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|zolace RNA — kvantifikace Nanodropem

Sample ID 260/280 260/230
1. DMSO 1,087 0,548 1.98 2,11
1. TCDD 1,013 0,517 1,96 2,2
2.DMSO 1,695 0,868 1,95 2,2
2. TCDD 1,477 0,742 1,99 2,21
A260... RNA
A280... DNA

A230... proteiny




Zpetny prepis mRNA do cDNA

. Zméreni koncentrace vyizolované RNA (Nanodrop) + kontrola kvality RNA
- absorbance A260 nesmi byt vySSi nez 1 (pfipadné fedit a méfit znova)
- pomér absorbanci A260/280 musi byt kolem 2

. Spocitat kolik ul RNA je 0,5 ug RNA, ktery vstupuje do RT

. Doredit do 21 ul sterilni RNase-free MQ H20

. Pfidat 2 ul 10 uM smési nukleotidd (PCR grade) ... 2?22 WS
. Pfidat 2 ul 20 uM primeru poly(dT)15 ... 22?2 WS

. Mix — Centrifugace — annealing primert 10 min/37 C — pfenos na4 C

. Pfidat 4 ul 10xcc pufru pro traskriptazu s 0.1 M DTT (zruSeni disulfidovych mustka)
. Pridat 2 ul reverzni transkriptazy (napf. M-MLV - Moloney Murine Leukemia Virus)
. Pridat sterilni RNase-free MQ H20 do celkového objemu 40 ul

10. Inkubace 50 min/37 C

11. Denaturace transkriptazy 10 min/90 C
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Vysledkem ziskame stejné mnozstvi molekul cDNA, jako bylo pavodnich molekul mRNA
v celkové RNA

Do gPCR vstupuje 1,5 ul z celkové cDNA




http://www.youtube.com/watch?v=3H9o0abhqgDAc
http://www.youtube.com/watch?v=HU6GUGvDL eqg

Real time PCR

Real-Time Monitoring of PCR
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Fluorescence

Do reakce se pridava Sybr Green (fluoreskuje jen po interkalaci do nové
vytvorené dvouretézcové DNA)

Po kazdém cyklu se zméri fluorescence vzorku
Cim vy38i fluorescence, tim vice produktu vzniklo
Cim vice molekul cDNA ve vstupu, tim dfive se za&ina mnozit

v v awv s

Do jamky se pipetuje: 1,5 ul cDNA z pfepisu + Master mix:
» 3 ul Sybr Green (2xcc LighCycler 480 SYBR green | master kit — obsahuje
nukleotidy, polymerazu, SYBR green, MgCl,)
* 0,375 uM kazdého z primert (SS 20 uM.... Vypocitej kolik ul potirebujeme)
« 1,7 ul MgCl, (SS 25 mM, vypocitej vyslednou koncentraci)
» Dofredit do 18,5 ul sterilni RNase-free MQ H,O (celkovy objem 20 ul)


http://www.youtube.com/watch?v=3H9oabhqDAc
http://www.youtube.com/watch?v=HU6GUGvDLeg

oncentrace bez prepoctu jednotek

SS 40 mM a a potfebujeme 100 ul WS: 20 uM
Trojélenka120 uM.....100 uIT

40 mM.... x ul

x/100=0,02/40... 0,0005.100=x
Redé&nim |I: 40 mM.... 100 ul

20 mM.... 50 ul

20 uM...... 50 nl = 0,05 ul
Redénim Il: 40 mM/0,02 mM = 2000 x fedéné

100/2000

VzoreCkem: c1.V1=c2.V2 (pozor! Nutné stejné jednotky)
40x=0,02.100 ul

» Koncentrace s prepocétem jednotek
SS: 40 mg/ml a potfebujeme 100 ul WS: 20 uM
Nutné znat Mr latky (napf 80)

1M ... 80 mg/ml

0,5M ... 40 mg/ml

» Redéni bunék
Spocitame si, Ze mame 0,7x10*6 b v 2 ml (tj. 0,35x10*6/ml)
A) chceme mit 1x10*6/1ml

zZjistime, kolik mame bunék celkem (0,7x10*6), Centrifugace a pak to dofedime 0,7 ml pufru
B) chceme odebrat 2x10*5 bunék = 0,2x10*6 bunék

