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Protokof reakcji odwrotnej transkrypcji (wer.260200)

Protokoét reakcji odwrotnej transkrypcji:

Proponowany przez nas protokdot odwrotnej transkrypcji zawiera przepis
przeprowadzania reakcji w warunkach optymalnych do syntezy wiekszosci cDNA.
Jednakze, w zaleznosci od potrzeb, mozliwe jest wprowadzanie odpowiednich
modyfikacji i dostosowanie ponizszej procedury do Paristwa indywidualnych potrzeb.

1. W probdwce umieszczonej w lodzie zmieszac nastepujace sktadniki reakcji:

SKLADNIKI REAKCJI ILOSC
MATRYCA RNA
RNA total 0,1-5pg
lub poli(A) RNA 0,5-10ng
specyficzny RNA 0,01 pg i mniejsze
STARTERY 1ul
Specyficzne 15-20 pmol/ul
lub losowe 6-n|..1kleotydowe
(random primers) 0,5 ug/ml
Oligo(dT),s 0,5 pg/ml
WODA Do 18 pl

2. Sktadniki reakcji starannie wymieszac¢ a nastepnie zwirowac.

3. Mieszanine inkubowa¢ 5 min. w 70°C, nastepnie umiesci¢ probowke w lodzie.

Po schtodzeniu zwirowac.

4. Umiescié probéwke w lodzie i dodaé nastepujgce sktadniki reakcji:

SKLADNIKI REAKCII ILoS¢
10x bufor M-MLV 2,5ul
1.5mM dNTPs mix 4 ul

M-MLV odwrotna transkryptaza 0,5 pl
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5. Inkubowaé mieszanine 60 min. w 37 C.

W przypadku zastosowania starterow losowych - random hexaprimers, nalezy w
pierwszej kolejnosci przeprowadzi¢ inkubacje wstepng przez 10 min. w 25C, a
nastepnie 60 min. w 37 C)

6. W celu zakoriczenia reakcji mieszanine inkubowaé¢ 10 min. w 70°C, nastepnie
umiesci¢ probéwke w lodzie.

Zalecenia:

e Woykorzystanie poli(A) RNA zamiast catkowitego RNA pozwala istotnie
podnies$é specyficznosé i efektywnosé reakcji syntezy cDNA.

e Startery oligo d(T)15 (w przeciwienstwie do starteréw losowych) nie wymagaja
szczegllnej optymalizacji warunkdéw reakcji.

e Nalezy zwrdci¢ uwage na wspotzalezno$¢ pomiedzy stezeniem starterow
losowych a ilosciag matrycy, od ktérej zalezy dtugosé uzyskiwanego cDNA.
Zwiekszenie stezenia losowych starteréw prowadzi do syntezy krétkich (okoto
600 nukleotydowych) cDNA, natomiast zmniejszenie ich stezenia bedzie
sprzyjac syntezie dtuzszych odcinkéw cDNA.

e Problemy zwigzane z obecnoscig w RNA struktur drugorzedowych oraz
sekwencji bogatych w G i C mozna zmniejszy¢ poprzez podniesienie
temperatury reakcji do 45 C (zamiast 37 C) lub poprzez dodanie DMSO do
mieszaniny reakcyjnej. Nalezy jednak pamieta¢, ze moze to prowadzi¢ do
zmniejszenia wydajnosci syntezy cDNA.

Ograniczenia w zastosowaniu: Ten produkt zostat zaprojektowany i wykonany wytacznie do celdw
badawczych. Nie zostat przetestowany w kierunku zastosowania do celdw diagnostycznych i do bezposredniej
produkcji lekdw oraz do celdw zwigzanych z produkcjg lekow.

UWAGA! Pewne sktadniki buforu reakcyjnego oraz buforu stuzgcego do przechowywania moga dziata¢ silnie
draznigco. Radzimy podczas pracy ze wszystkimi zwigzkami chemicznymi przestrzegac ogélnie obowigzujacych
przepiséw BHP.
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