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Tbh Reverse Transkrcipbase

(Thecmus Ehermophilus)

Thermus thermophilus Reverse Transkriptase katalysiert die reverse Transkription von RNA zu
cDNA bei erhdhten Temperaturen in Anwesenheit von Mn?* und katalysiert in der Gegenwart von
Mg?*-lonen die Polymerisation von DNA.

TEh Reverse Transkriptase
(Thermus thermophilus)

Artikel Nr. Groke Beschreibung:
E1374-01 100 Einheiten > Geeignet flr die Synthese von DNA bei hohen Temperaturen (2).
£1374-02 500 Einheiten > Synthetisiert :DNA aus RNA. (3] '
> Reverse Transkriptase-Aktivitat bei Hochtemperaturen (3).
> Minimiert Probleme, die durch starke sekundare Strukturen der RNA verursacht
Definition der Einheit: Eine Einheit ist die Menge des werden.
Enzyms, die erforderlich ist, um 1 nmol dTTP in 10 > Kann fir effiziente PCR aus DNA verwendet werden, die problematische sekundére
Minuten bei 50°C in die saureunlésliche Form (4) zu Strukturen enthalt.
tberfiihren. > Anwendbar in RT-PCR; dasselbe Enzym wird sowohl fir die reverse Transkription als
anschlieend auch zur Amplifikation des erhaltenen cDNA-Templates verwendet werden
Lagerbedingungen: (3).
Lagerung bei -20°C > Widerstandsfahig gegen Hemmstoffe der Amplifikation, die in Template-DNA aus
problematischen Praparationen enthalten sein kénnen (4,5).
M 1
Tth - RT-PCR, Beispiel-Protokoll
RT:
Komponente Endkonzentration / -menge Volumen je Reaktion
10 x Tth RT Puffer 1x 1x
dNTP Mix [5 mM je dNTPT** 0.25 mM 1
Reverser Primer [10 uM] 20 pmol 2 I
1xTthRT(5U/uD) 0.25 U/l 1pl
MnCl2 [50 mM] 2mM 0.8 pl
Template RNA 5ng-1ug Variable
H=0 @20yl

Inkubation fir 3 min bei 53°C (Primer-Annealing, die genaue Inkubationstemperatur ist Primer-
abhangig). Anschliekend 10 - 20 min bei 70°C inkubieren. Danach 80 ul PCR-Mix zufigen.

PCR:

Komponente Endkonzentration / -menge Volumen je Reaktion
EGTA 0.75 mM leul
10 x Puffer Pol A 1x 8 ul
dNTP Mix [S mM je dNTPT** 0.2mM 3.2
Vorwérts-Primer [10 uM] 80 pmol 8 ul*
Reverser Primer [10 pM1 100 pmol 10 p*
MgClz 2mM 3.2ul
H=0 @80ml

*je nach Konzentration der Stammlésung. ** z.B. dNTP Mix [5 mM je dNTP], Best.Nr. E2800

Abb. RT-PCR unter Verwendung von Tth Reverse
Transcriptase
M - Perfect Plus 1 kb DNA Ladder (EURx Cat.No.

Gesamtes Reaktionsvolumen 100 pl. Das PCR-Programm sollte an die verwendeten Primer und die
DNA-Vorlage (Template) angepasst werden. Da Tth Reverse Transkriptase nach Zugabe von Mg?®" -
lonen DNA-Polymerase Aktivitat besitzt, ist es nicht notwendig, eine zuséatzliche DNA Polymerase

E3131) . hinzuzufligen. Die Polymerisations-Temperatur betrégt 72°C.

1 - 1137 nt Fragment von Sus scrofa Arginase, Bitte ber(icksichtigen Sie, dass die Prozessivitat der Tth DNA Polymerase niedrig ist. Amplikons von 2
transkribiert und amplifiziert mit Tth Reverse kb Lange kdnnen amplifiziert werden, aber geeigneter sind Zielfragmente unterhalb einer Gréfe von 1
Transcriptase. Ausgangsmaterial: ~Totale RNA, kb. Bedingt durch die Gegenwart von Mn®" - lonen, besitzt die Polymerase im Vergleich zu einer Zwei-
isoliert aus Leber unter Verwendung des EURx Schritt RT eine erhdhte Fehlerrate (1).

Universal RNA Purification Kit (Best. Nr. E3598)

Hinweis: Lagerungspuffer (Storage Buffer):

Die Enzyme Tth Reverse Transcriptase (EURx Cat.

No. 1374) und Tth DNA Polymerase (EURx Cat.No. 50 mM Tris-HCI (pH 7.5 bei 22°C), 5 mM Dithiothreitol, 0.1 mM EDTA, 50% [v/v] Glyzerin und
E1115) sind identisch. Allerdings enthalten beide Stabilisatoren.

Packungen unterschiedliche Mengen des Enzyms.
Dem zugrunde liegen unterschiedliche Definitionen
der Einheit fur beide Enzymaktivitdten: Wahrend die
Definition der Einheit in Packung Nr. E 1374 auf die
RT-Aktivitat des Enzyms abstellt, bezieht sich die
entsprechende Definition in Packung Nr. E1115 auf

10 x Reaktionspuffer:

670 mM Tris-HCI (pH 8.9 at 22°C), 166 mM Ammoniumsulfat, 0.1% Tween™20.

die DNA-Polymerase Aktivitat des Enzyms. Weiterhin Reaktionsbedingungen der Qualitatskontrolle:

enthalt Packung Nr. E1374 alle notwendigen Puffer

fir RT-PCR Reaktionen (sowohl fir den RT als auch 40 mM Tris-HCI (pH 8.5 bei 22°C), 1 mM MnClz, 1 mg/ml Rinderserum-Albumin, 10 mM Dithiothreital,
fiir den PCR-Teil des Protokolls). Packung Nr. E1115 0.5 mM [0-**P1 dTTP und 0.4 mM poly(A)-(dT)s. Inkubation bei 50°C fur 10 Minuten in einem
beinhaltet lediglich Puffer fir PCR / DNA- Reaktionsvolumen von 50 .

Polymerase Reaktionen.

Qualitatskontrolle:

Alle Chargen werden auf Endonuklease-, Exonuklease-, unspezifische RNase sowie einzel - und
doppelstrangige DNase- Aktivitaten geprift.
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