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Polare bakterielle
alkalische Phosphatase

Artikel Nr. Groke
E1027-01 1.000 Einheiten
E1027-02 5.000 Einheiten

Definition der Einheit:

Eine Einheit wird als die Menge des
Enzyms definiert, die erforderlich
ist, um 1pg linearisierten pUC18-
Vektor DNA innerhalb von 30 min bei
37°C vollstandig zu dephosphory-
lieren.

Lagerbedingungen:
Lagerung bei -20°

Qualitatskontrolle:

Alle Chargen werden auf Endonu-
klease-, sowie auf unspezifische
RNase und auf einzel - wie doppel-
strangige DNase- Aktivitaten ge-
pruft.

Polarcr BAP

Thermosensitive bakterielle alkalische Phosphatase

robokLon

Unspezifische Deoxyribonuclease, Endonuklease, erzeugt 5'-
phosphorylierte Di-, Tri- und Oligonukleotide aus einzel- und
doppelstrangiger DNA.

Anwendungsgebiete:

>  Entfernt 5'-Phosphate von DNA, RNA, rNTPS und dNTPs.

> Hitzeinaktivierung fur 5 Minuten bei 70°C.

> Aktiv in einer weiten Bandbreite chemischer Bedingungen.
Stabile Aktivitat in verschiedenartigen Pufferformulierungen.

2> Geeignet zum Abbau von dNTPs vor Sequenzierung von PCR-

Produkten.
> Entfernt 5'-Phosphate von linearisierten Vektormolekllen, um
einer Selbstligierung des Vektors wahrend

Klonierungsarbeiten entgegenzuwirken (1).

2>  Ermdglicht Dephosphorylierung von Proteinen.

2>  Fir Verwendung in diagnostischen Immunoassays und fur die
Immunodetektion von Proteinen und Nukleinsduren im
Anschluss an Tupfennachweis- ("Blotting")-Experimente.

PCR-Aufreinigungsprotokoll (Exonuklease | -
Aufreinigung von PCR-Produkten vor Sequenzierung):

Die folgenden Reaktionskomponenten werden gemischt:

25-50 pl PCR-Produkt (direkt nach PCR-Amplifikation)
0.5 pl (10 U) Exonuklease | (Best.Nr. E1150)
1ulSU Polar BAP

Inkubation fur 15 min bei 37°C

Hitzeinaktivierung fir 15 min bei 80°C

Bis zu 5 pl des Oligonukleotid-befreiten PCR-Produktes kann direkt,
ohne weitere Aufreinigung, zur Sequenzierung eingesetzt werden.

Die Benutzung von PCR-Produkten ohne jegliche unspezifischen
Nebenprodukte wird dringend empfcohlen.

Fir die Durchfuhrung dieses Protokolls sind keine speziellen Puffer
erforderlich.

Standard-Protokoll zur Dephosphorylierung von Vektor-DNA.
Die folgenden Reaktionskomponenten werden gemischt:

1-5 pg von Restriktionsenzym-geschnittener DNA
5 ul 10 x Polar-BAP Reaktionspuffer
1ul5U Polar-BAP
@ 50 pl H20, nukleasefrei (Best. Nr. )
Inkubation ftr 30 min bei 37°C
Hitzeinaktivierung fir 5 min bei 70°C
1 x Polar-BAP Reaktionspuffer:
50 mM Bis-Tris-Propan-HCl pH 6 @ 25°C, 1 mM MgCl,, 0.1 mM ZnCl..
Lagerungspuffer:

10 mM Tris-HClI (pH 7.6 at 22°C), 1mMMgCl,, 0.01 mM ZnCl, ,
1 mM DTT, 50% Glyzerin.
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