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EVROPSKA UNIE MLADEZE A TELOVVCGHOVY  pro konkurenceschopnost ANA®

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

TENTO PROJEKT JE SPOLUFINANCOVAN EVROPSKYM SOCIALNIM FONDEM
A STATNIM ROZPOETEM GESKE REPUBLIKY
Bi9310 — Uvod do kvantitativni PCR
Den 3

Ukol &. 5: qRT-PCR analyza exprese a vliv inhibitorti na pribéh PCR

Skupina 1 a 3:

Cil: Najit rozdil v expresi genu zajmu v buiikach osetfenych nebo neosetienych TPA, ptipadné ATRA,
a zjistit, zda pfitomnost ethanolu ovliviiuje prubéh PCR reakce.

c¢DNA do reakce — upfesnéni podle vysledkl kalibra¢nich kiivek.
Pracovat v duplexu = v jedné jamce je jak sonda pro cycD1 (FAM), tak pro GAPDH (VIC).
Kazdy vzorek v triplikatu + NO RNA (pfidam vodu) a NO RT kontroly.

Obdobné pfipravit 2 triplikaty s pfidanym ethanolem na tkor vody — do jednoho triplikatu ptidat 1 pl a
do druhého 0,5 pl ¢istého ethanolu.

Skupina 2:

Skupina SYBR green

Cil: Charakterizovat i¢inek EtOH na prub¢h a efektivitu qgPCR

Slozeni PCR shodné jako v piipadé optimalizace primert - koncentrace primert urcena podle

vysledki optimalizace.

Kalibra¢ni kfivky: Sériové fedéni

1. Redici varianty: Sériové nafedit cDNA — 10X; do reakce 2 pl, 6 datovych bodi
- pfepsana cDNA ma koncentraci 75 ng/ul (celkovy objem je 20 ul)
- jednotlivé reakce budou obsahovat: 150 ng (bez fedéni), 15 ng, 1,5 ng, 150 pg,
15 pg, 1,5 pg
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Na desticku pfipravit dvé varianty kalibracnich fad:
1. kontrolni — bez ovlivnéni

2. 2% EtOH (zasobni 100%) — na tkor vody v mastermixu

Slozeni SYBR green experimentu shodné jako v ptipad¢ optimalizace primert - koncentrace primert
urcena podle vysledkl optimalizace.

Kazdy vzorek v triplikatu + NO RNA (pfidam vodu) a NO RT kontroly.
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Kalibraéni krivka

mnoZzstvi log Sy
c v . . | prumérna
templatu | mnoZstvi
Ct
(ng) (pg)
100 6 16,51
10 5 20,68
1 4 23,73
0,1 3 26,57
0,01 2 29,76
0,001 1 32,99

Vypocet acinnosti reakce: v excelu — format spojnice trendu, moZnosti, zaskrtnou zobrazit
rovnici regrese a zobrazit hodnotu spolehlivosti R

y=kx+q

y =-3,2126x + 23,435
R2=0,9968

E=10"

E =10 132126 = 10 %311 =9 046

E %=(2,046—-1) 100 =104 %
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Kalibrac¢ni pfimka kontrolni koncentracni fady
(bez pridavku cinidel)
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