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Instrukcja

gPCR-HS Mix Probe

Gotowa do uzycia mieszanina o podwyzszonej specyficznosci do real-time PCR w technice Hot Start, przeznaczona do
zastosowania z sondami znakowanymi barwnikami fluorescencyjnymi. Zawiera polimeraze DNA Tag (RUN-HS), ktérej
aktywnos¢ zablokowano przeciwciatem monoklonalnym.

numer katalogowy wielkos¢
2008HS-100P 200 reakcjiw 25 pl
2008HS-1000P 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
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Opis

qPCR-HS Mix Probe jest gotowa do uzycia mieszaning o podwyzszonej czutosci do real-time PCR w technice Hot Start.
Mieszanina zawiera wszystkie sktadniki niezbedne do przeprowadzenia reakcji qPCR, poza matryca DNA, starterami i
sondami znakowanymi barwnikami fluorescencyjnymi. Aktywacja blokowanej przeciwciatem monoklonalnym
polimerazy RUN-HS zachodzi w trakcie wstepnej denaturacji w PCR.

Sktad

2008HS-100P 2008HS-1000P
ilos¢ nr kat ilos¢ nr kat przechowywanie
2x qPCR-HS Mix Probe
2x1,25ml  K-28P-125A 20x1,25ml K-28P-125A -20°
(qPCR-HS Mix Probe) x1,25ml K-28P-125 Ox125ml K-28P-125 o°c
woda ultraczysta 2x1,5ml K-WUP-15A 20x 1,5ml K-WUP-15A -20°C

Uwagi

. Przed uzyciem konieczne jest catkowite rozmrozenie i doktadne wymieszanie sktadnikéw zestawu poprzez
delikatne odwracanie probdwki.

. 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 gPCR

1. Do probéwek reakcyjnych dodac kolejno:

objetosc stezenie koricowe
sktadnik 25l
2x qPCR-HS Mix Probe 12,5l 1X
starter 1 (10 uM)* 0,5l 0,2uM
starter 2 (10 uM)* 0,5l 0,2uM
sonda (10 uM)** 0,25 ul 0,1uM
matryca DNA 1-5pl < 250 ng/reakcja
woda ultraczysta uzupetni¢ do 25 pl

*W celu optymalizacji nalezy przeprowadzi¢ miareczkowanie starteréw w zakresie od 0,2 uM do 1 uM stezenia koricowego.
** Stezenie uzytej w reakcji sondy powinno zostac zoptymalizowane w zakresie 0,05 uM do 0,1 pM.

2. Mieszanine reakcyjna delikatnie zworteksowac i krétko zwirowac.

3. Probowki umiesci¢ w termocyklerze i uruchomic program.
Rekomendowany profil temperaturowo-czasowy:

etap reakcji (2 step PCR) temperatura czas ilosé cykli

wstepna denaturacja/

. 95°C 5min 1
aktywacja enzymu
denaturacja 95°C 15s
. s 40
przytaczanie starteréw* i 50-68°C 30s
wydtuzanie

*Temperatura przytaczania starteréw zalezy od zalezy od sekwencji startera i sktadu mieszaniny.
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