ONE-RUN RT-qPCR SISTEMI
Kat. No: DZRTQ1(100 Test) — DZRTQ5 (500 Test) - DZRTQ10 (1000 Test)

GiRi

One-run RT-gPCR sistemi, kullanma hazirdir ve tim revers
transkripsiyon PCR galismalarina uygun olarak tasarlanmistir. Revers
transkripsiyon asamasinda, RNaz H aktivitesini diiglirmek amaci ile
tasarlanmis M-MLV revers transkriptaz kullanilmaktadir. cDNA
sentezlendikten sonra 95 °C'de 10 dk bekletilerek Hot-start Tag DNA

polimeraz aktive edilmektedir.

TEST SiSTEMiNiN PRENSiBi
RNA molekili ile gergeklestirilen PCR galismalarinda, o6ncelikle

komplementer DNA (cDNA) sentezine ihtiyag duyulmaktadir. Bunun
igin ters transkriptaz (Revers Transcriptase) enzimi ile RNA'nin kalibi
olusturulmakta ve elde edilen cDNA direk PCR isleminde
kullanilabilmektedir. 5' niikleaz testi igin islemin devami Tag DNA
polimerazin exonuclease aktivitesine dayanmaktadir. Bu test igin
probun 5’ ucunda bir reporter boya ve 3’ ucunda da bir quencer
boya bulunmaktadir. Quencer boya reporter boyanin isimasini
baskilamakta ayni zamanda da probun primer gibi davranarak
uzamasina engel olmaktadir. PCR esnasinda enzim aktivitesi ile
birlikte reporter ve quencer arasinda bulunan prob pargalanarak
ayrilir ve baskilanmanin ortadan kalkmasiyla isima meydana gelir.
Bu islem sadece hedef bdlge Uzerinde hibridize olmug problarda
gergeklesir. Amplifikasyon miktari arttikca, reporter boyanin agiga
¢lkmasliyla birlikte 1sima dogrusal olarak artmakta ve bu artis cihaz
tarafindan es-zamanli olarak tespit edilmektedir.

URUN OZELLIKLERI

Sistem igerisinde bulunan Reverse Transcripase (M-MLV) 42-
50°C'de, azaltlmis RNaz H aktivitesi ve 220 dakika yarilanma omrii
ile aktivite gostermektedir. HotStart Taq DNA Polimeraz enzimi, Islya
dayaniklihd ve spesifikligi saglayan Anti-Tag monoklonal antibodiler
ve enzim bilesiminden olusmaktadir. qPCR Reaction Miks her
birinden 0.2 mM olmak lizere dNTP ve 2 mM MgCl, igermektedir.

SiSTEM iCERiGi

No | Bilesen 2x50test | 10x50 test
1 gPCR Reaksiyon Miks (2x) 2 x 1000 pl 10 x 1000 pl
2 RT/Hot Start Taq Miks 25 pl 125 pl

3 25 mM MgCl2 500 pl 2000 pl

4 PCR Grade Su 1500 pl 5 x 1500 pl

SAKLAMA KOSULLARI

e Tim bilesenler — 20 °C de ve karanlikta saklanmalidir.

e Tim bilegenler, Grlin kutusunun Uzerinde belirtilen son kullanma
tarihine kadar kullanilabilir.

e Surekli eritip gdzdirmek, sistemin hassasiyetinde azalmalara
neden olabilir.

CDNA VE PCR ICIN TAVSIYE EDiLEN PCR PROGRAMI

42 °C 30 dk.
95 °C 10 dk.
95 °C 15 sn.
35-40 dongu
60 °C 1 dk.
TEST PROSEDURU

e 12.5 pl gPCR Reaksiyon miks

e Primerler (Forward ve revers primerin her birinden 10 pmol) (*)
e Prob 2,5 pmol (*)

e RT/Hot Start Tag miks 0,25 pl

e Toplam RNA 1 -5 pl DNA (1 - 100 ng) (*)

e Toplam Hacim 25 pl olacak sekilde PCR Grade su ilave edilir.

* Hafifge pipetlenerek karistirilir.

e Tavsiye edilen PCR programi ile galistirilir.
(*) Sistem icerigine dahil degildir. Konsantrasyonlar
kullaniciya ya da calismaya gore dedistirilebilir.

UYARILAR

e Tum kit bilesenleri tavsiye edilen sicaklikta saklanmalidir.

e gPCR Reaksiyon miks, oda sicakliinda eritilmeli, kullanmadan
once bas asadl kanistinimalidir.

e Belirtilenden fazla miktarda enzim kullaniimasi sonucu olumsuz
etkileyebilmektedir.

e Kit igeriginde bulunan tiim sollisyonlar viicut icinde kullanima
uygun degildir. Sadece viicut digl test sistemi olarak kullanilir.

e Kitin raf 6mri 12 aydir.
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