Stanoveni koncentrace DNA a RNA pomoci mikrofluorometru

Material:

Postup:

7.

Quant-iT™ dsDNA BR Assay Kit, Quant-iT™ ssDNA BR Assay Kit, Quant-iT™ RNA Assay Kit
Standardy dsDNA, ssDNA a RNA

Vzorek dsDNA, ssDNA a RNA o neznamé koncentraci

Real-time PCR mikrozkumavky

Mikrofluorometr Qubit™ (Invitrogen)

Piipravte si cca 1 ml Working solution smichanim Quant-iT™ reagent a Quant-iT™ buffer
v poméru 1:200 zvlast pro ssDNA, dsDNA a RNA

Ptipravte standardy smichanim 190 pl Working solution + 10 pl ptislu§ného standardu #1 a #2
Pripravte vzorek o neznamé koncentraci ve dvou mikrozkumavkach smichanim 195 pul Working
solution + 5 pl vzorku

Standardy 1 vzorky kratce promichat na vortexu (2-3 sec), opatrné - ve vzorku nesmi byt bublinky!!
Inkubace 5-10 minut pii laboratorni teploté

Zapnout Qbit fluorometr, vybrat pfisluSnou metodu, nova kalibrace (standardy), poté zméfit
neznamy vzorek (2 x 3 méteni)

Jaké jsou koncentrace neznamych vzork?

Pozn.: Méteni by mélo probihat za laboratorni teploty (22- 28°C). Teplota vzorki by méla byt stejnd, proto
nedrzte zkumavku se vzorkem pfed méfenim dlouho v ruce, po kazdém meéfeni zkumavku ihned vytadhnéte
z pristroje a mezi jednotlivymi méfenimi ji ponechte inkubovat alespon 30 sec pii laboratorni teploté.
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