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Verséo: 2/2024

1- Descricdo

A Transcriptase Reversa M-MLV pht contém todos os componentes necessarios para a conversdo de RNA em
cDNA de fita simples. Essa enzima foi modificada para possibilitar atividade RNase H reduzida e maior
termoestabilidade. O produto gerado pode ser utilizado em andlises de microarranjos de DNA, rea¢des de PCR,
gPCR, TagMan-PCR, outras variacOes da técnica de PCR, estudos de expressdo génica e epidemiologia.

2- Apresentacao
Composicéo Cadigo
RT Buffer (5X) Z21
Transcriptase Reversa M-MLV (200 u/uL) Z2
DTT 100 mM R14

Tipo de produto final: cODNA
Tipo de amostra: RNA purificado
Técnica: Transcrigdo reversa de RNA com a producgao de cDNA

3- Condicdes de armazenamento e transporte

- A Transcriptase Reversa M-MLV da pht pode ser transportada refrigerada em gelo gel ou em temperaturas
inferiores. Manter ao abrigo da luz e umidade.

- A temperatura de armazenamento deve ser de -20 °C
4- Medida de segurancga

Para informacOes sobre biosseguranca e orientagfes em casos de acidentes com o produto, consulte a Ficha de
Dados de Seguranca (FDS), disponivel por meio do Servico de Atendimento ao Consumidor (SAC) da Phoneutria
Biotecnologia e Servicos. O contato pode ser feito pelo e-mail pht@phoneutria.com.br ou pelos telefones (31)
99585-3050 e (31) 3427-6413.

5- Protocolos de sintese

ITEM 6: (Protocolo de Sintese de cDNA sem desnaturacgéo)

O protocolo do item 6 pode ser utilizado na maioria das reac@es, pois trata-se de um procedimento mais rapido e
pratico. Entretanto, quando o RNA alvo possui uma alta estruturagdo secundaria e/ou alta concentracdo de C e G,
a formacéo de cDNA pode ser dificultada.

OBS: NAO E RECOMENDADA A UTILIZACAO DESTE PROTOCOLO (Item 6) QUANDO UTILIZADO
PRIMERS RANDOMICOS OU OLIGO(dT). PARA ESSAS CONDICOES, UTILIZE O PROTOCOLO DO ITEM 7.
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ITEM 7: (Protocolo de Sintese de cDNA com desnhaturacao)
O protocolo do Item 7 pode ser utilizado para qualquer tipo de reacdo de sintese de cDNA, incluindo as que
possuem RNA alvo com uma alta estruturacdo secundaria e/ou alta concentracdo de C e G.

6- Protocolo de Sintese de cDNA (sem desnaturacdo do RNA)

1. Prepare uma reacdo com volume final de 20 pL adicionando os seguintes reagentes:

Reagente Volume
RT Buffer (5X) 4 ulL
Primer(s) reverso(s) (5 a 10 uM) 1L
DTT 100 mM 1puL
dNTP 10 mM cada** 1L
Transcriptase Reversa M-MLV (200 u/uL) 1L

RNA molde* lalOuL

Agua ultrapura** Completar o volume para 20 puL

**Qs primers, dNTP, RNA molde e 4gua ultrapura nao sdo fornecidos neste Kkit.

2. Coloque o tubo ou placa no termociclador com o seguinte programa:

Etapa Temperatura/Tempo
Transcrigdo reversa 50 °C por 30-60 min (quando utilizado primer reverso ao RNA alvo)
Inativacdo da RT 90 °C por 5 min
g?#%rgii:ador a retirada do 415 °C o

3. O cDNA esta pronto para ser utilizado ou estocado a -20 °C para uso futuro. Utilize entre 2,5 pL e 5 pL do
cDNA produzido. O excesso de cDNA sem purificacdo pode inibir a reacdo da PCR.
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7-

Transcriptase Reversa M-MLV

Protocolo de Sintese de cDNA (com desnaturacdo do RNA)

1. Prepare uma reacdo com volume final de 13 pL adicionando os seguintes reagentes:

Céd: KZ2
Versao: 2/2024

Oligo(dT)20 100 pM

Ou

Reagente Volume
RNA molde 1al0puL
Primer(s) reverso(s) (5 a 10 uM)
Ou
Primers randomicos 100 uM 1L

Agua ultrapura

Completar o volume para 13 puL

2. A reacdo deve ser incubada (recomendamos o uso do termociclador) com o seguintes tempos e temperaturas:

80 °C

2 min

4°C

3 min

3. Adicione para cada reacdo os reagentes indicados abaixo. O volume final de cada reacdo passara a ser de 20

ML.

Reagente Volume
RT Buffer (5X) 4 ulL
DTT 100 mM 1puL
dNTP 10 mM cada 1L
Transcriptase Reversa M-MLV (200 u/uL) 1L

4. Coloque o tubo ou placa no termociclador com o seguinte programa:

Etapa

Temperatura/Tempo

Transcrigdo reversa

50 °C por 30-60 min

ou

42 °C por 15-20 min
50 °C por 30—60 min

(Quando utilizado primer reverso ao RNA alvo)

(Quando utilizado primers randémicos ou Oligo-dTo)

Inativacdo da RT

90 °C por 5 min

termociclador

Aguardar a retirada do

4-15°C o

5. O cDNA esté pronto para ser utilizado ou estocado a -20 °C para uso futuro. Utilize entre 2,5 pLL e 5 pL do

cDNA produzido. O excesso de cDNA sem purificacédo pode inibir a reacdo da PCR.
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