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cDNA synthesis Kit

First-Strand cDNA Synthesis System

Verze 1.2
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Obsah soupravy a jeji skladovani

Tato souprava pro reverzni transkripci obsahuje reagencie potrebné k
provedeni reverzni transkripce (RT) totalni RNA na jednoretézcovou cDNA.

Souprava je vyuzitelna pro kvantitativni konverzi aZ 2 pg totalni RNA na cDNA
vjedné 20ul reakci. Takto produkovana cDNA je vhodna ke kratkodobému i
dlouhodobému skladovani.

Generovana jednoretézcova cDNA je vhodnym vstupnim materidlem pro
kvantitativni PCR aplikace s pouZitim chemie SYBR Green. Reak¢ni souprava je
optimalizovana tak, aby vystupem nasledné PCR reakce byly reprodukovatelné
nizké Ct hodnoty srovnatelné s popularnimi konkuren¢nimi vyrobky.

Unikatni sloZeni soupravy bylo vyvinuto a optimalizovdno pro dosaZeni
maximalniho vytéZzku reakce a vysoké ucinnosti naslednych procesu.

Po prvnim rozmrazeni reagencii citlivych na opakované zmrazeni a rozmrazent
(smés random-primerid; smés dNTP) doporucujeme provést alikvotaci nebo
jejich kratkodobé skladovani pri +4 °C v ptivodnim objemu.

Reagencie, které maji byt skladovany pfii -20 °C, umistéte do mrazadku BEZ funkce
automatického odmrazovani (defrost, nofrost).

VSechny reagencie pred pouzitim peclivé promichejte snaslednou kratkou
centrifugaci. Enzym nevortexujte!

Pii rddném skladovani je garantovana funkénost vSech sloZek soupravy 12
meésicli od data dodani.

Prehled vSech variant:

Katalogové Cislo Kapacita

KRD-P-0448-10 10 reakci v objemu 20 pl
KRD-P-0448-25 25 reakci v objemu 20 pl
KRD-P-0448-50 50 reakci v objemu 20 pl

KRD-P-0448-100 100 reakci v objemu 20 ul
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Potiebné pristroje a pomocna zarizeni
PCR cycler + termoblok
Laminarni box

Autom
Vortex

atické pipety jednokanalové

Minispin

Upozornéni a bezpecnostni zasady

Minimalizujte nebezpeci pri manipulaci schemikaliemi, prectéte si
predem bezpecnostni listy.

PouZivejte vhodné ochranné pomiicky pfi styku s reagenciemi a odpadem.
DodrZujte vSechny predpisy a zdkony souvisejici s nakladanim
s chemickymi latkami (skladovani, manipulace a likvidace).
Neshromazd'ujte odpad do sklenénych nadob, odpad ukladejte nejlépe
do polyetylenového jednorazového kontejneru opatifeného
bezpectnostnim vikem.

Likvidujte odpad v souladu se zdsadami spravné laboratorni praxe a
mistné stanovenymi zakony a narizenimi nebo zdravotnimi predpisy.
VSechny biologické vzorky (tkané, télni tekutiny, infekcnich agens) jsou
potencidlné infek¢nim materiadlem, pouzivejte vhodné ochranné pomticky.
Veskera prace musi byt provadéna v zatizenich vyhovujicich
bezpecnostnim poZadavkim.

Pracovnici musi byt vySkoleni pro zachazeni s jednotlivymi ptistroji a
obezndmeni s platnymi bezpecnostnimi a hygienickymi predpisy.

DuSevni vlastnictvi. Central European Biosystems s.r.o. je vlastnikem
veskerych prav dusevniho vlastnictvi ve vztahu k tomuto dokumentu,
pokud neni vyslovné uvedeno jinak. Reprodukce, prevod, rozSirovani
c¢asti nebo celého obsahu v jakékoliv podobé bez predchoziho pisemného
souhlasu spolecnosti Central European Biosystems s.r.o je zakazano.
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Protokol na syntézu 1. retézce cDNA s RNazovym

1

inhibitorem a RNazou H

Annealing random primerii na totdlni RNA

Je doporuceno, aby vstupni templat RNA byl:

nekontaminovany inhibitory reverzni transkripce a PCR reakce,
rozpustén ve vodé nebo (TE) pufru kompatibilnim s PCR reakci,
bez RNasové aktivity.

Jako vstupni mnozZstvi totalnf RNA do 20ul reakce pouZijte 1 aZ 2 pg této RNA.

