ABScript Il RT Master Mix
for gPCR with gDNA

Remover

Catalogo: RK20429
Tamarfio: 10 RXN /100 RXN (20 pl / RXN)

Componentes:

5X ABScript Ill RT Mix | RM21478
20X gDNA Remover Mix | RM21479
Nuclease-free H20 i RM20214

Introduccion:

El kit de mezcla maestra ABScript 11l para PCR
cuantitativo en tiempo real con Eliminacion del
ADN genodmico [gDNA] contaminante del ARN
esta desarrollado en base al kit de transcriptasa
inversa de ABScript lll y es apto para PCR
cuantitativo en tiempo real [RT-gPCR] de
deteccién en 2 pasos. ElI 5X ABScript Il RT Mix
en este producto contiene todos los reactivos
necesarios para la reaccién de transcripcion
inversa. El protocolo de reaccién es simple y
puede llevarse a cabo rapidamente agregando
el ARN plantillay H20. La mezcla de
eliminacién de ADN gendmico [gDNA Remover
Mix] en este producto puede eliminar
completamente el ADN contaminado restante en
la plantilla de ARN y hacer los resultados de la
PCR cuantitativa mas precisos. La nucleasa es
sensible al calor y puede inactivarse rapida e
irreversiblemente bajo condiciones de alta
temperatura. Por lo tanto, solo se necesita una
muestra que se utilizara para iniciar la reaccién
de eliminacion del ADN gendmico contaminado

y la transcripcién inversa en el mismo tubo.
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®
AB I Technology I

Este producto esta especialmente optimizado
para gPCR. Los Cebadores aleatorios
proporcionalmente optimizados como el
Oligo(dT)20VN Primer Mix permite la sintesis de
ADN complementario para que el progreso de
cada region de la transcripcién de ARN sea
eficiente, lo que asegura la autenticidad y
constancia de los resultados de gPCR en la
mayor medida posible.

Los productos de transcripcién inversa son
compatibles con SYBR Green y la probeta
gPCR.

Se puede utilizar en combinacién con los
reactivos correspondientes dependiendo de la
investigacién para fines experimentales en
andlisis de expresion de genes de alto

rendimiento.

Componentes del producto:

Componentes 10 RXN 100 RXN
5X ABScript Ill RT Mix * 40 pl 400 pl

20X gDNA Remover Mix 10 ul 100 pl
Nuclease-free H,O 125ml 1.25mlx2

* 5X ABScript Ill RT Mix contiene ABScript Il Transcriptasa
inversa, inhibidor de RNasa, dNTP, aleatorio, cebadores en
mezcla de Oligo (dT)20VN, etc.

** Ademas de la transcriptasa inversa ABScript Ill, el 5x
Transcriptasa inversa Mix contiene los mismos componentes
que la mezcla de 5x ABScript lll, que se utiliza como control

negativo de el proceso de Transcripcion inversa.

Almacenamiento: a temperatura de -20 °C.

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

1.

Centrifaguelos brevemente asegurandose
gue la mezcla no se estanque hasta el
fondo del tubo y pipetear suavemente para
mezclar antes de usar.

Los cebadores [Random Primer y Oligo dT
Primer] han sido agregados a este producto,
por lo tanto, no se pueden utilizar cebadores
especificos de genes.

El producto de transcripcion inversa (ADNc)
obtenido al usar este producto solo es
adecuado para la reaccién en gPCR y no es
adecuado para la PCR de fragmentos largos
amplificacién en experimentos posteriores
como clonacion Si es necesario, puede usar
ADNc ABScript Il Kit de sintesis de primera
hebra (ABclonal RK20400) para llevar a
cabo experimentos.

Reemplace las puntas de pipeta cuando
transfiera reactivos a evitar la contaminacion

cruzada.

Requisitos:

1.

Materiales y equipo: 1.5 ml de EP sin
ARNasa tubos, tubos de PCR sin ARNasa
de 200 pL, tubos sin ARNasa Puntas de
pipeta, pipetas, instrumento PCR (y qPCR
instrumento), hielo o caja de hielo.

ARN: Se recomiendan plantillas de ARN de
alta calidad para resultados 6ptimos.
Asegurese de que el ARN no esté
degradado o contaminado antes del
experimento. Si el ARN contiene una
estructura secundaria compleja o un alto
contenido de Guanina-Citosina [GC], puede

ser incubado a 65 °C durante 5 minutos (e
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inmediatamente se debe colocar en hielo)

antes de la transcripcion inversa.

Protocolo:
1. Transcripcion inversa:

1.1. Agregue los componentes a la probeta
de PCR libre de ARNasa en hielo de
acuerdo con las siguientes
recomendaciones: Mezclar

adecuadamente y centrifugar

brevemente.
Componentes Volumen
5X ABScript Il RT Mix 4 pl
20X gDNA Remover Mix 1l
ARN Total 1 pg-1 ug
Nuclease-free H,O Hasta 20 pl

1.2. Procedimiento de reacciéon de

transcripcion inversa

Temperatura Tiempo
37°C 2 minutos
55°C 15 minutos
85°C 5 minutos
4°C Se mantuvo

* El producto se puede aplicar inmediatamente a una
reaccion posterior de la PCR cuantitativa, o se puede
almacenar a temperatura de -20 °C. Evite congelar y
descongelar los reactivos de manera repetida.

2. gPCR: Lo siguiente es después de usar este
producto para transcripcion inversa,
seleccione 2X Universal SYBR Green Fast
Reactivo gPCR Mix (ABclonal RK21203)
para realizar la reaccion gPCR en
StepOnePlus Real-Time en el equipo de
PCR.

* Lea el manual de operacion del instrumento antes de

realizar el experimento.

2.1. Sistema de reaccién gPCR (Tome 20

pL como ejemplo)

Componentes Volumen
2X SYBR Green Fast gPCR Mix 10 pl

Unicamente para fines de investigacion. No recomendado para fines
terapéuticos o de diagndstico en humanos o animales.
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Producto de ADNc (liquido de reaccion de  x pl*
RT)

Cebador Directo (10 pM) 0.4 pl
Cebado Inverso (10 uM) 0.4l
Nuclease-free H,O Hasta 20 pl

*Se sugiere que el volumen de la plantilla no exceda el 1/10
del volumen de la reaccion de gPCR, o el Se utiliza H,O
libre de nucleasas para diluir el producto de ADNc (RT

liquido de reaccién) y luego agregar al sistema de reaccion.

2.2. Procedimiento de reaccion de gPCR

(dos pasos)

Paso Temperatura Tiempo Ciclos
Etapa 1 95°C 3 minutos 1
95°C 5 seg
Etapa 2 40
60°C 30 seg

Curva de fusién (configuracion automatica del instrumento)

3. Anadlisis de resultado: La curva de
amplificacién y la curva de fusion de la PCR
cuantitativa fueron confirmadas después de
la reaccién, y posteriormente la curva
estandar se realiz6 para el analisis
cuantitativo. El método de analisis se realiza
de acuerdo con el manual del equipo de

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