Uloha¢. 8

Srovnani dvou “housekeeping” genl pro stanoveni relativni kvantity
RNA z lidské tkané

uvoD

RealTime PCR je metoda umoznujici amplifikovat DNA ve zkumavce a zaroven sledovat narlst
jejiho mnozstvi v prlbéhu casu. Ke sledovani naristu mnozstvi DNA v Case se vyuziva sledovani
narlstu fluorescencniho signdlu v dané zkumavce. Jednou z moznosti je vyuziti nespecifickych
fluorescencnich barev, které se interkaluji do dvouretézcové DNA a zpUsobuji narudst
fluorescencniho signalu, ktery souvisi s veskerou DNA pritomnou ve zkumavce. Tyto barvy jsou
nespecifické a patfi k nim nejéastéji vyuzivana barva SybrGreen.

K dalSim moznostem patfi vyuZiti specifickych sond, znaéenych fluorescenénimi barvami. Sem
patfi napf. sondy TagMan, Molecular Beacon, atd. Sondy se specificky vdZzou na DNA v daném
misté a narlst fluorescencniho signdlu pak ukazuje nardst mnozstvi specifického Useku DNA.
Vzhledem k moZnosti sledovani mnozZstvi amplifikované DNA v ¢ase lze RealTime PCR metody
vyuzit ke kvantifikaci DNA ve vzorku. RozliSujeme dva zakladni typy kvantifikace — relativni
kvantifikaci a absolutni kvantifikaci.

V ramci cviceni bude provedeno srovndni dvou housekeeping genu pro stanoveni relativni
kvantity RNA zlidské tkané pomoci RealTime PCR. Relativni kvantifikace zjistuje zmény
v mnozstvi mRNA urcitého genu ve skupiné vzorku a vyjadtuje ji jako relativni pomér k mnozstvi
MRNA vnitfni kontroly. Tou je pravé housekeeping gen, jehoz cDNA (vznikld prepisem mRNA
pomoci reverzni transkriptazy) je amplifikovana spole¢né se stanovovanym genem.

Skupina housekeeping gent jsou geny nutné pro udrzeni zdkladnich bunécnych funkci, a proto
by mély byt exprimovany ve vsech tkanich, za rGznych pokusnych podminek, v konstantnim
mnozstvi. Prikladem mohou byt gen pro B-aktin, gen pro GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogendza), pro HPRT1 (hypoxantinribosyltransferaza 1), pro B2ZM (beta-2-mikroglobulin),
pro UBB (ubiquitin B), pro TUBA1 (tubulin alfa 1) aj. Tyto geny se pouzivaji jako referencni geny,
jelikoz u zkoumaného genu muizZe dojit k odchylce v kvalité a mnozstvi mRNA mezi rlznymi
vzorky. V souc€asné dobé se nejvice pouzivaji gen pro GAPDH a gen pro B-aktin.

GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogendza) je jednim z dulezitych enzymi glykolyzy. Je
syntetizovan ve vSech bunkach eukaryotickych organism( a zahrnuje 10-20% celkového
mnozstvi bunécnych bilkovin. Patfi do rodiny oxidoreduktdz. GAPDH katalyzuje fosforylaci a
oxidaci glyceraldehyd-3-fosfatu na 1,3-bisfosfoglycerat v pritomnosti NAD+ jako akceptoru
elektrond. GAPDH se sklada z 335 aminokyselin. Glykolyticka aktivita tohoto enzymu zavisi



prevazné na dvou aminokyselinach (Cys152 a His179) a na jeho tetramerni strukture sloZzené ze
4 stejnych podjednotek. Gen pro GAPDH se nachazi na dvanactém chromozomu v oblasti p13.
Beta-aktin je jednou ze Sesti aktinovych izoforem. Aktiny jsou vysoce konzervativni geny
zapojené v bunécné motilité, stavbé a integrité. Aktin je jedna z nejhojnéjSich intracelularnich
bilkovin eukaryotickych bunék. Beta-aktin je jako globularni protein hlavni souddsti
kontraktilniho aparatu a jeden ze dvou nesvalovych cytoskeletarnich aktind. Je obsaZen jak v
cytoskeletu, tak v bunécném jadre. Jeho gen je uloZen v oblasti 7p22 a délka syntetizovaného
proteinu ¢ini 375 aminokyselin.

Pro izolaci mRNA bude vyuZita izola¢ni souprava chemagic mRNA Direct Kit. Magneticky
separator chemagic vyuziva pfi izolaci vazbu magnetickych ¢astic s navdzanou PolyT sekvenci na
PolyA konec mRNA. Pti analyze budou vyuzity primery a sondy pro detekci specifické sekvence
genu pro beta-aktin a genu pro GAPDH. Primery jsou navrZeny tak, aby pfekryvaly oblasti dvou
sousednich exonu a branily tak amplifikaci genomové DNA. Déle bude pouzit mix TagMan RNA-
to-Ct 1-Step Kit (Applied Biosystems) umoznujici jednokrokovou reverzni transkripci a
amplifikaci s detekci pomoci TagMan sondy. TagMan sondy budou znadeny pomoci Yakima
Yellow a FAM na 5’ konci a nefluorescen¢niho quencheru ECLIPSE na 3’ konci.

