N

A&A BIOTECHNOLOGY

innovating life science

Instrukcja

Thermo PNK

Termostabilna kinaza polinukleotydowa. Stezenie 10 U/pl.

numer katalogowy wielkos¢

1016-50 500U

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 niniejszym protokole wyposazenia i materiatow

. uzycia innych odczynnikéw niz zalecane lub ktére nie wchodza w sktad produktu
. uzycia przeterminowanych odczynnikéw oraz elementéw produktu




Opis

Thermo PNK jest rekombinowanym enzymem produkowany przez szczep E. coli zawierajacy plazmidowe DNA z
wklonowanym genem kodujacy termostabilna kinaze polinukleotydowa z Pyrococcus woesei.

Enzym jest termostabilny i wykazuje maksymalng aktywnosc a temp. 70-75 °C. Aktywnos¢ jest hamowana w 50%, gdy
stezenie jondw soli przekracza 100 mM. Obecnos¢ nukleotydéw nie wptywa na aktywnosé enzymu.

Zastosowanie

katalizuje reakcje fosforylacji korca 5' jedno- i dwuniciowej czasteczki DNA lub RNA w obecnosci ATP
klonowanie DNA - fosforylacja fragmentow DNA

znakowanie sond DNA i RNA do hybrydyzacji

fosforylacja starteréw do reakcji PCR oraz produktéw PCR

synteza genéw na bazie komplementarnych oligonukleotydéw

Sktad

1016-50 przechowywanie
kinaza PNK 500 U (10 U/pl) -20°C
10 mM ATP 1x200pl -20°C
bufor do kinazy 1x1,25ml -20°C

10x bufor reakcyjny:
100 mM Tris-HCI, pH 8,8, 100 mM KCl, 100 mM (NH,),SO,, 25 mM MgCl,, 1% Triton X-100

woda ultraczysta 1x1,5ml -20-25°C
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Proponowany protokot fosforylacji DNA

1. Catkowicie rozmrozi¢ i wymiesza¢ wszystkie komponenty niezbedne do nastawienia reakcji.

objetosc reakcji

sktadnik 20l

ds DNA lub 0,2-2 g
oligonukleotyd (sonda) 5uM

bufor do kinazy 2yl

10 mM ATP 2pl

kinaza PNK 10U

woda ultraczysta uzupetnic¢ do 20 pl

2. Inkubowac przez 5-30 min w temp. 70-75 °C.

Uwagi

° Do usuniecia aktywnosci enzymu Thermo PNK zaleca sie uzycie zestawdw do oczyszczania DNA po
reakcjach enzymatycznych z serii Clean-Up (np. # 021-50, 021-250).

. Ufosforylowane fragmenty DNA mozna oczyszczaé po rozdziale elektroforetycznym w Zelu agarozowym z
uzycie zestawow z serii Gel-Out (np. # 023-50,023-250).

. Thermo PNK w obecnosci RNA i DNA ma wieksze powinowactwo do katalizowania reakcji fosforylacji 5’
konca czasteczki RNA.

° Thermo PNK mozna uzywaé w jednej reakcji z termostabilnymi ligazami w syntezie gendéw z
komplementarnymi czasteczkami oligonukleotyddw.
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