ABScript Il One Step RT-
gPCR Probe Kit

Catalogo: RK20407
Tamario: 20 RXN/100 RXN (50 pl / RXN)
Componentes:
2X One Step RT-gPCR
Probe Buffer
OneStep Probe HS Taq RM21463
ABScript Il RT Enzyme Mix | RM21464

RM21462

50X ROX Dye | RM21465
50X ROX Dye |l RM21466
Nuclease-free H20 RM20214

Descripcion del Producto:

ABScript 1l One Step RT-qPCR Probe Kit es un
producto que permite la transcripcion inversa y
posterior del PCR cuantitativo en un solo tubo.
Contiene todos los componentes para PCR
cuantitativo en tiempo real excepto los
cebadores, probetas y moldes de ARN. El
formato de un solo paso mejora
significativamente la sensibilidad y previene
eficazmente la contaminacién. La transcriptasa
inversa ABScript Il en el kit proporciona una
transcripcion inversa confiable a un amplio
rango de plantillas de ARN. Después de revertir
la transcripcion, la version inici6 rapido [Hot-
start] de Taq polimerasa se activa a temperatura
de 95°C con el ABScript Il inverso al mismo
tiempo que la transcriptasa se inactiva
simultdneamente. En la reaccion de PCR
secuencial, la actividad de exonucleasa en la
cola 5'-3' de la Taq polimerasa divide a la
probeta hibrida, separando al colorante reporte

del colorante inhibidor y liberando sefial
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®
AB I Technology I

fluorescente. El Kit de Probeta de Un Paso
ABScript Il para RT-qPCR es un producto ideal
para analisis de alta velocidad de muestra de
ARN de entrada baja.

Componentes del producto:

Componentes 20 RXN 100 RXN
2X One Step RT-gPCR

Probe Buffer* 500 ul 1.25mlx 2

OneStep Probe HS Taq 20 pl 100 pl
ABScript Il RT Enzyme Mix** 20 pl 100 pl
50X ROX Dye [*** 20 pl 100 pl
50X ROX Dye |[** 20 ul 100 pl
Nuclease-free H,O 500 pl 1.25mlx 2

* Contiene dNTP, Mg2+, etc.*

** Contiene transcriptasa inversa ABScript I, Inhibidor de
ARNasa**

*** Tinte de referencia pasivo para normalizar las sefiales de

fluorescencia***

Almacenamiento:
Una vez recibido, almacenar todos los

componentes a temperatura de -20 °C.

Instrumentos compatibles:

50X ROX Dye |

Applied Biosystems 7000/7300/7700/7900,
Applied Biosystems StepOne™/StepOnePlus™
50X ROX Dye I

Applied Biosystems 7500/ViiA7™,
QuantStudio™, Stratagene Sistemas de PCR en

tiempo real, Rotor-gene™ 3000

Unicamente para fines de investigacion. No recomendado para fines
terapéuticos o de diagndstico en humanos o animales.
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No ROX Dye 6. Solo se recomiendan cebadores especificos

Bio-Rad iCyclers/ CFX96/ CFX 384, Roche Light de genes. Los cebadores aleatorios y los
Cyclers®, Sistemas QIAGEN/Corbett, Eppendorf cebadores Oligo dT NO son recomendado
Mastercyclers® en la reaccién de transcripcion inversa.

7. Lalongitud 6ptima del amplicon es entre 70
Material adicional: Requerido pero no y 200 pb para condiciones generales de
suministrado(] ciclismo.

1. Plantillas, cebadores y probetas con ARN.

2. Tubos, placas y sellado de qPCR de grado Protocolo:
6ptico peliculas y puntas de pipeta Prepare los materiales antes de la configuracion
resistentes a los aerosoles. de la reaccion:

e Pipeta, punta de pipeta resistente a

Precauciones: aerosoles, bloques frios de hielo
1. Descongele completamente el amortiguador e Cebadores y probetas de expresion
de la probeta del Kit RT-gPCR 2X One Step gendmica
antes de usar. Mezcle bien con la sustancia e Plantillas de ARN
amortiguadora [buffer] y evite directamente e Tubos de ensayo [EP] sin ARNasa de
la luz solar. 1.5 ml, tubos PCR en tiempo real y
2. Determinar el nUmero total de reacciones platos.
requeridas y preparar la mezcla maestra. Se Experimento de configuracion de kit RT-
recomiendan repeticiones triples para cada gPCR de un paso
reaccion. 1. Componentes para el nUmero de
3. La mezcla de enzimas ABScript Il RT de un reacciones requeridas.
solo paso y la probeta con Taq polimerasa Componentes Volumen Volumen
contienen una alta concentracion de 2X One Step RT-gPCR 10 25 4l
. i Probe Buffer
glicerina. Se deben mezclar suavemente
OneStep Probe HS Taq 0.4 pl 1l
antes de usar sin generar burbujas de aire. ABSCript Il RT Enzyme Mix 0.4 o
Girar brevemente para recoger todo el O0.4plcada 1 plcada
) Cebador directo (10 uM) *
contenido de la probeta hasta el fondo. uno uno
. . 0.4 pl cada 1 pl cada
Después de su uso, devuélvalo a Cebador inverso (10 uM) *
uno uno
o :
temperatura de -20 ° C inmediatamente. R 04 cada  1uicada
4. De ser necesario, utilice puntas de pipeta robeta TagMan (10 M) uno uno
resistentes a los aerosoles y microtubos 50X ROX Dye (segtn lo 0.4l 1y
para minimizar la contaminacion. requiera guia del
. . instrumento)
5. Se recomiendan plantillas de ARN de alta
ARN Total** Hasta 2 pl Hasta 5 pl
calidad para resultados 6ptimos. RNase-free H,O Hasta 20 pl  Hasta 50 pl
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* Se recomienda una concentracion final de cebador de 0.2
UM para la mayoria de las reacciones, sin embargo, para
optimizar la reaccion individual, una cartilla puede realizar
una titulacion de 0.1 uM a 1.0 uM.

Lo ideal es que los productos de PCR amplificados estén en
el rango de 70 - 200 pb.

** Use 15 pg~150 ng de plantilla de ARN en una reaccion de
20 pl.

*** Se recomienda una concentracion de probeta de 50-250
nM.

Programa optimizado kit de un paso de RT-

gPCR:

Paso Temperatura Tiempo Ciclos
Transcripcién )
42°C 5 minutos 1

Inversa
Activacion de

. 95°C 3 minutos 1
polimerasa
Desnaturalizacion, 95°C 5-15s
recocido 40

., 60°C 30-34s

y extension

*El tiempo de extension debe ajustarse al tiempo minimo
requerido para la adquisicién de datos segun las pautas
marcadas por el instrumento de gPCR. (30 s para Applied
Biosystems StepOnePlusTM, 31 s para Applied Biosystems
7300y 34 s para Applied Biosistemas 7500)

2. Analisis de datos
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Imagen 1: Graficas de amplificacion que comparan ABScript
I One Step Kit de sonda RT-qPCR y el kit de RT-gPCR de
un solo paso de la empresa ‘T". El ARN total de rata en una

dilucién de diez veces de 150 ng a 15 pg fue utilizado como

Email: service@abclonal.com
Para mas informacién, visita www.abclonal.com

plantilla. Se ejecutaron programas idénticos de RT-qPCR
con Applied Biosystems StepOnePlus™ para detectar el VIC
fluorogénico en la investigacion. El kit ABclonal superd al kit

de la competencia ‘T’ con mayor sensibilidad de deteccion.
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Imagen 2: Graficos de amplificacién que comparan ABScript
Il One Step Kit de sonda RT-qPCR y kit de RT-gPCR de un
solo paso de la empresa ‘T'. El ARN total de rata en una
dilucién de diez veces de 150 ng a 15 ng fue utilizado como
plantilla. Se ejecutaron programas idénticos de RT-qPCR
con Applied Biosystems StepOnePlusTM para detectar FAM
fluorogénico en la investigacion. El kit ABclonal superd al kit

de la competencia ‘T’ con mayor sensibilidad de deteccion.

Unicamente para fines de investigacion. No recomendado para fines
terapéuticos o de diagndstico en humanos o animales.
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