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Bi9310 — Uvod do kvantitativni PCR
18. - 21. ledna 2010

QRT-PCR - KALIBRACNI KRIVKY

1. Sériovée natedit cDNA — 10X; do reakce 2ul, 6 datovych bodt
celkova RNA (50ng/pl):

jednotlivé reakce budou obsahovat:

100ng (bez fedéni), 10ng, 1ng, 100pg, 10pg, 1 pg)

2. Ptipravit mastermix pro pozadovany pocet reakci (viz tab. 1)

Tab. 1. SloZeni reakce s Tag-Man sondami

Objem [pl]
1x 25x
2x TQ Gene Expression Master Mix 12,5 312,5
20x TQ Gene Expression Assay (cycD1-FAM nebo JUN-FAM) 1,25 31,25
TQ Endogenous Control (GAPDH-VIC) 1,25 31,25
cDNA 2 -
PCR voda 8 200

3. Do kazdé jamky na 96 jamkové desti¢ce pipetovat 23l takto pfipraveného mastermixu
(triplikaty)

4. Do kazdé jamky nepipetovat 21l cDNA odpovidajiciho fedéni

5. Do jedné jamky slouzici jako No Template Control napipetovat 21l vzorku NO RNA (po
zpétné transkripei bez RNA), do jedné jamky slouzici jako No RT Control napipetovat 2l
vzorku NO RT (po zpétné transkripci bez reverzni transkriptazy).

6. Provést QRT-PCR, po skonceni behu stanovit Treshold a jednotlivé Cts

7. Vypocitat ucinnost PCR z grafu log. fedéni vs. Ct
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QRT-PCR - OPTIMALIZACE KONCENTRACE PRIMERU
PRO ANALYZU POMOCI SYBR GREEN

Cilem je otestovat, ktera z kombinaci koncentraci primerti bude nejvhodnéjsi (nizké Ct,
absence nespecifické amplifikace)

Forward Primer (nM)
Reverse Primer (nM)
50 300 900
50 50/50 300/50 900/50
300 50/300 300/300 900/300
900 50/900 300/900 900/900

Postup:

1. Ztedit zasobni roztok primerid (GAPDH, 100uM) na vyslednou koncentraci SuM
a2,5uM*

2. Podle tabulky pfipravit a rozpipetovat 96 jamkovou desticku (hodnoty v tabulce jsou v ul)

Wells 2x Power S5puM (2,5pM *)  5pM (2,5pM *)  Templat PCR voda Finalni
SYBR Green Forward Reverse objem
Master Mix Primer Primer
A1-A2 12,5 0,5* 0,5* 2,5 9.0 25
A3-A4 12,5 0,5* 1.5 25 8.0 25
A5-AB 12,5 0,5* 4,5 25 5.0 25
B1-B2 12,5 1,5 0,5* 25 8.0 25
B3-B4 12,5 1,5 1,5 2,5 7,0 25
B5-B6 12,5 1,5 4.5 2,5 4.0 25
C1-C2 12,5 45 0,5* 25 5.0 25
C3-C4 12,5 45 1.5 25 4,0 25
C5-C6 12,5 45 45 25 2.0 25
D1-D2 12,5 0,5* 0,5" 0 11,5 25
D3-D4 12,5 0,5* 1.5 0 10,5 25
D5-D6 12,5 0,5* 4.5 0 7.5 25
E1-E2 12,5 1,5 0,5* 0 10,5 25
E3-E4 12,5 1,5 1.5 0 9.5 25
E5-E6 12,5 1,5 4,5 0 6,5 25
F1-F2 12,5 45 0,5* 0 7,58 25
F3-F4 12,5 45 1,5 0 6.5 25
F5-F6 12,5 4,5 4,5 0 3.5 25
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Den 2

Skupiny 1 a 3 budou pipetovat do jedné spolecné desticky. Skupina 2 bude mit k dispozici
vlastni desticku.

Skupina 1:
Stanoveni kalibracni krivky, vypocet ucinnosti PCR.

Optimalizace s TagMan sondou detekujici cyklin D1 (cycD1) bude provedena na bunikach
U937 neovlivnénych TPA.

pozn.: TPA = 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate, oznaCovany také jako PMA (phorbol-
12-myristate-13-acetate)

Skupina 2:
Stanoveni optimalni koncentrace primeru GAPDH, denaturacni krivky.

Vyuziti SYBR Green.

Skupina 3:
Stanoveni kalibracni krivky, vypocet ucinnosti PCR.

Optimalizace s TagMan sondou detekujici onkogen JUN bude provedena na buiikich RPMI
senzitivni na Velcade.