0,2/0,35=0,57 ml vezmeme s puvodni suspenze



gRT-PCR

» Kvantifikace hladiny mRNA vyuzivajici reverzni
transkripci a PCR

» Kvantifikace je umoznéna pouzitim fluorescencné
znacenych molekul inkorporujicich se do novych
molekul DNA pfi PCR pfi kazdém cyklu

» Po kazdém cyklu je provedena detekce pfirustku (real
time)

» Odpada nutnost kvantifikace pomoci elektroforézy



Znaceni novych retézcu DNA
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1. Dye in solution emits 2. Emission of the
low fluorescence fluorescence by binding

» Interkalace fluorochromu vazajicich se
jen do dvouretézcove DNA (SybrGreen)

» Znaceni nukleotidd pomoci 32P

» Pouziti fluorescenéné znacenych préob
(TagMan)

TagMan® Applied Biosystems
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Typy qRT-PCR

» One step gRT-PCR (BFU)
- kombinace syntézy prvniho cDNA fetézce (reverzni transkripce) a PCR reakce
ve stejné zkumavce
+ zjednoduseni reakcniho postupu a snizeni rizika kontaminace
+ rychlejSi zpracovani velkého mnozstvi vzork
+ diky tomu, ze se amplifikuji vSechny mRNA (cDNA) dosahneme
vySSi senzitivity (staCi i 0.01 pg celkové RNA)
- mozné pouzit jen ,sequence-specific’ primery
- cela reakce je pouzita pro jedno PCR, nemoznost opakovani

Two step qRT-PCR (OFI2)

- nejprve se provadi reverzni transkripce z celkové RNA pomoci oligo dT
primeru za vzniku cDNA (do reakce vstupuje 1 ug celkové RNA)

- PCR probiha v novych zkumavkach (do reakce vstupuje 1,5 ul cDNA z pfepisu)
+ z jednoho prepisu je mozné provést cca 25 PCR reakci (rizné primery)

+ moznost optimalizovat PCR s pouzitim riznych polymeraz, primeru atp.

+ srovnani exprese rliznych genul na stejném vzorku

- vySSi riziko kontaminace

- vice pipetovacich kroku




Priklad vystupu
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Cycles

Ziskani hodnoty Cp: 1) fit pointy manualné 2) pomoci 2. derivace automaticky



Overeni specificity reakce

,melting curve® ... hledani bodu tani produktu

jeden produkt = jeden bod tani = jeden peak

dF /dT
14

j .

t_l.




Vyhodnoceni gRT-PCR

Prdmér - GAPDH

T

Name Cp primér GAPDH ACp 27-ACp
F16 K3 31,84 31,43 31,635 36,39 -4,755 27,0021
F16 LY3 32,17 33,18 32,675 36,985 -4,31 19,8353
F16 K6 32,25 32,13 32,19 35,225 -3,035 8,1965
F16 LY6 31,83 31,84 31,835 34,97 -3,135 8,7847

F16 K9 31,16 31,01 31,085 36,34 -5,255 38,1867




Kryostat

Pfiprava vzorku:

Zaliti do OCT (polyethylen glykol + polyvinyl alkohol)
Zamrazeni tkané v -80 C

Krajeni fezu v kryostatu (mikrotom v chladné komore)
-20az-30 C

Slozeni mrazici smési: 44% - pentafluoroethane,
52% - trifluoroethane, 4% - tetrafluoroethane

Vyhody kryorezu:
Rychla pfiprava vzorkl, umoznujici provést detekci proteinti i béhem
operace

Zachovani enzymaticke aktivity i antigenicity

Zachyceni latek, které se standardni technikou rozpusti (lipidy)
Zachovani bunécné morfologie (neni tfeba chemické ani tepelné

modifikace)
Muze se provést na fixovanych i nefixovanych vzorcich tkani

evyhoda: nizsi kvalita preparatt



