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Zastosowanie
1. Klonowanie produktu PCR.

2. Jednoczesne klonowanie kilku produktéw PCR do
jednego wektora.

3. Mutageneza ukierunkowana.
4, Usuwanie introndw; delecje; ztozone klonowania.
5. Nokaut genowy - gene knockout.

Strategia projektowania starterow i

klonowania
Lewe ramig : Prawe ramie
wektora po trawieniu wektora po trawieniu
restryktaza restryktaza
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Protokét
1. Przygotuj oczyszczone fragmenty DNA* (wektor i insert) o odpowiednim stezeniu, zawieszone w wodzie wolnej od nukleaz.
Fragmenty DNA powinny byc zmieszane w stosunku réwnomolowym (wzér obliczenia stezen na odwrocie instrukcji).
2. Wstaw probéwke do lodu i dodaj sktadniki reakcji wg ponizszego schematu:
Zalecana ilo$¢ fragmentéw DNA w pmolach

Skfadnik reakcji 3-6 fragmentéw DNA*  Reakcja kontrolna
Koricowa ilos¢ fragmentow

2 pl kontroli DNA**
5x OverLap™ Assembly Buffer u 4l
Nucleotides 2l 2l 2l

OverLap™ Assembll)‘/ Enzyme Mix Zfl ngl Zfl
Woda wolna od nukleaz uzupetni¢ do 20 pl uzupetni¢ do 20 pl 12l

2 fragmenty DNA*

0,02-0,5 pmoles 0,2-1,0 pmoles
4l 4l

3. Przenie$ probdwke do termocyklera i inkubuj w 50 “C przez 15 min w przypadku sktadania 2 fragmentéw lub przez 60 min
gdy jest sktadanych 3-6 fragmentoéw. Po inkubacji, wstaw probéwke do lodu lub do -20 °C jesli chcesz wykonac transformacje
w pozniejszym terminie (maksymalnie 48 godzin).

4. Catos¢ mieszaniny reakcyjnej przenie$ do komdrek kompetentnych E.coli wedtug standardowego protokotu transformacji.
Zalecamy uzycie 950 pl pozywki SOC dla wzrostu komérek E.coli natychmiat po szoku termicznym lub elektroporacji.
Transformowane komorki bedace w pozywce SOC powinny by¢ inkubowane w temp. 37 °C przez 60 min i energicznie
wytrzasane.

Uwagi:

* Jeden z fragmentow stanowi wektor

** Kontrola DNA jest ztozona z wektora pUC19/Sma | i fragmentu DNA faga Lambda (o dtugosci 1000 pz).
Wiasciwy przebieg procedury klonowania prowadzi do uzyskania co najmniej 100 kolonii dla reakcji kontrolne;j.
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Wzor obliczania stezenia DNA

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

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

Dtugos¢ fragmentu llo$¢ fragmentu
DNA (pz) DNA (0,1 pmole)
200 6,5ng
300 19,5ng
500 32,5ng
1000 65ng
2000 130 ng
3000 195 ng
4000 260 ng
5000 325ng

A&A Biotechnology zaleca nastepujace zestawy do uzycia
w strategii OverLap™ Assembly:

- PCR Mix Rapid do amplifikacji produktéw PCR

- Clean-Up Concentrator lub Gel-Out Concentrator do
oczyszczania fragmentéw DNA

- E.coli Transformer do przygotowania komoérek
kompetentnych E.coli
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Zawartosc

32 pl OverLap™ Assembly Enzyme Mix
65 pl 5x OverLap™ Assembly Buffer
35 ul Nucleotides
1,5 ml Woda wolna od nukleaz
‘1‘6 ul Kontrola DNA

1x
1x
1x
1x
1x
4 x4 ml Pozywka SOC

Przechowywaé w-20 °C

Powtérne rozmrazanie i zamrazanie nie wptywa na
aktywno$¢ produktu.

Produkty powigzane
PCR Mix Rapid

Walk DNA Polimeraza 1002-200, 1002-1000
Marathon DNA Polimeraza 1003-200, 1003-1000
EPPIC 1021-1000

Clean-Up Concentrator 021-50C, 021-250C
Gel-Out Concentrator 023-50C, 023-250C
KineX 1008-20, 1008-100
E.coli Transformer 4020-240

2009-100

Produkt opracowany, sprzedawany i przeznaczony wytqcznie do
badan naukowych

Gibson, D.G. et al (2009). Nature Methods. 343-345, Gibson, D.G. et
al. (2010). Nature Methods. 901-903
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