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Instrukcja

E.coli Transformer Express Kit

Zestaw do przygotowania i transformacji komérek kompetentnych E.coli. Ulepszona metoda chemiczna pozwalajaca na
transformacje nawet w 1 minute, bez szoku cieplnego.

numer katalogowy wielkos¢

4020-240E 6 x40 transformacji

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; ‘enia i materiatow

. uzycia innych odczynnikow niz zalecane lub ktore nie wchodza w sktad produktu
. uzycia przeterminowanych odczynnikow oraz elementéw produktu
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Sktad
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4020-240E przechowywanie
Roztwor S1 Express 15ml +4°C
Roztwor S2 Express 15 ml +4°C

Zestaw byt testowany na pochodnych szczepdw Escherichia coli: B, K-12.

Dodatkowy sprzet i odczynniki

Niezbedne do przygotowania komoérek kompetentnych

szczep E.coli

jatowa pozywka LB Miller (LB), nrkat, 2020-250, 2020-1000

jatowa pozywka LB Agar (LA), nr kat, 2021-250,2021-1000

sterylne probéwki 1,5 ml typu Eppendorf, sterylne probéwki 50 ml typu Falcon
wytrzasarka 37 °C

wiréwka z rotorem do probéwek 50 ml z opcja chtodzenia

Niezbedne do transformacji komérek kompetentnych

jatowa pozywka SOC: 1 ml na 1 transformacje, - - : -
ptytki z podtozem selekcyjnym: 1 ptytka na 1 transformacje
termoblok 37 °C

wiréwka z rotorem do probéwek 1.5 ml


https://www.aabiot.com/lb?search=2020-250
https://www.aabiot.com/lb-agar?search=2021-250
https://www.aabiot.com/soc
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Przygotowanie 1000 ml pozywki.

LB Agar (LA)

nr kat. 2021-250, 2021-1000

1. Do odpowiedniego naczynia odwazyc¢ 40 g podtoza.

2. Uzupetni¢ do 1000 ml jatowa woda i wymieszad.

3. Zawiesine autoklawowac przez 10-20 min w temp. 121 °C.

4, Po schtodzeniu do temp. 50-60 °C ponownie wymieszaé przed uzyciem.

Informacja. Po rozpuszczeniu i autoklawowaniu koricowe pH=7,0 w temp. 25 °C.

LB Miller (LB)

norkat. 2020-250, 2020-1000
1. Do odpowiedniego naczynia odwazy¢ 25 g podtoza.
2. Uzupetni¢ do 1000 ml jatowa wodg i wymieszac.
3. Zawiesine autoklawowac przez 10-20 min w temp. 121 °C.
4. Po schtodzeniu do temp. 50-60 °C ponownie wymieszaé przed uzyciem.

Informacja. Po rozpuszczeniu i autoklawowaniu koricowe pH=7,0 w temp. 25 °C.


https://www.aabiot.com/lb-agar?search=%202021-250
https://www.aabiot.com/lb?search=2020-250
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Bakterie Escherichia coli nalezy przesiac¢ redukcyjnie na ptytke z podtozem LA.
Ptytke inkubowac przez noc w temp. 37 °C.

Roztwory S1 Express i S2 Express nalezy schtodzi¢ w lodzie.

W 10 ml pozywki LB (w razie koniecznosci z dodatkiem odpowiedniego antybiotyku) zaszczepic¢
pojedyncza kolonie E.coli uzyskang z posiewu redukcyjnego.
Inkubowac hodowle w wytrzasarce przez noc w temp. 37 °C.

Do 100 ml swiezej pozywki LB (w razie koniecznosci z dodatkiem odpowiedniego antybiotyku) doda¢
1 ml hodowli nocne;j.

Inkubowac w wytrzasarce przez 2-3 godz. przy 220-250 RPM w temp. 37 °C, do uzyskania
ODy0p=0,3-0,5, kiedy to bakterie osiagna faze logarytmicznego wzrostu.

Uwaga. Dla niektorych szczepow E. coli hodowla w temp. 18 °C - 25°C pozwala uzyskac lepsza kompetencje.

Po osiagnieciu odpowiedniego ODyq, schtodzi¢ hodowle w lodzie przez 15 min.