Pro vypolet exprese cilového genu ve vztahu kodpovidajicimu referenénimu genu
(housekeeping) je mozno pouzit nékolik metod. Vypocty jsou zaloZeny na srovnavani urcitych
specifickych cykld, napf. Ct (cycle threshold) pti dosaZzeni stejné Urovné fluorescence. Threshold
(prahova hodnota) — hranicni pfimka charakterizujici Uroven ndrastu fluorescencniho signalu. Ct
— je pocet cyklQ, ve kterych fluorescence dosahne prahové hodnoty. Je to relativni namérena
koncentrace pfi PCR reakci. Hodnota Ct se zvySuje se snizujicim se mnoZstvi templatu.

Analyza bude probihat na pfistroji ABI7300 (Applied Biosystems). Pfi analyze bude zvolen
program kvantifikace. Vysledné hodnoty Ct budou slouzit k propoditani vztahG mezi relativni
kvantitou RNA genu pro beta-aktin a genu pro GAPDH.

Pro stanoveni koeficientu R (poméru mnozstvi cilového k referenénimu genu) se vyuZiva
komparativni delta-delta Ct metoda, kterd vyzaduje velmi blizké efektivity amplifikace obou
genu (tj. cilového a housekeepingu). Vypocet R:

—AACt

kde:
AACt = ACt testovaného vzorku — ACt kontrolniho vzorku

ACt testovaného vzorku = Ct cilového (target) genu — Ct housekeeping genu


http://omim.org/geneMap/7/26?start=-3&limit=10&highlight=26
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Upozornéni: Pti préci vidy pouzivejte rukavice. Veskery materidl v laboratofi je nutno povaZovat
za potencidlné infekéni. Vyhnéte se kontaktu reagencii s kUzi (v pfipadé kontaktu potfisnéné
misto omyjte dUkladné vodou). V laboratofi je zakdzano jist nebo pit, vyvarujte se poZiti
soucasti kitu. Reagencie onacené jako hoflavé museji byt drieny v dostateé¢né vzdalenosti od
otevieného plamene nebo ohné.

l. Odbér vzorku

Materidl: odbérovy tampén Copan, kelimek s pitnou vodou

1. Nejméné 60 minut pred odbérem nejezte a nepijte, vyjimkou je pouze neslazena nesycena
voda.

2. Pred odebranim vzorku si umyjte ruce, vyplachnéte si Usta Cistou neperlivou vodou a
polknéte pfipadny zbytek slin nebo vody v Ustech.

3. Vyjméte odbérovy tampdn ze zkumavky.
Stétickou vytfete sliznici jedné vnitfni Easti tvare, zaroven $tétickou otacejte, aby byla
vyuzita cela jeji plocha. Idealni tlak je dosazen v okamziku, kdy na vnéjsi tvari ucitite tlak
zevnitf. Jednou stétickou otirejte sliznice tvari pfiblizné po dobu 1 minuty. Pokud se vam v
prabéhu stéru tvofi sliny, polknéte je (setfit sliny je nezadouci!).

5. Po odbéru umistéte odbérovy tampdn do kelimku Stétickou nahoru a pfistoupite k izolaci
mRNA. Stéticka odb&rového tampénu nesmi pfijit do styku s ni¢im jinym nez se sliznici, z
niz se vzorek odebira!l!



1l. lzolace mRNA

Materidl.
termotrepacka, mikrocentrifuga, chemagic stojan 2x12, pipeta 100-1000 pl, pipeta 10-100 pl,
mikrocentrifugacni zkumavky (2 ml),

Izolaéni kit chemagic mRNA Direct Kit

- M-PVA OdT Magnetic Beads
- Suspension Buffer 1

- Lysis Buffer 2

- Wash Buffer 3

- Wash Buffer 4

- Elution Buffer 5

Pozn. Navic potreba fyziologicky roztok, nadoba s tekutym dusikem a PCR voda.

Pouzivejte rukavice

a) Priprava magnetickych ¢astic
1. Suspenzi magnetickych ¢astic dobre protfepte a premistéte 40 ul (nebo az do mnoizstvi 120
ul) do mikrocentrifugaéni zkumavky.

2. Umistéte zkumavku do chemagic stojanu 2x12, a to do polohy s magnetem. Ponechejte
mikrozkumavku v poloze u magnetu pfiblizné 1 minutu.

3. Odstrante skladovaci pufr sterilni pipetou.

4. Vyjméte zkumavku z polohy u magnetu a promyjte c¢astice ve 300 ul suspenzniho pufru
Suspension Buffer 1.

5. Zopakujte kroky 2 — 4.

6. Rozsuspendujte magnetické castice M-PVA OdT Magnetic Beads v 100 pl lyzacniho pufru
Lysis Buffer 2.



b) lzolace

10.

11.

12.

