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UniversalScript Reverse Transcriptase

Zawartos$¢ opakowania i warunki przechowywania

UniversalScript Reverse SY590511  SY590512
Transcriptase
UniversalScript Reverse 50 ul 200 ul
Transcriptase
5x Bufor UniversalScript 500 ul 2ml
100 MM DTT 250 ul 1ml

UniversalScript Reverse Transcriptase jest mato wrazliwa
na warunki zewnetrzne, co umozliwia jej transport w
temperaturze pokojowej. Standardowe przechowywanie
przebiega w temperaturze -20°C.

Opis komponentow

UniversalScript Reverse Transcriptase zawiera
modyfikowang genetycznie odwrotng transkryptaze M-
MLV, bedacg wysoce aktywna polimeraza DNA zalezng od
RNA. Enzym syntetyzuje komplementarng ni¢ cDNA na
matrycy RNA, poczawszy od specyficznego primera lub
uniwersalnych primeréw typu oligo-dT. 1 U enzymu
katalizuje przytaczenie 1 nmola dTTP w czasie 10 minut w
temperaturze 37°C. Brak aktywnos$ci RNazy H pozwala na
uzyskanie petnowymiarowego cDNA w duzej ilosci. Enzym
utrzymuje forme ptynng w temperaturze -20°C dzieki
buforowi do przechowywania zawierajgcemu 50%
glicerol, Tris-HCI, NaCl, DTT, NP-40 i EDTA.

Bufor reakcyjny UniversalScript zostat tak skomponowany,
aby zoptymalizowa¢ wydajnos¢ i specyficzno$¢ procesu
odwrotnej transkrypcji. W sktad buforu wchodzi miedzy
innymi MgCl, oraz DTT, w zwiazku z czym w wiekszosci
przypadkéw nie ma potrzeby dodawania ich osobno do
reakcji. Jesli zajdzie potrzeba wyeliminowania magnezu z
miksu reakcyjnego lub zastgpienia go np. manganem,
skontaktuyj sie biurem Syngenem.

Mastermiks

UWAGA: Nie nalezy sporzadza¢ mastermiksu reakcyjnego.
Sktadniki pojedynczej reakcji nalezy dodawac w kolejnosci
podanej w procedurze.

Procedura

1. Wszystkie sktadniki nalezy catkowicie rozmrozic (o ile
przechowywano je w -20°C), zworteksowad i zwirowac.

2. Do probéwek reakcyjnych 0,2 ml dodaé¢ matrycowe
RNA, primery i ANTP Mix

Do probéwki 0,2 ml dodaé: Objetosé Stezeniew
reakgcji
Matrycowe RNA - dosug
10 UM oligo-dTgs20 " LUB 55-15ul  250-500 ng
10 uM primery specyficzne LUB 15-6ul  50-200ng
10 uM random heksamery 0,5-2ul  50-200ng
10 MM dNTP Mix 1-2,5ul  0,2-0,5 MM
Woda do PCR dopetnic¢ -
do15ul
Objetosé nie mniejsza niz 15ul

3. Zamknac probowki, umiesci¢ w termocyklerze i inku-
bowad w temperaturze 70°C przez 5-10 minut.
4. Schtodzié probéwki
- na lodzie 0°C,
gdy uzyto oligo-dT lub random heksametréw.
- na stole przez10-15 minut,
gdy uzyto primerdw specyficznych
5. Zwirowac i dodawac kolejno wode, dNTP Mix, 5x Bufor
reakcyjny UniversalScript, ewentualnie DTT i opcjo-
nalny inhibitor RNaz.

Do probéwki z kroku 4 Objetosé Stezenie
dodawac kolejno: w reakcji
Woda do PCR dopetnic¢ -
5x Bufor UniversalScript 1oul X
100 mM DTT 0-2,5ul 5-10 MM
Inhibitor RNaz (opcjonalnie) - -
Objetosé konicowa 49ul

6. Doda¢ 1 ul enzymu UniversalScript Reverse
Transcriptase (200 Uful) i delikatnie wymieszaé
pipetujac objetos¢ co najmniej 40 ul lub worteksujac.

Do probéwki zkrokusdodaé:  Objetosé Stezenie

w reakgji
UniversalScript Reverse 1ul 200U
Transcriptase 200U/ul
Objetosé koficowa soul

7. Inkubowac w 37°C przez 30-90 minut.
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