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Instrukcja

TranScriba™ Kit

Zestaw do syntezy pierwszej nici cDNA. Zawiera inhibitor RNAz i standardowe startery.

numer katalogowy wielkos¢
4000-20 20 reakcjiw 20 pl
4000-100 100 reakcji w 20 pl

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

TranScriba™ Kit jest kompletnym zestawem odczynnikéw, przeznaczonym do syntezy pierwszej nici cDNA na matrycy
mMRNA lub prébek catkowitego RNA.

W zestawie uzywana jest rekombinowana odwrotna transkryptaza MMLYV z niska aktywnoscia RNAzy H oraz
optymalng aktywnoscia polimerazy DNA w temp. 37-42 °C. Matrycowe RNA chronione jest rekombinowanym
inhibitorem RNAz. Zestaw zawiera rowniez startery oligo(dT),s i heksamery o losowej sekwencji. Zestaw umozliwia
stosowanie starteréw genowo-swoistych do inicjacji syntezy cDNA.

Sktad

4000-20 4000-100 przechowywanie
TranScriba™ odwrotna transkryptaza 100 pl 500 pl -20°C
inhibitor RNAz 20pl 60 pl -20°C
5x bufor reakcyjny 100 pl 500 pl -20°C
dNTP’s mix 50l 2500pl -20°C
starter oligo(dT)s 30l 125l -20°C
starter dN-heksamer 30ul 125 pl -20°C
woda jatowa 2x1,5ml 4x1,5ml -20°C

Uwagi
. Przed uzyciem sktadniki catkowicie rozmrozi¢ i wymieszac.
. Uzywac plastikowych materiatéw zuzywalnych wolnych od RNAz.

. Pracowac sterylnie (jak przy pracy z RNA), uzywac jednorazowych rekawiczek i zmienia¢ je kazdorazowo,
kiedy wymaga tego dobra praktyka laboratoryjna.

. Siedmiokrotne rozmrazanie i zamrazanie nie wptywa na wydajnos¢ produktu.

Matrycowe RNA

Brak degradacji i czystos¢ matrycy RNA sa kluczowe do uzyskania petnej dtugosci cDNA. Catkowite RNA izolowane
standardowymi metodami nadaje sie do uzycia z TranScriba Kit.

Aby usykac regularnie nalepsze wyniki zalecamy stosowanie zestawdw do izolacji RNA typu Total RNA Mini (nr kat.
031-25,031-100).

We wszystkich aplikacjach zwigzanych z reakcja PCR, stosowane matrycowe RNA musi by¢ wolne od DNA. W celu
efektywnego i bezpiecznego usunigcia zanieczyszczern DNA zalecamy przed reakcja odwrotnej transkrypcji
zastosowanie zestawu Clean-Up (nr kat. 039-25C, 039-100C) lub Total RNA Zol-Out™ D (nr kat. 043-25, 043-100).

Zanieczyszczenie RNAzami

Wszystkie sktadniki zestawu sa produkowane w sterylnych warunkach i rygorystycznie testowane na catkowity brak
obecnosci RNAz. Dodatkowo w celu ochrony przed RNAzami, ktére mogtyby by¢ wprowadzone podczas uzycia
zestawu, ma zastosowanie inhibitor RNAz. Przeciwdziata on catkowicie degradacji matrycowego RNA az do stezenia
0,1 ng RNAzy na 1 ug mieszaniny reakcyjnej odwrotnej transkrypcji.
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Typowy protokot syntezy pierwszej nici cDNA

1. Rozmrozi¢ wszystkie sktadniki i wymieszac, a nastepnie krétko zwirowac i wstawic¢ ponownie do lodu.
2. Umiescic¢ w lodzie sterylna probéwke wolng od RNAz i dodac kolejno:
sktadnik ilos¢

matrycowe RNA

catkowite RNA/mRNA 0,1-5pg/ 10 ng-0,5 pg
starter
oligo(dT),s lub dN-heksamer 1yl
lub starter swoisty dla genu 15-25 pmol
woda jatowa uzupetni¢do 9,5 ul
3. Zamknac probowke. Mieszanine reakcyjna wymieszac i krétko zwirowad. Inkubowac przez 5 min

w temp. 65 °C w celu denaturacji matrycowego RNA. Po tym czasie natychmiast schtodzi¢ w lodzie, zwirowac i
ponownie umiesci¢ w lodzie.

4. Otworzy¢ probéwke i dodac kolejno pozostate sktadniki:

sktadnik ilos¢

5x bufor reakcyjny 4l

inhibitor RNAz 0,5 pl

dNTP’s mix 2yl

TranScriba™ odwrotna transkryptaza 4l
5. Zamknac probowke. Mieszanine reakcyjna delikatnie wymieszac i krétko zwirowac.
6. Mieszaning inkubowac w zaleznosci od zastosowanego startera:

. oligo(dT)g lub starter genowo-swoisty: 30-60 min w temp. 42 °C
. dN-heksamer: 5 min w temp. 25 °C, nastepnie 60 min w temp. 42 °C

7 Zakonczyc reakcje podgrzewajac mieszanine przez 5 min w temp. 70 °C.
Uzyskana pierwsza ni¢ cDNA moze zostac uzyta w reakcji PCR lub przechowywana w temp. od -20 do -70 °C
do czasu dalszych analiz.
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