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EVROPSKA UNIE v MLADEZE A TELOVYCHOVY pro konkurenceschopnost ANA D

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

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

Bi9310 — Uvod do kvantitativni PCR

Izolace celkové RNA
RNeasy Mini kit (qiagen)
Pridat B-merkaptoetanol: 10 pl na 1 ml RLT pufru

Kazdy vzorek rozsuspendovat v 1200 pl RLT pufru, vortexovat
v pripadé buffy coatu nechat 1 hodinu stat pri RT, vortexovat
Kazdy vzorek cfg ptes 1 QIA Shradder
centrifugace 2 min/ max rychlost (14.5000 rpm)
Pridat 1 objem 70 % EtOH k supernatantu, promichat pipetou
Pipetovat po 600 ul na Minispin kolonky
o Centrifugace 15s/11.000 rpm, supernatant odstranit
7. Na stejnou Minispin kolonku napipetovat podruhé 600 ul
o Centrifugace 15s/11.000 rpm, supernatant odstranit
8. Pridat 700 pl RW1 pufru na kolonku
o centrifugace 15s /11000 rpm, slit supernatant
9. Ptidat 500 ul RPE pufru na kolonku, rychle pievratit
o centrifugace 15s/ 11000 rpm, slit supernatant
10. Ptidat 500 pl RPE pufru na kolonku, rychle pfevratit
o centrifugace 2 min/ 11000 rpm, slit supernatant
11. Centrifugace 1 min na max rychlost
12. Kolonky umistit do nové 1,5 ml epinky, pridat 40 pl RNase free vody ke vzorkim
o Nechat stat cca 5 min
o ctg 1 min/ 11000 rpm
13. Zméfit koncentraci RNA a ¢istotu na nanodropu

A S M

Meg¢fteni mnozstvi RNA a ¢istoty na Nanodropu:
Nutné zméfit koncentraci, a absorbanci a tzv. Ratio pii 260 /280 a 260/230. Ob¢ hodnoty musi byt nad
1,5. Jinak je nutné RNA precipitovat.



EVROPSKA UNIE ¥

98]

* *
* oy K

MLADEZ

MINISTERST
A *E A

S

VO SKOLSTVI

ELOVYCHOVY

OP Vzdélavani

pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

N ERS; 2
_Q'S‘ T

SNSYI
Yengis:

I S
ana o%

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

Reverzni transkripce RNA do cDNA

Ptipravit vychozi mnozstvi vzorku tak, aby mnozstvi RNA bylo 100ng, doplnit vodou do 10

ul

Ptipravit Mastermix — 10 pl, podle pfiloZzeného navodu
High Capacity cDNA Reverse Transctiption Kit (Applied Biosystems)

Slozka Mnozstvi (ul)
10X RT Buffer 2,0
25X dNTP Mix (100mM) 0,8
10X RT Random Primers 2,0
MultiScribe Reverse Transcriptase 1,0
Nuclease-free H,O 4,2
Total 10,0

Pridat 10 ul pfipravenych vzorkti s RNA

udelat no RT kontrolu (zadna reverzni transkriptdza, misto toho voda) a 4 tubicky normalni

RT reakce

Reverzni transkripce — dle ndvodu

Krok 1 Krok 2 Krok 3 Krok 4
Teplota 25°C 37°C 85°C 4°C
Cas 10 min 120 min 5 min neomezené