Odwirowac hodowle przez 5 min przy 3500 RPM (~1500 x g) w wiréwce z rotorem schtodzonym

do temp. +4 °C. Usunac¢ supernatant.

Uwaga. Jezeli supernatant nie jest klarowny, nalezy zwiekszyc¢ predkos¢ wirowania do 3000 x g i wydtuzy¢ czas wirowania
do 10 min.

Osad delikatnie zawiesi¢ w 2 ml roztworu S1 Express.

Ostroznie doda¢ po 2 ml roztworu S2 Express i delikatnie wymieszac.

Mieszanine schtodzi¢ w lodzie przez 15 min.

Rozporcjowac zawiesing komérek kompetentnych po 100 pl do jatowych probéwek 1,5 ml typu
Eppendorf.

Uwaga. Na jedna transformacje nalezy uzywac 100 pl komérek kompetentnych. Nie zaleca sie wielokrotnego zamrazania /

rozmrazania komérek kompetentnych.

Tak przygotowane komorki kompetentne mozna uzyé¢ bezposrednio do transformacji lub zamrozi¢ w
temp. -80 °C w celu pdzniejszego uzycia.

Uwaga. Bardzo wazne jest, aby komoérki kompetentne zamrazac powoli. Nie wolno zamraza¢ komérek w ciektym azocie.
Zaleca sie przechowywanie komérek kompetentnych w pudetku styropianowym w temp. -80 °C.
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Protokot transformacji komérek kompetentnych bez szoku
cieplnego (1 - 5 minut)

. Nalezy przygotowac odpowiednig liczbe ptytek z podtozem selekcyjnym.

. Przed przystapieniem do transformacji podtoza powinny mie¢ temp. pokojowa.

. Nalezy ogrzac¢ pozywke SOC do 37 °C.

° Zaleca sie przygotowanie dodatkowej ptytki z podtozem selekcyjnym dla kontroli negatywnej transformacji.

1. Do kazdej transformacji uzy¢ 100 pl komérek kompetentnych E.coli rozmrozonych w lodzie lub $wiezo
przygotowanych i schtodzonych w lodzie.

2. Do komérek kompetentnych doda¢ plazmidowego DNA lub mieszaniny ligacyjnej i delikatnie
wymieszac.

Uwaga. Objetos¢ DNA / mieszaniny ligacyjnej nie powinna by¢ wigksza niz 20 pl.

3. Mieszanine DNA i komérek kompetentnych schtodzi¢ w lodzie przez 1-5 min.

Uwaga. Podczas inkubacji w lodzie nie nalezy potrzasa¢ probéwka z mieszaning ani jej mieszaé, poniewaz wptywa to na
obnizenie efektywnosci transformacji. Dtuzszy czas inkubacji polepsza efektywno$¢ transformacji.

4. Jesli transformowany jest plazmid z opornoscia na ampicyline, wysia¢ mieszanine transformacyjna na
ptytke z ampicylina.

5. Jesli transformowany jest plazmid bez opornosci na ampicyline (lub z opornoscia na inny antybiotyk):
Do mieszaniny nalezy doda¢ 1 ml podgrzanej do temp. 37 °C pozywki SOC bez antybiotyku.

Inkubowac hodowle przez 45 min z wytrzasaniem przy 220 RPM w temp. 37 °C w celu ekspresji gendw
odpowiedzialnych za opornosc na antybiotyk.

6. Zwirowac przez 3 min przy 3500 RPM, usunac wiekszos¢ supernatantu. Delikatnie zawiesi¢ osad
bakteryjny w pozostatym supernatancie i wysiac na ptytke z podtozem selekcyjnym.

7. Ptytki inkubowa¢ przez noc w temp. 37 °C.
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Informacje dodatkowe

Srednia wydajno$¢ transformacji komérek E.coli TOP10F’ plazmidem pUC19 wynosi 107-10% CFU/ug. Aby podnies¢
wydajnosc transformacji np. w przypadku skomplikowanego klonowania, zalecamy nastepujace zmiany w protokole:

. zwiekszenie czasu inkubacji w lodzie do 45 min. (patrz punkt 3. protokotu transformacji komérek
kompetentnych)
. nastepnie szok cieplny 60 s w temp. 42 °C

° schtodzenie przez 2 min w lodzie

e przejscie do pkt. 4 protokotu transformacii komorek kompetentnych.
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