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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

TENTO PROJEKT JE SPOLUFINANCOVAN EVROPSKYM SOCIALNiIM FONDEM
A STATNIM ROZPOCTEM CESKE REPUBLIKY

9310 — Uvod do kvantitativni PCR

QRT-PCR — IZOLACE RNA A REVERZNI TRANSKRIPCE

IZOLACE CELKOVE RNA (Sigma-Aldrich, Mammalian Total
. Centrifugovat burky (1500 rpm/5 min.)

. Odstranit médium a promyt buriky 1 x PBS

. Centrifugovat bufky (1500 rpm/5 min.)

. Odstranit PBS

. Lyzovat bunky pfidanim 500ul Lysis Soltion/2-ME

. Nanést lyzat na filtracni kolonku (modré kolonky)

. Cfg. 12000 rpm/2 min

. Pridat k filtratu 500l 70% EtOH

. Nanést po 700ul na izola¢ni kolonku (bila s ¢ervenym pruhem)
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. Cfg. 12000 rpm/15 sec. Filtrat odstranit

. Nanést na kolonku 500ul Wash Solution 1

. Cfg. 12000 rpm/15 sec. Filtrat odstranit

. PFenést kolonku do Cisté mikrozkumavky

. Nanést na kolonku 500ul Wash Solution 2

. Cfg. 12000 rpm/15 sec. Filtrat odstranit

. Nanést na kolonku 500ul Wash Solution 2

. Cfg. 12000 rpm/2 min. Filtrat odstranit

. Cfg. 12000 rpm/1 min.

. PFenést kolonku do ¢isté mikrozkumavky a eluovat RNA 50ul Elution Solution

IZOLACE mRNA (Roche, mRNA Isolation Kit)
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. Centrifugovat burky (1500 rpm/5 min.)

. Odstranit médium a promyt buriky 1 x PBS

. Centrifugovat burky (1500 rpm/5 min.)

. Odstranit PBS

. Lyzovat bunky pfidanim 400ul Lysis Buffer

. Homogenizovat injekéni jehlou

. Imobilizovat 300 ul SMP a promyt 500 pl Lysis Buffer (odstranit Storage Buffer )

. Imobilizovat SMP a Lysis Buffer odstranit

. K'lyzatu pfidat 3 pl biotinylovanych odT a resuspendovat v takto pfipravené hybridizaéni

smési promyté SMP
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Inkubovat kompletni hybridizaéni smés 5 min/37C
Imobilizovat SMP (cca 3 min)

Promyt SMP 500ul Wash Buffer
Imobilizovat SMP

Promyt SMP 500ul Wash Buffer
Imobilizovat SMP

Promyt SMP 500ul Wash Buffer
Imobilizovat SMP

Peclivé odstranit Wash Buffer

PFidat 50ul Redist. Water

Inkubovat 2 min/65C

Separovat SMP a odebrat supernatant

Stanovit ¢ [ng/ul], A260/A280, A260/A230, vyhodnotit celé absorpéni spektrum
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MLADEZE A TELOVYCHOVY pro konkurenceschopnost 4NA

RNA Miniprep Kit, RTN-70)
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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

TENTO PROJEKT JE SPOLUFINANCOVAN EVROPSKYM SOCIALNiIM FONDEM
A STATNIM ROZPOCTEM CESKE REPUBLIKY

REVERZNI TRANSKRIPCE (Roche, Transcriptor RT)

1. 1pg celkové RNA nebo 250ng mRNA s 2ul RH nebo 1l odT v celkovém objemu 13l
inkubovat 10 min/ 65C. Po skon &eni inkubace okamZité pfenést na led.

2. Reakci doplnit podle tabulky

3. Inkubovat 30 min/55<C. V p fipadé RH predfadit annealingovy krok 10 min/25C

4. Inkubovat 5 min/85TC

5. Archivovat -25C nebo mén é

Tab. Reakéni smés RT

Denaturovana smés RNA + primeru 13ul
RT Buffer 4pl
RNAse inhibitor 0,5ul
dNTPs 2ul
Transcriptor RT 0,5ul
Celkem 20ul




