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M-MLV Reverzni transkriptaza

KLICOVE REAGENS PRO REVERZNI TRANSKRIPCI mRNA NA cDNA
(katalogové ¢islo M023, M024) rev. 04/2025

Popis
Jedna se o rekombinantni reverzni transkriptazu (RT) mysiho leukemického viru Moloney. Reverzni transkriptazy jsou
enzymy, které maji schopnost syntetizovat DNA na zakladé RNA a oligonukleotidového ocka.

Technické udaje
Koncentrace
e  M-MLV Reverzni transkriptdza je dodavana v koncentraci 200 U/ul.
Baleni
e 1 zkumavka s M-MLV reverzni transkriptazou: 2000 U/10 pl.
e 1 zkumavka 5x koncentrovaného M-MLV reakcniho pufru o objemu 200 pl.
e 1 zkumavka 100 mM dithiothreitol (DTT) o objemu 100 pl.
Definice jednotky
e Jedna jednotka M-MLV RT je definovdna jako mnozstvi enzymu, které inkorporuje 1 nmol dTTP do materidlu
precipitovatelného TCA za 10 min pfi 37°C. Jako templat je pouZit poly(A)-oligo (dT)12-1s.
Skladovani
e Skladovat pfi teploté -20+5°C.
Cistota
e  Preparat je prosty nukledz a ma odpovidajici parametry z hlediska Cistoty a vytéznosti cDNA produktu.
Slozeni
e  Skladovaci pufr: 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 100 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0,01% Nonidet P-40, 50%
(vol/vol) glycerol.
e  5xreakdni pufr (1. fetézec): 250 mM Tris-HCI (pH 8.3), 375 mM KCI, 15 mM MgCl,, stabilizator.

Protokol

Doporuceny protokol pro pfipravu cDNA (prvni fetézec)
1.V tenkosténné zkumavce pro PCR smichat jednotlivé komponenty:
e 4 ul PCR H20.
e 1 ul RNA o koncentraci 1 mg/ml. Pfi odchylné koncentraci RNA upravit odpovidajicim zplsobem mnoZstvi
vody a RNA tak, aby konecny objem byl 5 pl.
e 0,5 ploligo dT12.18 primer, nebo jiny primer (50 uM).
e 0,5ul 10 mM dNTP Mix (kaZzdy z nukleotid( v koncentraci 10 mM).
2. Kratce stocit, inkubovat 5 min pti 65°C, rychle ochladit na ledu a pridat:
e 2 ul 5x koncentrovaného M-MLV reakéniho pufru.
e 1pl100 mM DTT.
e 1 ul(25U) M-MLV RT (po naredéni zasobniho roztoku M-MLV (1:8) v 1x M-MLV reakcénim pufru).
3. Inkubovat 1 hod pti 37°C.
4. Zahtat zkumavku na 80°C po 15 min; tim dojde k denaturaci M-MLV-RT.

Finalni koncentrace jsou: 50 mM Tris-HCl (pH 8,3), 75 mM KCl, 3 mM MgCl;, 10 mM DTT, 0,5 mM dGTP, 0,5 mM
dATP, 0,5 mM dTTP, 0,5 mM dCTP, 2,5 uM oligo dT12-18 (nebo jiny) primer, 100 ug RNA/ml,
2500 U M-MLV-RT/ml.
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