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Probe Multiplex OneStep RT-qPCR kit

Zestaw Probe Multiplex OneStep RT-qPCR umozliwia przeprowadzenie jednoetapowej reakcji RT-gPCR
i doktadng ocene ilosciowa RNA w przypadku analizy ekspresji genéw z uzyciem podwdjnie znakowanych
sond. Zestaw zawiera unikalng odwrotng transkryptaze i wysoce wydajng polimeraze DNA tiTaq w fatwym
do uzycia formacie.

Probe Multiplex OneStep RT-qPCR kit

Sktadniki zestawu

Nr kat. Nr kat.
E0819-01 E0819-02
Sktadnik 100 reakcji 25 pl 500 reakcji 25 pl
4 x Buffer Mix * 650 ul 5x 650 ul
Enzyme Mix 100 pl 500 pl
RNase-free Water 1500 pl 5x 1500 pl

Przechowywanie: -20°C.

*Nalezy unikaé¢ wielokrotnego rozmrazania i zamrazania (wiecej niz 4 razy), poniewaz moze to zmniejszy¢
czutos¢ testu. Sktadnik powinien zosta¢ zamrozony w mniejszych porcjach, jesli jest uzywany tylko
sporadycznie.
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Opis zestawu:

4 x Buffer Mix to uniwersalna mieszanina
odczynnikéw do przeprowadzania ilosciowej
reakcji RT-qPCR z uzyciem sond specyficznych dla
sekwenciji, ktéra moze byc¢ stosowana w wiekszosci
dostepnych cykleréw “real time PCR”.

Enzyme Mix zawiera unikalng, bardzo czutg
odwrotng transkryptaze, polimeraze DNA tiTaq
i inhibitor RNaz.

Odwrotna transkryptaza dziata w
zakresie  temperatur 35°-55°C  bez
swoistosci i czutosci.

Synteza cDNA i reakcja PCR przy uzyciu starteréow
specyficznych dla genu i catkowitego RNA Iub
MRNA s3 przeprowadzane jednocze$nie w jednej
mieszaninie reakcyjne;.

szerokim
utraty

Polimeraza DNA tiTag to zmodyfikowany enzym

Zalecane ilosci barwnika ROX dla cykleréw PCR

typu ,hot start”, ktéry wykazuje bardzo silng
inhibicje aktywnosci polimerazy w umiarkowanych
temperaturach. Aktywno$é zostaje przywrécona
podczas  poczatkowego  etapu  denaturacji
w temperaturze 95°C przez 2-5 minut.

4 x Buffer Mix zawiera dNTP.

Dostepne sg dwa warianty zestawu: bez ROX oraz
z roztworem ROX (dostarczany oddzielnie).
Stosowanie pasywnego barwnika referencyjnego
ROX jest konieczne w przypadku cykleréw firmy
Applied Biosystems i opcjonalnie w cyklerach firmy
Stratagene. ROX kompensuje zmiany sygnatu
fluorescencyjnego miedzy dotkami z powodu
niewielkich réznic w objetosci reakcji i fluktuacjach
fluorescencji. ROX nie bierze udziatu w reakcji PCR
i nie zaktéca reakcji PCR. Ponizsza tabela
przedstawia zalecane ilosci barwnika ROX (25 uM)
wymagane dla konkretnego cyklera PCR.

lloé¢ ROX na Koncowe stezenia
Urzadzenie 25 ul reakcji barwnika ROX
Applied Biosystems:
7300, 7900HT, StepOne, A=l =55
StepOnePlus, ABI PRISM =M n
7000 and 7700
Applied Biosystems:
7500, ViiA 7, 0.5 ul
Stratagene: 10 x rozcienczony 50 nM
Mx3000P, Mx3005P, (w wodzie)
Mx4000

Bio-Rad, Roche, Corbett,

Eppendorf, Cepheid, etc.
Nie jest wymagany
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Protokét:

Sktadnik reakgcji

Objetos¢ na reakcje

Stezenie koricowe

1x
4 x Buffer Mix 6.5 ul
4 mM MgCl,
Starter 1 zmienna 0.2-0.4 uM
Starter 2 zmienna 0.2-0.4 uM
Sonda zmienna 0.1-0.2 uM
Matryca RNA zmienna 1 pg-500 ng
Enzyme Mix 1ul 1 wl na reakcje
RNase-free Water do 25 ul -
Objetosc reakgji 25 ul -
Uwagi:
1. Podczas przygotowywania reakcji Enzyme Mix powinno 8. Temperatura zalecana dla reakcji odwrotnej transkrypcji

trzymaé sie na lodzie. Dodatkowo nalezy ograniczy¢
ekspozycje na Swiatto w trakcie przygotowywania
reakcji z sondami, aby unikna¢ utraty intensywnos$ci
sygnatu fluorescencyjnego. Zalecane jest ograniczenie
cykli rozmrazania i zamrazania 4 x Buffer Mix.

Po rozmrozeniu 4 x Buffer Mix, roztwér nalezy
delikatnie  wymiesza¢  przed uzyciem  poprzez
pipetowanie.

W przypadku wiekszosci cykleréw nalezy stosowad
objetos¢ reakcji 25 ul. Inne objetosci reakcji mogg by¢

uzyte, jedli sa zalecane przez producenta dla
konkretnego cyklera.
Optymalna dtugos¢ amplikonu w reakcji RT-gPCR

z uzyciem sond wynosi 70-150 pz.

Aby unikng¢ amplifikacji genomowego DNA startery
nalezy zaprojektowa¢ do sekwencji z eksonéw (ang.
exon-exon primers).

Reakcje RT-gPCR powinno przygotowywac sie na lodzie
w celu ograniczenia degradacji matrycy RNA.

Matryce RNA (<500 ng/reakcje) nalezy dodac
do poszczegdlnych probéwek PCR lub dotkéw w ptytce,
zawierajacych cata mieszanine reakcyjna. Przed
umieszczeniem w cyklerze nalezy cato$¢ krétko
zwirowaé, aby pozby¢ sie pecherzykéw powietrza. Jezeli
pozostaty jeszcze pecherzyki zaleca sie powtdrzenie
wirowania.

10.

11.

12.

13.

to 50°C. Dla niektérych reakcji, w szczegdlnych
przypadkach temperatura moze zostaé zmieniona.

. Standardowe stezenie MgCl, w reakcji RT-gPCR wynosi

4 mM (stezenie koncowe uzyskane w reakcji po
zastosowaniu 4x Buffer Mix), w wiekszosci przypadkow
to stezenie daje optymalne wyniki. Jednakze, jesdli
wymagane jest wyzsze stezenie MgCl,, nalezy
przygotowa¢ MgCl, o stezeniu 25 mM i dodad
do reakgji.

Stezenie startera na poziomie 0.4 uM jest zazwyczaj
optymalne, ale mozna je indywidualnie zmieniac¢
w zakresie od 0.1 uM do 1 uM. Zalecane stezenie
poczatkowe to 0.4 uM. Zwiekszenie stezenia starteréw
moze zwiekszy¢ wydajnos¢ PCR, ale negatywnie
wptyngé na specyficzno$¢ RT-PCR. Optymalne stezenie
startera zalezy od indywidualnej reakcji
i zastosowanego cyklera PCR.

Optymalna temperatura topnienia (Tm) dla starteréw
powinna wynosi¢ okoto 60°C. Tm podwdjnie
znakowanych sond powinno by¢ o 8-10°C wyzsze niz
Tm starteréw.

Dla kazdego przebiegu reakcji w cyklerze nalezy
ustawi¢ wartos$¢ progows analizy (ang. threshold value).
Nalezy unika¢ G na koncu 5' podwdjnie znakowanej
sondy, poniewaz skutkuje to wygaszaniem sygnatu
fluorescencyjnego.
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Rekomendowany program:

Etap Temperatura Czas llos¢ cykli
Odwrotna transkrypcja 50°C 15 min 1
Poczatkowa denaturacja 95°C 2 min 1
Denaturacja 95°C 10s

40-45
Annealing/Extension/ 60°C 40-60s
pomiar fluorescencji
Chtodzenie 4°C Nieokreslony 1
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