13.

14.

15.

. Do 2 ml zkumavky ptidejte 500 pl chlazeného fyziologického roztoku, vloZte stérovku,

ustfihnéte priblizné 1 cm od stétecku a preneste na 10 min do tfepacky.

. Vytahnéte Stétecek pinzetou a zcentrifugujte na 1000 x g po dobu 5 minut.

. Vhodte mikrozkumavky na pfiblizné 10 sekund do tekutého dusiku a pak je vytdhnéte

dlouhou pinzetou, vratte do stojanku (pfidrzujte vicka, aby tlak v mikrozkumavce
nezpUsobil nezadouci otevieni); tento krok jesté jednou zopakuijte.

. Pridejte 900 ul Lysis Buffer 2 k bunéénému peletu a rozsuspendujte v tfepacce 5 minut za

normalni laboratorni teploty.

. Centrifugujte lyzat po dobu 5 minut na 12 000 x g k vytvoreni pelety ze zbytku bunék.

. Pfemistéte supernatant do zkumavky s promytymi magnetickymi ¢asticemi M-PVA OdT

Magnetic Beads.

. Rozsuspendujte ¢astice v lyzatu a inkubujte 2 minuty pfi 70°C.
. UdrZujte 7 minut pfi pokojové teploté s obéasnym mirnym promichanim.

. Po inkubaci umistéte zkumavku do magnetického separatoru (pozice u magnetu) a vyckejte,

dokud nejsou vSechny ¢astice pritazeny ke sténé zkumavky. Odsajte veSkery supernatant a
potom premistéte zkumavku z pozice u magnetu.

Pridejte 900 pl promyvaciho pufru Wash Buffer 3 a na termotfepacce radné rozsuspendujte
Castice peletky. Poté ponechte 1 minutu pfi laboratorni teploté.

Separujte magnetické ¢astice na magnetickém separdtoru a odstrarite supernatant.

Zopakujte promyvaci proceduru jesté dvakrat (kroky 10 a 11) s 1000 pl promyvaciho pufru
Wash Buffer 4.

Do mikrozkumavky pfidejte 75 pl PCR vody a fadné Ccastice rozsuspendujte na

termotrepacce.

Inkubujte suspenzi 2 minuty pfi 70°C, s dikladnym protfepanim pro posileni kompletni
eluce mRNA.

Po inkubaci umistéte mikrozkumavku do magnetického separdtoru na dobu dvou minut,

dokud vSechny magnetické ¢astice nejsou z eludtu odseparovany a dokud neni supernatant
Cisty. Eluat s ¢istou mRNA preneste do Cisté mikrozkumavky bez RNaz.



1. Real-time reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR)

Materidl:

TagMan® RNA-to-CT™ 1-Step Kit

TagMan® RT-PCR Mix:

— ROX™ passive reference

— Optimized buffer components
TagMan® RT Enzyme Mix:

— ArrayScript™ UP Reverse Transcriptase
— RNase inhibitor

— AmpliTag Gold® DNA Polymerase, UP (Ultra Pure)
— dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP, and dUTP)

Primery pouzité k amplifikaci:

fwBACT 5" - GGGACGACATGGAGAAAATCT - 3°
revBACT 5" - ACATGATCTGGGTCATCTTCT - 3’
fwGAPDH 5 - AGGTCGGAGTCAACGGATTT- 3’
revGAPDH 5" - AATGAAGGGGTCATTGATGG -3’

Sondy TagMan pouzité k detekci:

pGAPDH

FAM 5" - TGGTCACCAGGGCTGCTTTTAA 3" ECLIPSE

pBACT

HEX 5" - TTCTACAATGAGCTGCGTGTGGC 3" ECLIPSE




Pro jednokrokovou reverzni transkripci a amplifikaci napipetujte do zkumavek uvedené reakéni
slozky aZ do celkového objemu 20 pl:

Reakéni slozky GAPDH Objem reaktnich

slozek
TagMan® RT-PCR Mix (2 X) 10,0 pl
fwGAPDH (10 uM) 0,6 ul
revGAPDH (10 uM) 0,6 ul
pGAPDH (5 puM) 0,8 ul
TagMan® RT Enzyme Mix (40 X) 0,5 ul
H20 3,5l
mRNA 4l

v . Objem reakcnich
Reak¢ni slozky Beta-actin )

slozek
TagMan® RT-PCR Mix (2 X) 10,0 pl
fwBACT (10 uM) 0,6 ul
revBACT (10 uM) 0,6 ul
pBACT (5 uM) 0,8 ul
TagMan® RT Enzyme Mix (40 X) 0,5 ul
H20 3,5 ul
mRNA 4 ul

Real-time PCR bude provedena v termocykléru ABI7300 (Applied Biosystems, USA) podle
teplotniho programu:

48°C 15 min (reverzni transkripce)
95°C 10 min (aktivace AmpliTag Gold® DNA Polymerase, UP (Ultra Pure))
95 °C 15 sec 45x  (denaturace)

60 °C 1 min (annealing /elongace)






