N

A&A BIOTECHNOLOGY

innovating life science

Instrukcja

TranScriba™ noGenome™ Kit

Zestaw do syntezy pierwszej nici cDNA potaczonej z efektywnym usuwaniem genomowego DNA.
Zawiera inhibitor RNAz i standardowe startery.

numer katalogowy wielkos¢
4000NG-20 20 reakcjiw 20 pl
4000NG-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 niniej; protokole wy zenia i materiatow

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

TranScriba™ noGenome™ Kit jest kompletnym zestawem odczynnikéw przeznaczonym do odwrotnej transkrypcji w
potaczeniu z usuwaniem genomowego DNA. Sktada sie z dwdch nastepujacych po sobie etapdw: skutecznego pozbycia
sie genomowego DNA i wysokowydajnej syntezy pierwszej nici cDNA.

Na wstepie probka RNA jest inkubowana w noGenome™ buforze w celu usunigcia genomowego DNA.
Po wyeliminowaniu genomowego DNA proébka czystego RNA jest gotowa do odwrotnej transkrypcji. Odwrotna
transkrypcja zajmuje od 15 do 60 minut w zaleznosci od cech docelowego RNA i jakosci matrycy.

TranScriba™ odwrotna transkryptaza ma wysokie powinowactwo do RNA i jest zmodyfikowana pod katem wydaijnej
syntezy cDNA w szerokim zakresie RNA od 10 pg do 1 pg. Wysokie powinowactwo enzymu TranScriba™ w potaczeniu z
termostabilnoscia i buforem reakcyjnym, umozliwia wysoka wydajnos¢ syntezy cDNA, nawet z matryc o wysokiej
zawartosci GC lub ze ztozonymi strukturami drugorzedowymi.

Sktad

20 reakgji 100 reakgji przechowywanie
TranScriba™ odwrotna transkryptaza 100 pl 500 pl -20°C
5x bufor reakcyjny 100 pl 500 pl -20°C
noGenome™ bufor 100 ul 300l -20°C
inhibitor RNAz 20l 60l -20°C
dNTP’s mix 50pl 250 pl -20°C
starter oligo(dT) g 30ul 125 pl -20°C
starter dN-heksamer 30ul 125 pl -20°C
woda jatowa 2x1,5ml 4x1,5ml -20°C

Dodatkowy sprzet i odczynniki
° Probéwki do PCR
. Lod
. Worteks
. taznia wodna lub blok grzejny
. Mikrowiréwka

. Termocykler
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Uwagi
° Uzywaj tylko plastikowych materiatéw zuzywalnych wolnych od RNAz.
° Pracuj sterylnie, uzywajac rekawiczek jednorazowych i fartucha laboratoryjnego.
° Nastawiaj wszystkie reakcje na lodzie, aby zminimalizowac ryzyko degradacji RNA.

° Jesli po rozmrozeniu, w 5x buforze reakcyjnym lub buforze noGenome™ widoczny jest osad, nalezy
rozpuscic go przez worteksowanie. Jesli jest to konieczne, nalezy inkubowa¢ bufor przez kilka minut w
temp. 37 °C az do momentu znikniecia osadu.

. Siedmiokrotne rozmrazanie i zamrazanie nie wptywa na jakos$¢ produktu.

Rozmrozi¢ sktadniki w temperaturze pokojowe;j:
° matrycowe RNA
° odpowiednie startery
. bufor noGenome™
° TranScriba™ odwrotna transkryptaza
. 5x bufor reakcyjny
. dNTP’s mix
. inhibitor RNAz
° woda jatowa

Kazdy sktadnik wymieszaé poprzez kilkakrotne odwracanie probdwki, krétko zwirowac i umiescic¢ w lodzie.
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. Przygotowac objetosci mieszanin o 10% wieksze niz wymagane dla catkowitej liczby reakcji do wykonania.

. Mieszaniny nalezy przygotowac bezposrednio przed przeprowadzeniem reakgji. Nie nalezy ich
przechowywac.

mieszanina noGenome™

(mieszanina reakcyjna usuwajaca genomowe DNA)

1. Przygotowac mieszaning noGenome™wedtug ponizszej tabeli:
sktadnik ilos¢ nareakcje
noGenome™ bufor 2ul
woda jatowa 8yl
2. Wymieszac i rozporcjowac po 10 pl do probéwek do PCR. Probéwki umiesci¢ w lodzie.

Mieszanina TranScriba™
(mieszanina reakcyjna do syntezy cDNA)

1. Przygotowaé mieszanine TranScriba™ wedtug ponizszej tabeli:
sktadnik ilo$¢ na reakcje
5x bufor reakcyjny 4l
inhibitor RNAz 0,5l
dNTP’s mix 2ul
oligo (dT);s 1ul
lub
starter dN-hexamer 1l
lub
swoisty dla genu 15-25 pmol
TranScriba™ odwrotna transkryptaza 4l
woda jatowa uzupetni¢ do 13 pl
2. Wymieszac i rozporcjowac po 13 pl do probéwek do PCR. Probéwki umiesci¢ w lodzie.
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Dodaé po 4 pl matrycy RNA do przygotowanych probéwek z mieszaning noGenome™.

Uwaga. Protokot jest przygotowany dla 10 pg do 1 ug RNA. Chodzi o catkowita ilos¢ RNA, uwzgledniajac rRNA, mRNA,
wirusowe RNA i nosnikowe RNA. Jesli uzywasz >1 ug RNA, zwigksz skale reakgji liniowo.

Inkubowac przez 2 min w temp. 42 °C, a nastepnie umiesci¢ w lodzie.

Uwaga. Nie inkubowac dtuzej niz 10 min

Dodac¢ po 7 pl mieszaniny noGenome™ z matrycowym RNA do probéwek z mieszaning TranScriba™.
Wymieszac przez pipetowanie. Zamknac¢ probdwki i krétko zwirowac.

Uwaga. Sugerujemy dodanie pozostatych 7 ul mieszaniny noGenome™ z matrycowym RNA do kontroli negatywnej reakcji
bez TranScriba™ odwrotnej transkryptazy. Bedzie to stanowito kontrole wydajnosci reakcji usuwania genomowego DNA
w reakgcji PCR.

Proboéwki z gotowymi mieszaninami reakcyjnym przenies¢ do urzadzenia do PCR i uruchomi¢
odpowiedni program, wprowadzony wczesniej wedtug wskazéwek ponizej oraz w punkcie 5. protokotu.

rodzaj startera temperatura czas

oligo (dT);s 42°C 15-60 min

specyficzny dla genu 42°C 15-60 min
25°C 5 min

losowy dN-hexamer nastepnie
42°C 15-60 min

Uwaga. Optymalny czas odwrotnej transkrypcji zalezy od konkretnego produktu cDNA.

Zakonczy¢ reakcje poprzez inkubacje przez 5 min w temp. 70 °C.

Uzyskana pierwsza ni¢ cDNA moze zostac¢ uzyta w reakcji PCR lub przechowywana w temp. -20 °C do
czasu dalszych analiz.
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