1.1

1.2

2.2

Pfed provedenim samotné reakce nechte rozmrazit komponenty kitu pri
4 °C.

V tomto kroku dochazi k nasednuti random primerti na templat.

Do sterilni zkumavky pripravte reak¢ni smés smichanim sloZek podle tab. I,
dopoctéte objem komponent potiebnych k pripravé 10pl reakce.

Reak¢ni smés pripravujte na ledu.

Tabulka I: Priprava reakéni smési

Reagencie MnoZstvi [ul]
random-primery (6,25x) 1,6
totalni RNA (1 az 2 pg) X
Rnase-free voda 10-x-1,6
Celkovy objem reakce 10

Reak¢ni smés promichejte jemnym pipetovanim tak, aby nedochazelo ke
vzniku bublin a uzavrete. Mikrozkumavku kratce stocte.

Zkumavku s reakéni smési vloZte do PCR cycleru stermalnim blokem,
reakci proved'te za nasledujicich podminek:
i.  Inkubace pti 70 °C, 5 minut (zapnuté vyhtivani vicka termobloku).

ii. Inkubace pfi 4 °C, 1 minutu.

Reverzni transkripce 1. retézce cDNA

Reakéni smés pro reverzni transkripci ptipravte na ledu podle tabulky II
smichanim komponent do sterilni zkumavky.
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Tabulka II: Priprava reakéni smési (pro celkovou 20pul reakci)

Reagencie mnozstvi [pl]

10x M-MuLV pufr

M-MuLV reverzni transkriptaza
Smés dNTP (20x)

RNAse inhibitor

RNAse-free voda

Reakéni smés z bodu 1 10

[3) IS N

Celkovy objem 20

Reakéni smés promichejte jemnym pipetovanim tak, aby nedochazelo ke vzniku
bublin a uzaviete vickem. Mikrozkumavku kratce stocte, aby se na dno dostal
cely jeji obsah.

2.1 Mikrozkumavku s reakéni smési umistéte do PCR cycleru s termalnim
blokem a spust'te reakci podle nastavent:
i.  Inkubace pti 25 °C, 10 minut.

ii. Inkubace pii 42°C, 60 minut (se zapnutim vyhfivani vicka
termobloku).

iii. Inkubace pfi 70°C, 15 minut (se zapnutim vyhfivani vicka
termobloku).

iv.  Inkubace pfi 4 °C, 1 minutu.

2.2 Pro odstranéni RNA ptidejte 1 ul RNAzy H, kter4 je soucasti soupravy.

Reak¢ni smés nasledné vratte do PCR cykleru a inkubujte pri 37 °C, 20
minut.

2.3 20 pl ziskané cDNA uchovejte pti 2 aZ 8 °C kratkodobé pti pouZiti do 24
hodin. Dlouhodobé uchovavejte pri teploté v rozmezi od -15 °C do -20 °C.

2.4 Pred pouZitim pro kvantitativni real-time PCR doporucujeme cDNA 1x az
4x zredit.



Navod na reSeni potiZzi
Problém
maly vytéZzek reakce

neni zjistén zadny produkt
reakce

kontaminace reagencii
(primery, cizorodou NK,
chemickymi ¢inidly)
vzduchové bubliny v reak¢nim
mixu

Prilohy

Mozna pricina

pravidelné nerevidovany
PCR cycler

prili$ nizké vstupni
mnoZstvi totalni RNA
denaturovana/zneciSténa
vstupni RNA

nizka koncentrace/nizka
kvalita vstupni RNA

chyba pfi pipetovani
nebo nedodrzeni
spravného pracovniho
postupu

teplota reakce reverzni
transkripce

nesterilni podminky pii
manipulaci se soupravou

prudké
michani/vortexovani
mixu
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Reseni

optimalizace teplot a délky reakci
pro dany piistroj

pouziti koncentrace RNA
doporucené v protokolu

manipulace s RNA ve sterilnim
prostiedi na oddéleném misté od
jinych NK a reagencii, omezeni
poctu zmrazovani/rozmrazovani
opakovana izolace RNA z
primarniho vzorku

kontrola pouzitého pristrojového
vybaveni, zopakovani pokusu,
kontrola koncentraci a
skladovacich podminek vSech
reagencii

kontrola teploty termoblocku pri
prestupu teploty do kapaliny
prace v oddélenych prostorech
urcenych pro pre- a post-PCR
aplikace; alikvotace
dlouhodobéjsi centrifugace v
chlazené minicentrifuze



