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Instrukcja

RT PCR Mix EvaGreen®

Gotowa dwukrotnie stezona mieszanina do Real-Time PCR z EvaGreen® do analiz HRM.

numer katalogowy wielkos¢
2008-100G 200 reakcji w 25 pl
2008-1000G 2000 reakcjiw 25 pl

Produkt przeznaczony wytacznie do badan naukowych.
Gwarancja

Firma A&A Biotechnology udziela gwarancji na niniejszy produkt.
Firma nie gwarantuje poprawnego dziatania produktu w przypadku:

. odstepstwa od dostarczonego wraz z produktem protokotu

. braku zalecanego w niniej: protokole wy ‘enia i materiatow

. uzycia innych odczynnikow niz zalecane lub ktore nie wchodza w sktad produktu
. uzycia przeterminowanych odczynnikow oraz elementéw produktu

EvaGreen®jest zarejestrowanym znakiem towarowym Biotium Inc.




Opis

RT PCR Mix EvaGreen® jest gotowa mieszaning do Real-Time PCR do analiz HRM.
Mieszanina zawiera wszystkie sktadniki niezbedne do przeprowadzenia reakcji gPCR, poza matryca DNA i starterami.

HRM (ang. high resolution melt) to odmiana reakcji Real-Time PCR, stuzaca do dyskryminacji réznych alleli za pomoca
niewielkich réznic we wzorze krzywej topnienia produktéw PCR.

Stosowanie gotowych mieszanin PCR oszczedza czas i ogranicza niebezpieczenstwo zanieczyszczenia probki przez

zmniejszenie ilosci krokdw pipetowania i wymaganych w reakcji PCR.
Mieszanina jest zoptymalizowana pod katem wydajnego i powtarzalnego qPCR.

Sktad

2008-100G 2008-1000G przechowywanie
RT PCR Mix EvaGreen® 2x1,25ml 20% 1,25 ml ~20°C, chronic
przed Swiattem
woda ultraczysta 2x1,5ml 20x1,5ml -20°C

Sktad mieszaniny RT PCR Mix EvaGreen®

sktadnik ilos¢

polimeraza DNA Taq 0,1 U/l

MgCl. 4mM

dNTPs 0,5 mM kazdego zdNTP

2x bufor reakcyjny z EvaGreen®

Uwagi

. Przed uzyciem catkowicie rozmrozi¢ w lodzie, delikatnie zworteksowac i krétko zwirowac.

. Cykliczne, siedmiokrotne rozmrazanie i zamrazanie nie wptywa na wydajnosc i aktywnos$¢ produktu.
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Barwnik referencyjny ROX

Niektore aparaty do PCR wykonuja korekcje sygnatu fluorescenciji i zaleca sie stosowanie barwnika referencyjnego ROX
do normalizacji sygnatu. Nalezy postepowac zgodnie z instrukcjami producenta aparatu dotyczacymi dodawania
barwnika referencyjnego ROX i jego stezenia.

Proponowany protokot przygotowania reakcji gPCR

1. Rozmrozié¢ sktadniki zestawu w lodzie, a nastepnie delikatnie zworteksowad, krétko zwirowaé i wstawié
ponownie do lodu.

2. Umiescic probowki reakcyjne PCR w lodzie i dodac kolejno:
objetos¢ reakcji PCR

sktadnik 10l 25pl 50l

RT PCR Mix EvaGreen® 5yl 12,5l 25l
starter 1** 0,1-1puM* 0,1-1puM* 0,1-1puM*
starter 2** 0,1-1 uM* 0,1-1 uM* 0,1-1 uM*
matryca DNA, cDNA 10 pg-1pg 10 pg-1pg 10 pg-1pg
woda ultraczysta, uzupetnic do 10l do 25 pl do 50 pl

* zalecane dla standardowego qPCR
** koricowe stezenie w mieszaninie reakcyjnej

3. Mieszanine reakcyjna delikatnie zworteksowac¢ i krotko zwirowad.

4. Probowki umiesci¢ w termocyklerze i uruchomic program.

Proponowany profil PCR:

etap temperatura czas

wstepna denaturacja 95°C 2-3min
95°C 15-30s

25-45 cykli 50-68°C 30-60's
72°C 15-60s*

*w zaleznosci od dtugosci produktu PCR
Zalecana jest analiza topnienia produktu PCR.
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