciwnym przypadku aktywnos¢é
proofreading prowadzi do degradacji starteréw i do utworzenia sie wiekszej ilosci niespecyficznych
produktow. Przygotowanie reakcji powinno mie¢ miejsce w nizszej temp niz temperatura pokojowa,
najlepiej w lodzie.

Zalecenia:

- Stosowanie nie wiecej niz 1,5-2,5 U polimerazy Pfu na reakcje. Zwiekszenie ilosci
polimerazy moze spowodowacé szybszg degradacje starterow.

- Zastosowanie starteréw z wiekszg iloscig nukleotydoéw G i C.
- Zalecana temperatura denaturacji 92°C

- Czas elongaciji, w zaleznosci od dtugosci produktu, powinien by¢ 2-5x diuzszy niz w przypadku
Taq Polimerazy DNA.

- Preferowane stezenie jonéw Mg”* dla Pfu Polimerazy DNA wynosi 2-4 mM.
Czutosé Pfu Polimerazy DNA w reakcjach syntezy DNA.

Obecnos¢ aktywnosci egzonukleazy 3'->5' powoduje zwolnienie predkosci syntezy DNA, czego efektem
moze by¢ zmniejszenie koncowej wydajnosci reakciji.

Roéznica koncowej ilosci produktu w zaleznosci od ilosci matrycy uzytej do reakcji syntezy DNA.

Matryca: DNA bakteryjny Mycoplasma hominis
Rozmiar genomu : 0.68x106 pz

Objetosc reakcji : 254l

Dtugos¢ produkty PCR: 334 pz

llos$¢ cykli: 40
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llos¢ DNA naniesiona na poszczegolne Sciezki:
1-1ng,2-100pg, 3-10pg, 4 -1 pg, 5- 100 fg, 6- 10 fg
A - Taqg Polimeraza, 1.25 U

B - Pfu Polimeraza, 2.5 U

Zalety i wady stosowania Pfu Polimerazy DNA w syntezie DNA:
Najwiekszg zaletg Pfu Polimerazy DNA jest minimalng iloscig wprowadzonych btedow.
Pozwala to na bardzo doktadng synteze DNA. Wadg jest relatywnie niewielka predkos$¢ syntezy DNA.

Podczas przygotowywania reakcji z Pfu Polimeraza zalecamy stosowanie nastepujace ilosci
matrycy:

Zalecana ilo$¢ matrycy w reakcjach z zastosowaniem Pfu Polimerazy DNA

Liczba kopii Bakteryjny DNA (genomowy) Eukariotyczny DNA
(genomowy)

1 4x10 ** g (4 fg) 6x10™ g (6 pg)

10 4x10 " g (40 fg) 6x10"" g (60 pg)

2

100 (10) 4x10713 g (400 fg) 6x107° g (600 pg)

1 000 (10)3 4x107*? g (4 pg) 6x10° g (6 ng)

10 000 (10)* 4x107* g (40 pg) 6x18 g (60 ng)

100 000 (10)° 4x107'°g (400 pg) 6x107 g (600 ng)

1 000 000 (10)° 4x10°° g (4 ng) 6x10° g (6 ug)

10 000 000 (10)” 4x10° g (40 ng) 6x10° g (60 ug)

Na czerwono zaznaczyli$my ilo$¢ matrycy zalecang w reakcjach syntezy DNA.

Rozmiar genomu bakteryjnego - 0.5-5 x 10° pz
Rozmiar genomu cztowieka - 3 x 10° pz
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