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Fast MW\ Probe Multiplex OneStep RT-qPCR Kit

Fast MM Probe Multiplex OneStep RT-gPCR Kit to jednoetapowy zestaw, ktéry zapewnia doktadng ocene
ilosci czasteczek RNA podczas analizy ekspresji gendéw, przy uzyciu podwdjnie znakowanych sond obecnych
w tatwej do uzycia mieszaninie reakcyjnej (MM - ang. Master Mix). MM zawiera wszystkie sktadniki niezbedne
do wydajnej reakcji RT-gPCR wraz z unikalng odwrotng transkryptaza, wysoce procesywna polimeraza Taq
DNA typu ,hot start” oraz barwnikiem referencyjnym ROX.

Fast M\ Probe Multiplex OneStep RT-qPCR Kit

Zawartos¢ zestawu:
Nr kat. Nr kat.
E0830-01 E0830-02
Sktadniki 100 reakcji po 25 pl 500 reakcji po 25 pl
2 x RT-gPCR Fast MM* 2 x 625l 10 x 625 ul
RNase-free Water 1,2 ml 5x1,2 ml
Przechowywanie:

Zestaw nalezy przechowywac w -20°C.

*Nalezy unika¢ wielokrotnego rozmrazania i zamrazania (>2), poniewaz moze to wptyna¢ negatywnie na czutos¢
reakcji. Odczynnik nalezy zamrozi¢ w mniejszych porcjach, jesli jest uzywany tylko sporadycznie.
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Opis:

2 x RT-gPCR Fast MM jest uniwersalnym
rozwigzaniem do ilosciowej reakcji RT-gPCR
z uzyciem specyficznych wzgledem sekwencji sond
i moze by¢ stosowany w wiekszos$ci dostepnych
termocykleréw.

2 x RT-gPCR Fast MM zawiera unikalng odwrotna
transkryptaze o wysokiej czutosci, polimeraze Taq
DNA typu ,fast” oraz inhibitor RNaz.
Odwrotna transkryptaza dziata w
zakresie temperatur (35-55°C) bez
specyficznosci i czutosci.

Synteze cDNA i reakcje PCR przeprowadza sie w

szerokim
utraty

jednej probdéwce przy uzyciu specyficznych
starteréw oraz RNA albo mRNA.
Polimeraza Taq DNA typu ,hot start” jest

modyfikowanym enzymem o zablokowanej
w temperaturze pokojowej aktywnosci polimerazy.
Aktywnosé¢ polimerazy przywracana jest podczas
wstepnego etapu denaturacji w 95°C przez
10 minut.

2 x RT-gPCR Fast MM zawiera dNTPs i barwnik
ROX. Uzycie pasywnego barwnika referencyjnego
ROX jest wymagane we wszystkich cyklerach PCR
W czasie rzeczywistym z Applied Biosystems
i opcjonalnie w cyklerach Stratagene. Barwnik ROX
kompensuje zmiany sygnatu fluorescencji miedzy
studzienkami wynikajgce z niewielkich réznic
w objetosci reakgji i fluktuacji fluorescenciji.

ROX nie bierze udziatu w reakcji PCR i nie zaktéca
reakcji PCR w czasie rzeczywistym w zadnym
termocyklerze.
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Protokét:

Sktadnik

llos¢ w reakgiji

Stezenie koricowe

2 x RT-gPCR Fast MM 12,5 ul 1x
Starter forward Zmienna 0,2-0,4 uM
Starter reverse Zmienna 0,2-0,4 uM
Sonda Zmienna 0,1-0,2 uM
Matryca RNA Zmienna 1 pg-500 ng
RNase-free Water Do 25 ul -
Catkowita objetos¢ 25 ul -
Uwagi:
1. 2 x RT-gPCR Fast MM nalezy przed uzyciem rozmrozi¢ 8. Odwrotna transkryptaza dziata w szerokim zakresie

i delikatnie wymiesza¢ za pomoca pipety. Reakcje
nastawia¢ na lodzie oraz ogranicza¢ doptyw Swiatta,
poniewaz moze to wptyna¢é na zmniejszenie
intensywnosci sygnatu fluorescencji. Unika¢
wielokrotnego rozmrazania i zamrazania 2 x RT-gPCR
Fast MM.

. Reakcje nalezy nastawia¢ w 25 pl, poniewaz jest to
odpowiednia  objetos¢  reakcji dla  wiekszosci
termocykleréw. Inna objeto$¢ reakcji moze by¢
stosowana, jesli zalecane jest to dla konkretnego
urzadzenia.

. Optymalna dtugos¢ amplifikowanej sekwencji w reakcji
RT-gPCR przy uzyciu sond to 70-150 bp.

. Aby unikng¢ amplifikacji genomowego DNA nalezy
zaprojektowac startery egzon-egzon.

. Reakcje nalezy nastawiac na lodzie, aby zminimalizowac¢
degradacje matrycy RNA.

. RNA (<500 ng/reakcje) powinno by¢ dodawane do
pojedynczej probéwki z reakcja PCR lub do dotkéw
zawierajacych catg mieszanine reakcyjng. Nalezy krétko
zwirowaé¢ wszystko przed umieszczeniem probowek
w termocyklerze. Sprawdzi¢ czy nie ma pecherzykéw
powietrza, jesli sa, to nalezy zwirowac ponownie.

. Umiescic¢ probki w termocyklerze i rozpocza¢ program.

10.

11.

12.

13.

temperatur (35-55°C). Rekomendowana temperatura
dla  odwrotnej transkryptazy to 50°C. Dla
poszczegdblnych eksperymentéw temperatura moze
zostac zmieniona.

2 x RT-gPCR Fast MM ma zoptymalizowany sktad i nie
ma potrzeby dostosowywania zadnego skfadnika poza
starterami, sondami i stezeniem RNA.

Optymalne koncowe stezenie starteréw powinno
wynosi¢c 0,4 uM, ale moze by¢é dostosowane
w zaleznosci od potrzeb w zakresie od 0,1 uM do 1 pM.
Woraz ze wzrostem stezenia starterow moze zwiekszy¢
sie wydajno$¢ reakcji PCR, ale moze to negatywnie
wptynaé na specyficznos¢ reakcji RT-gPCR. Optymalne
stezenie starteréw zalezy od poszczegdlnej reakcji
i urzadzen stosowanych do reakcji PCR w czasie
rzeczywistym.

Optymalna temperatura topnienia (T,) starterow
powinna wynosi¢ 60°C. T, podwdjnie znakowanych
sond powinna by¢ o 8-10°C wyzsza od T, starteréw.
Dostosowa¢ wartos¢ progowg do analizy kazdego
cyklu.

Unika¢ nukleotydu G na 5-koficu w podwodjnie
znakowanych sondach, poniewaz moze to powodowac
wygaszenie sygnatu fluorescencji.
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Warunki reakcji PCR:

Etap Temperatura Czas llos¢ cykli
Odwrotna transkrypcja 50°C 10 min 1
Denaturacja wstepna 95°C 2 min 1
Denaturacja 95°C 5s

40-45
Przytaczanie/wydtuzanie 60°C 30s
starterow
Chtodzenie 4°C [ 1
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