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Instrukcja

OverLap™ Assembly Cloning Kit

Zestaw do szybkiego klonowania produktéw PCR bez uzycia ligazy DNA. Oparty na metodzie Gibsona.

numer katalogowy wielkos¢
1024-10 10 reakgji
1024-50 50 reakcji

Produkt przeznaczony wytacznie do badan naukowych.

Gwarancja
Firma A&A Biotechnology udziela gwarancji na niniejszy produkt.
Firma nie gwarantuje poprawnego dziatania produktu w przypadku:

odstepstwa od dostarczonego wraz z produktem protokotu

braku zalecanego w niniej: protokole wy, zenia i materiatow
uzycia innych odczynnikéw niz zalecane lub ktére nie wchodza w sktad produktu
uzycia przeterminowanych odczynnikéw oraz elementéw produktu
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Zastosowanie

klonowanie produktu PCR

jednoczesne klonowanie kilku produktéw PCR do jednego wektora
mutageneza ukierunkowana

usuwanie intronéw, delecje, ztozone klonowania

gene knockout

Zalety

jednoetapowa i szybka procedura przeprowadzana w jednej probéwce

mozliwos¢ jednoczesnego klonowania nawet 5 produktéw PCR do jednego wektora
wydajne klonowanie produktéw PCR o duzej wielkosci (do 5 000 pz)

nie dochodzi do autoligacjii wektora

Sktad

sktadnik 10 reakcji 50 reakgji przechowywanie
OverLap™ enzyme mix 32yl 140 pl -20°C
™
nukleotydy 35ul 140 pl -20°C
woda ultraczysta 1,5ml 5x1,5ml -20°C
kontrola DNA 16 pl 25l -20°C
pozywka SOC 4x4ml 18 x4 ml -20°C

Uwagi

. Powtdrne rozmrazanie i zamrazanie nie wptywa na aktywnosc¢ produktu.

Referencje

1. Gibson D.G. et al (2009). Nature Methods, 343-345
2. Gibson, D.G. et al (2010). Nature Methods, 201-903
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W2zor obliczania stezenia DNA

Aby obliczy¢ liczbe pmoli kazdego fragmentu w oparciu o dtugosc fragmentu i jego mase, zalecamy nastepujacy wzor:

ilo$¢ pmoli = (masa w ng) x 1000 / (dt. w pz x 650 daltondw)

dtugosé fragmentu DNA (pz) ilo$¢ fragmentow DNA (0,1 pmoli)

200 6,5ng
300 19,5ng
500 32,5ng
1000 65ng

2000 130 ng
3000 195ng

4000 260 ng

5000 325ng
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Strategia projektowania starteréw i klonowania

Lewe ramiqzl . Prawe rami¢
wektora po trawieniu wektora po trawieniu
restryktazg restryktazq

Starter Forward

i1 Region zakiadki (>19 nt)| Sekwencja specyficzna do amplikonulj

Region zaktadki (>19 nt) 3'

AMPLIKON

5 3' Region zaktadki (>19 nt) S

Region zaktadki (>19 nt) 3'

AMPLIKON

3' Region zaktadki (>19 nt)

Region zaktadki (>19 nt) 3'

AMPLIKON

3' Region zaktadki (>19 nt)

Sekwencja specyficzna do amplikonu Region zakfadki (>19 nt) &3

Starter Rewers
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Przygotowac oczyszczone fragmenty DNA* (wektor i insert) o odpowiednim stezeniu, zawieszone w
wodzie wolnej od nukleaz. Fragmenty DNA powinny by¢ zmieszane w stosunku réwnomolowym (wzér
obliczania stezen, str. 4).

Wstawic¢ proboéwke do lodu. Dodaé sktadniki reakcji wg ponizszego schematu:

Zalecana ilo$¢ fragmentéw DNA (pmole)

sktadnik reakcji 2 fragmenty DNA* 3-6 fragmentow DNA* reakcja kontrolna
koricowa ilo$¢ fragmentéw 0,02-0,5 pmoli 0,2-1,0 pmol 2 pl kontroli DNA**
OverLap™ bufor 4ul 4l 4ul
nukleotydy 2ul 2l 2l
OverLap™ enzyme mix 2ul 2l 2ul

woda ultraczysta uzupetni¢ do 20 pl uzupetni¢ do 20 pl 10 ul

* jeden z fragmentéw stanowi wektor
** kontrola DNA jest ztozona z wektora pUC19/Sma | i fragmentu DNA faga Lambda (o dtugosci 1000 pz). Wtasciwy
przebieg procedury klonowania prowadzi do uzyskania co najmniej 100 kolonii dla reakcji kontrolnej.

Przenies¢ probowke do termobloku i inkubowac:
2 fragmenty DNA przez 15 min w temp. 45 °C
3-6 fragmentow DNA przez 60 min w temp. 45 °C

Przenies¢ probowke do lodu lub w przypadku transformacji w pdzniejszym czasie (maksymalnie
do 48 godz.) przechowywaé w temp. -20 °C.

Catos¢ mieszaniny reakcyjnej 20 pl, przenies¢ do komérek kompetentnych E.coli wg standardowego
protokotu transformacji.

Zalecamy uzycie 950 pl pozywki SOC dla wzrostu komorek E.coli natychmiast po szoku termicznym lub
elektroporacji. Transformowane komorki bedace w pozywce SOC inkubowac przez 60 min

w temp. 37 °C i energicznie wytrzasac.
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Zalecamy ponizsze produkty do uzycia w strategii OverLap™ Assembly:
. PCR Mix Rapid (nr kat. 2009-100, 2009-1000) do amplifikacji produktéw PCR
. Clean-Up Concentrator (nr kat. 021-50C, 021-250C) / Gel-Out Concentrator (nr kat. 023-50C, 023-250C)
do oczyszczania fragmentow DNA
° E.coli Transformer Kit (nr kat. 4020-240) / E.coli Transformer Express Kit (nr kat. 4020-240E)
do przygotowania i transformacji komérek kompetentnych E.coli
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