Entrans qPCR Probe Kit

Catalogo: RK21209
Tamarfio: 100 RXN /500 RXN (20 pl / RXN)

Componentes:

Entrans Taqg DNA RM21209
Polymerase (5,000 U/ml)

4X qPCR Probe Buffer RM21210
50X ROX Dye | RM21465
50X ROX Dye I RM21466

Descripcién del producto:

Kit de Sonda Entrans para PCR cuantitativo
[qPCR] esta disefiado para aplicaciones
basadas en sondas para reacciones de qPCR.
Contiene todos los componentes necesarios
para una reaccion de gPCR rapida y confiable,
excepto cebadores, sondas y plantillas. Cuando
una sonda intacta se une a la hebra de la
plantilla complementaria de ADN, el tinte
indicador y extintor se encuentran en
proximidad, por lo que el tinte extintor absorbe la
fluorescencia emitida por el tinte indicador.

En una extencién del PCR, la actividad de
exonucleasa 5°-3"de la Taq polimerasa escinde
a la sonda hibridada que separa al tinte
indicador del extintor liberando seial
fluorescente. Este kit incluye una version
disefiada de Taqg polimerasa con capacidad de
arranque en caliente mediada por anticuerpos
para inhibir la amplificacién no especifica a
temperatura ambiente, lo que permite una alta
eficiencia, sensibilidad y capacidad de
reproducion en la amplificacion del gPCR. El Kit
de Sonda Entrans para qPCR es un producto
ideal para multiples andlisis de alta velocidad del
gPCR.
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Instrumentos Compatibles:

Tinte de Maquinas
Referencia
Sin ROX Serie Bio-Rad

iCyclers/CFX96/CFX384, Serie
Roche Light Cycler, Serie QIAGEN/
Sistemas Corbett, Sistemas Rotor-
Gene™ Sistemas Eppendor

Mastercyclers

50X ROX Dye | Applied Biosystems
7000/7300/7700/7900, Applied

Biosystems StepOne/StepOnePlus

50X ROX Dye Il QuantStudio, Applied Biosystems
7500/ViiA7T™, Serie Stratagene para
PCR en Tiempo Real

Productos Componentes:

Catalogo 100 RXN 500 RXN
Entrans Taq DNA 10 ul 50 pl
Polymerase (5,000 U/ml)

4X gPCR Probe Buffer* 500 pl 1.25mlx 2
50X ROX Dye | 44 200 pl

50X ROX Dye || 44 pl 200 pl

*Contiene dNTPs y Mg?*

Almacenamiento de productos:
Al momento de recibirlo, almacene todos los

componentes a temperatura de - 20 °C.

Material adicional requerido pero no

suministrado:

1. Tubos de grado 6ptico, placas, peliculas de
sellado y puntas de pipeta resistentes a
aerosoles
Cebadores para gPCR y sondas

3. Plantillas de ADN.

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

1.

Descongele completamente el Cebador de
Sonda 4X para gPCR antes de usar.

El Cebador de Sonda 4X para gPCR
contiene glicerina. Mezclar suavemente
antes de usar sin generar burbujas de aire.
Girar brevemente para recoger todo el
contenido hasta el fondo. Después de su
uso, regreselo inmediatamente a
temperatura de -20°C.

Una versién de la Taq polimerasa HotStart
esta incluida en la mezcla maestra, lo que
permite que la reaccién se instalale a
temperatura ambiente. Después del primer
proceso de descongelacion, la mezcla
maestra es estable a 4°C durante 1
semana.

Este producto esta equipado con un tinte de
referencia ROX especialmente disefiado
para la normalizacion de la sefial
fluorescente. Use el tinte de referencia ROX
de acuerdo a los requerimientos del
instrumento gPCR que sera utilizado.

Si procede, utilice puntas de pipeta
resistentes a aerosoles para minimizar la
contaminacion.

Se recomiendan plantillas de ADN de alta

calidad para obtener resultados 6ptimos.

Protocolo:

Puntos importantes antes de la

configuracion de la reaccién:

1.

Una concentracion de cebador final de 0.2
MM es recomendada para la mayoria de las
reacciones. Sin embargo, para optimizar la

reaccion individual, una titulacién de
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cebador se pueden realizar de 0.1 uM a 1.0
UM.

