Jméno: Datum:

PROTOKOL gRT-PCR

1. Zpétna transkripce:

A. Spocitej, kolik ul celkové RNA vaseho vzorku piedstavuje 0,5 ug RNA, ktery jsme vlozili do
zpétné transkripce.

Koncentrace RNA DMSO: 339,1 ng/ul Vysledek:

Koncentrace RNA TCDD: 295,5 ng/ul Vysledek:

B. Spocitej, jaka je vysledna koncentrace smési nukleotidd, kdyz do reakce vstupuji 2 ul 10 uM smési
nukleotidli a celkovy objem je 40 ul. Vysledek:

C. Spocitej, jaka je vysledna koncentrace smési nukleotidl, kdyz do reakce vstupuji 2 ul 20 uM smési
primeru poly(dT) a celkovy objem je 40 ul. Vysledek:

2. Kvantitativni real time PCR
1. Do kazdé¢ jamky (20 ul) patii:
1,5ul cDNA templatu (DMSO nebo TCDD)

18.5 ul Master mixu:

3 ul 2xcc Roche - LighCycler 480 SYBR green I master kit (smés nukleotidt, FastStart Taq DNA
polymeraza, SYBR green, MgCl,)

0,375 uM kazdého z primertt (SS 20 uM.... Vypocitej kolik ul potiebujeme)  Vysledek:
1,7 ul MgCl, (SS 25 mM, vypocitej vyslednou koncentraci) Vysledek:
Dotedit do 18,5 ul sterilni RNase-free MQ H,O

2. Spoditej vysledky (viz vyse).

3. Doplntabulkuprola4jamky — 1 gen ............cooeieiieine... — 2 vzorky v duplikatu:

SYBR green F(+) primer R (-) primer MgCl, H,O

1j

4j

4. do malé eppendorf zkumavky napipetuj prislusné objemy napocitané pro 4 jamky. Rozdél
Master mix do dvou zkumavek odpipetovanim 37 ul (jedna zkumavka je pro DMSO, druha
pro TCDD) a ptidej do kazdé 3 ul ptislusného cDNA templatu (pracujeme v duplikatu).

5. VSechny slozky reakce stale udrzuj na ledu!!!!

=18.5 ul



6. Prepipetuj vzorky do specialni desky pro LightCycler.
7. Spust kvantitativni real time PCR (LightCycler - Roche)

8. Dopln teploty a délky trvani jednotlivych fazi PCR:
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9. Dopln kolik cykld bude reakce trvat:

10. Popis analyzu ,,melting curve* vaseho genu:

11. Popis, jakym zpisobem ziskdme hodnotu Cp manualnim prahovédnim pomoci fit pointi:

12. Popis, jakym zpsobem ziskame hodnotu Cp pomoci 2. derivativu a srovnej vysledek s 11:

13. Vypocitej relativni mnozstvi produktu pro gen.......................2

Vzorek Cp prameér HPRT ACp 27-ACp

DMSO

TCDD

14. Srovnej troven exprese svého genu s ostatnimi:

Zavér:




