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Bi9310 — Uvod do kvantitativni PCR
Den 3

Ukol &. 5: qRT-PCR analyza exprese a vliv inhibitor(i na préibéh PCR

Skupinala3:

Cil: Najit rozdil v expresi cycD1 v burikach osetfenych nebo neosetienych TPA, pfipadné ATRA, a
zjistit, zda pritomnost ethanolu ovliviuje pribéh PCR reakce.

cDNA do reakce — upfesnéni podle vysledk( kalibracnich krivek.
Pracovat v duplexu = v jedné jamce je jak sonda pro cycD1 (FAM), tak pro GAPDH (VIC).
Kazdy vzorek v triplikdtu + NO RNA (pridam vodu) a NO RT kontroly.

Obdobné pfipravit 2 triplikaty s pfidanym ethanolem na Ukor vody — do jednoho triplikatu pfidat 1 pl
a do druhého 0,5 pl Cistého ethanolu.

Skupina 2:
Skupina SYBR green

Cil: Stanovit expresi GAPDH pomoci SYBR green a najit rozdil v expresi cycD1 v burikach oSetfenych
nebo neosetfenych Temozolomidem.

SloZeni SYBR green experimentu shodné jako v pripadé optimalizace primeru - koncentrace primert
urcena podle vysledk( optimalizace.

Zaroven obdobné jako v pfipadé skupin 1 a 3 najit rozdil v expresi cycD1 v bunkach oSetfenych nebo
neosetfenych Temozolomidem. Aplikovat 2 pul nefedéné cDNA na kazdou jamku.

Pracovat v duplexu = v jedné jamce je jak sonda pro cycD1 (FAM), tak pro GAPDH (VIC).

Kazdy vzorek v triplikdtu + NO RNA (ptriddm vodu) a NO RT kontroly.