2. Lalongitud de los productos de PCR
amplificados debe estar idealmente en el
rango de 70 a 200 pb. [Par de bases]

3. Prepare una dilucién en serie de la plantilla
para acceder a la curva estandar y probar la
eficiencia del cebador.

4. Use 1 pg~50 ng de plantilla de ADN en 20
WL de reaccion. El volumen de la plantilla no
debe superar el 10 % del volumen final de la
reaccion de PCR.

5. Siempre incluya una reaccion de control sin
plantilla (NTC).

6. Se recomiendan triplicados como réplicas
técnicas en reacciones de PCR en tiempo

real.

Configure el experimento de gPCR:
1. Preparar la mezcla de reaccion.

1.1. Descongele completamente el Cebador
de Sonda 4X para gPCR a temperatura
ambiente y mezcle bien suavemente
sin crear burbujas. Gire brevemente la
reaccion en una microcentrifuga para
recoger todo el contenido en la parte
inferior.

1.2. Calcule el volumen necesario de cada
componente en funcion del numero de
reacciones que se configurarany
agregue un 10 % adicional de volumen
de cada componente para compensar
los errores de la pipeta.

1.3. Agregue todos los componentes de
reaccién comunes (cebadores y
sondas) en una mezcla maestra y

mezcle bien.

Unicamente para fines de investigacion. No recomendado para fines
terapéuticos o de diagndstico en humanos o animales.
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1.4. Dispensar volumenes apropiados de
mezcla de reaccion en placas gPCR y
sellar cuidadosamente con una pelicula
de sellado éptico.

1.5. Agregue plantillas o NTC a los pocillos
gue contienen la mezcla de reaccion de
gPCR.

1.6. Centrifugue las placas gPCR (tubos) a
2500 rpm para recolectar todo el
contenido en el fondo de los pocillos.
Las muestras estan listas para el

termociclado.

Andlisis de los datos:

1. Una curva estandar es un andlisis de

regresion lineal de los datos graficados

como los valores de Ct versus la

concentracion de entrada de la muestra. Si

el coeficiente de correlaciéon de la curva

estandar (R?) es> 0.98, significa que los

puntos de datos de la concentracién de la

plantilla estan dentro del rango lineal del

ensayo. Cuando la pendiente de una curva

estandar esté entre -3y -3.5, la eficiencia de

amplificacion de PCR (E) esta entre 90 y

Componentes Volumen 120%.

4X qPCR Probe Buffer 5ul

Entrans Tag DNA Polymerase 0.1 pl L p

d Y W 2. ldealmente, las desviaciones estandar

(5,000 U/ml)

Cebador Directo (10 M) 04 (STD) de los valores de Ct entre réplicas

Cebador Inverso (10 uM) 0.4l deberian ser <0.2 ciclos. En la mayoria de

Sonda (10 uM) 0.4 ul los casos, las STD de valores de Ct <0.5

Tinte 50X ROX (asi como se 04ploOpl ciclos son aceptables.

requiere en los lineamientos de la

maquina)

Plantilia ADN Hasta 2 W 3. Elvalor Ct de una amplificacion valida debe

(<50 ng) ser inferior al valor de la curva NTC.
H,O Libre de Nucleasas Volumen total de hasta
20 ul .
Productos relacionados:
Nombre Catalogo

2. Configurar las condiciones de qPCR ABScript Il RT Master Mix for gPCR RK20402

Paso Temperatura  Tiempo Ciclos ABScript Il RT Mix for gPCR with gDNA RK20403

Activacion de . Remover

. 95 °C 3 min 1

Polimerasa ABScript I| cDNA First-Strand Synthesis Kit RK20400

Desnaturalizacién 95 °C 15s

Recocido y 40 2X Universal SYBR Green Fast gPCR Mix RK21203

» 60 °C 30~34 s*

extension ABScript Il One Step SYBR Green RT-gPCR Kit ~ RK20404
* El tiempo de extension debe ajustarse al tiempo minimo Entrans gPCR Probe Kit RK21209
requerido para la adquisicién de datos segun los Entrans gPCR Probe Set RK21210

lineamientos utilizados de la maquina del gPCR. (30 s para
Applied Biosystems StepOnePlus™, 31s para Applied
Biosystems 7300 y 34 s para Applied Biosystems 7500)
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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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