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

Den 3

QRT-PCR - ANALYZA EXPRESE A VLIV INHIBITORU NA PRUBEH PCR

Skupina 1:
Cil: najit rozdil v expresi cycD1 v buitkach osetfenych nebo neosettenych TPA.
cDNA do reakce — uptesnéni podle vysledk kalibracnich ktivek

Kazdy vzorek v triplikatu + NO RNA (2x — jednou pfidam vodu, jednou pridam NO RNA
vzorek ze zpétné transkripce) a NO RT kontroly.

Skupina 2:
Skupina SYBR green — inhibitory
Cil: Charakterizovat G¢inek EtOH a DMSO na prabéh a efektivitu qPCR

Slozeni PCR shodné jako v piipad¢ optimalizace primeri - koncentrace primert urcena podle
vysledkl optimalizace.

Kalibraéni kiivky: Sériové fedéni

Redici varianty: nafedit tak, aby nanaseny objem byl 2ul
100 ng (2pl)

10 ng

I ng

100pg

10pg

Ipg

Na desticku pfipravit tii varianty kalibracnich fad:

1. kontrolni — bez ovlivnéni

2. 2% EtOH (zé&sobni 100%) — na tkor vody v mastermixu
3. 5% DMSO (zéasobni 100%) — na tkor vody v mastermixu
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Skupina 3:

Cil: najit rozdil v expresi JUN v buitkdch RPMI senzitivnich ¢i rezistentnich vici Velcade.
cDNA do reakce — uptesnéni podle vysledki kalibracnich kiivek

Kazdy vzorek v triplikatu + NO RNA (2x — jednou ptidam vodu, jednou pfiddm NO RNA
vzorek ze zpétné transkripce) a NO RT kontroly.



