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Izolace plazmidové DNA
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Elektroforeticka mobilita od nejnizsi po nejvyssi:

«  Stépend, oteviend cirkuldrni forma (nicked): $tépena v jednom z fetézct DNA - NEJPOMALEJSI
e Linedrni forma (linear): linearizovana forma, vznik rozstépenim obou rfetézca.

o Uvolnénd cirkularni forma (relax circular): oba fetézce DNA jsou neStépené, k relaxaci dochazi enzymaticky

«  Superspiralizovand forma (supercoiled): jedna se o spiralizovanou kruznicovou molekula - NEJRYCHLEJSI
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Detekce sestrihu endolyzinu

1. Infekce bakteridlni kultury fagem
2. Odbéryv ¢ase 0; 5; 10; 15 a 20 min
3. lzolace RNA TRIzolem

aqueous phase: RNA
interphase: DNA

The colorless upper layer contains the RNA.

4. Odstranéni genomové DNA
5. Prepis do cDNA



Ovéreni kvality RNA

Elektroforéza
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pracujeme s reagenciemi ,Rnase free”
gel slozeni: 50xTAE, 60% formamid, DEPC
voda, 1,2% agardzy, 1/10 EtBr

pufr slozeni: 10xTAE

vzorek: denaturace RNA 65-70 °C/15 min.
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Reverzni transkripce, RT-PCR

Jednokrokova versus dvoukrokova RT-PCR
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RT-qPCR RT qPCR
One-Step VS Two-Step
Primery pro RT
Primery Vyhody Nevyhody
Oligo-dT Cela cDNA z polyA Jen polyA mRNA, bias 3‘ koncl

Vsechny druhy RNA, sekundarni
struktury nevadi

Ndhodné hexamery

Specifické, vyssi sensitivita, lze
pouzit reverse PCR primer

Sekvencné specifické

Jaké potrebujeme kontroly pro reverzni transkripci?

Muze snizit podil mRNA signdlu,
zkracené cDNA

Jen gen zajmu



Design primeru pro detekci sestrihu

1. Primer naseda za oblast intronu

Nesestfrizena RNA
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Design primeru pro detekci sestrihu

1. Primer naseda za oblast intronu
2. Primer preklene hranici exon-intron-exon
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Vyuziti RT-PCR

dNTPs Reverse
1. Analyza genové exprese Yo Tut ’ transcriptase
2. Validace RNAI a T
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