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Instrukcja

Liga5™

5-minutowy zestaw do ligacji DNA o konicach tepych i lepkich.

numer katalogowy wielkos¢
1108-25 25 reakcji
1108-50 50 reakcji
1108-150 150 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 ‘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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Zalety

. szybka, 5-minutowa procedura.

° nawet 10-krotnie wieksza wydajnos¢ ligacji w poréwnaniu do metod tradycyjnych.
Opis
Zestaw do ligacji Liga5™ zawiera ligaze DNA faga T4, ktéra katalizuje tworzenie wigzania fosfodiestrowego pomiedzy
reszta fosforanowa konca 5’ i hydroksylowa konica 3’ w sasiadujacych fragmentach dwuniciowego DNA lub RNA,
zakonczonych na tepo lub lepko. Enzym odbudowuje pekniecia jednej z nici dwuniciowego DNA, RNA badz DNA-RNA.
Ligaza faga T4 oczyszczana jest ze szczepu bakterii E. coli niosacego plazmid z wklonowanym genem g30 bakteriofaga

T4.

W przypadku reakcji prowadzonych na DNA, zestaw Liga5™ pozwala na dziesieciokrotne podniesienie wydajnosci
ligacji dla koncow tepych oraz trzykrotne dla konicéw lepkich, w poréwnaniu do ligacji DNA metodami tradycyjnymi.

Mieszanina nie wykazuje aktywnosci w przypadku jednoniciowych kwaséw nukleinowych.

Sktad

1108-25 1108-50 1108-150 przechowywanie
enzym Liga5™ 28 ul 55l 165l -20°C
bufor Liga5™ 140 pl 275l 825yl -20°C
woda ultraczysta 1,5ml 1,5ml 2x1,5ml -20°C-+20°C

Uwagi

. Wektor i insert DNA musza by¢ zawieszone w wodzie lub w buforze Tris (10 mM Tris HCI pH 8.0).

. Zaleca sie stosowanie typowych dla ligacji ilosci wektora i insertu z zachowaniem stosunku molowego
wektora do insertu 1:3 np. 0,020 pmola wektora do 0,060 pmola insertu.

. Nie nalezy inaktywowac termicznie ligazy po etapie ligacji. Inaktywacja znacznie obniza wydajnos¢
transformacji.

. Nie zaleca sie wydtuzania czasu ligacji ponad 10 min.

Instrukcja - Liga5™



1. Przygotowac w probéwce umieszczonej w lodzie nastepujaca reakcje:

Uwaga. llosci wektora i insertu (ng) sa podane przyktadowo dla wektora o wielkosci 4 000 p. z. i insertu o wielkosci 1000 pz.

objetosc reakcji
sktadnik 20l
enzym Liga5™ 1l
bufor Liga5™ 5ul
wektor DNA 0,02 pmol*
insert DNA 0,06 pmol*
woda ultraczysta uzupetni¢ do 20 pl
*wzor obliczenia stezenia DNA patrz. str. 5
2. Wymieszac przez pipetowanie.
3. Inkubowac 5 min w temp. pokojowej (21°C - 23°C).
4, Schtodzi¢ w lodzie do czasu transformacji lub przechowywac¢ w temp. -20 °C.
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Aby obliczy¢ liczbe pmoli kazdego fragmentu w oparciu o dtugos¢ fragmentu i jego mase, zalecamy nastepujacy wzor:

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

dtugosc fragmentu DNA (pz) ilos¢ fragmentéw DNA (0,1 pmoli)

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

2000 130 ng
3000 195ng

4000 260ng
5000 325ng
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Transformacja komoérek E. coli

Mieszanina reakcyjna moze byc¢ bezposrednio uzyta do transformacji komérek bakterii E. coli metodami chemicznymi
lub z uzyciem techniki elektroporacji.

Poréwnanie wydajnosci ligacji z wykorzystaniem ligazy T4 DNA i
zestawu Liga5™
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