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Stanoveni mnozstvi transkriptu genu pomoci RT-gPCR

Princip ULOHY

V praxi se Casto setkdvame s potfebou provést kvantifikaci transkriptu vybraného genu.
V soucasné dobé se ke kvantifikaci transkriptd vybranych gend vyuziva predevSim metoda reverzni

transkripce ve spojeni s metodou kvantitativni polymerazoveé fetézové reakce (RT-qPCR).

Reverzni transkripce

V prvnim kroku je nejprve provedena reverzni transkripce izolované celkové RNA, kdy si musime
uvédomit, Ze mMRNA tvofi pouze 1-2% z celkové RNA. Reverzni transkripce (RT) je enzymaticky proces,
pfi kterém je podle templatové RNA syntetizovana cDNA. RT je katalyzovana enzymem reverzni
transkriptazou (RNA-dependentni DNA polymeraza). Pro pribéh reakce je tedy nezbytna pfitomnost
RNA, reverzni transkriptazy, smési deoxyribonukleotidtrifosfata (dNTP), reakéniho pufru a primer(.

Zpravidla se pro tyto GCely vyuzivaiji tfi typy primer(:

a) oligo dT primery — pouzivaji se v pfipadé mRNA obsahujici polyA 3’-konec, v pfipadé dlouhych
transkriptd nemusi dojit k Gplnému prepisu

b) smés nahodnych hexaoligonukleotidd — nasedaji nahodné na templatovou RNA, jsou vhodné
zejména pro prepis celkové RNA a delSich transkript(

c) sekvencné specifické primery

gPCR (kvantitativni polymerazova retézova reakce)

V nasledujicim kroku je poté pfepsand cDNA specificky hamnoZena pomoci kvantitativni
polymerazové fetézové reakce (QPCR). Principem gPCR je kvantifikace mnoZeného produktu v kazdém
jednotlivém cyklu PCR. K detekci vznikajiciho produktu mohou byt pouzity rizné systémy, které jsou
zalozeny na stanoveni zmény intenzity fluorescenéniho zafeni béhem amplifikace. Obvykle se pouzivaji

interkalac¢ni barviva nebo specifické sondy.

Interkalacni barviva

Jako interkalaéni barvivo se vétdinou pouzivd barva SYBR Green |, ktera se interkaluje do
dvouSroubovice DNA. Intenzita fluorescence nevazaného barviva po excitaci vinovou délkou 488 nm je
velmi nizka, zatimco po interkalaci dochazi k naristu fluorescence s maximem pfi 522 nm. Jak béhem

PCR dochazi k mnozeni dvou fetézcového produktu, dochazi i k postupnému nardstu fluorescence, ktera

1/5



2/5

se méfi vzdy na konci elongacni faze kazdého cyklu. Nevyhodou interkalaéniho barviva je, Ze nerozliSuje
pfipadnou kontaminaci nespecifickou dsDNA a mlze rovnéz interkalovat mezi dimery primer(. Z tohoto
dlivodu je nutné po probéhnuti amplifikace u interkalaénich barviv provést analyzu kfivky tani, ktera se
pouziva k odlieni specifickych a nespecifickych produktd PCR reakce. Nespecifické produkty maiji

odliSnou (obvykle nizsi) Tm nez produkty specifické.
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Specifické sondy

Pro specifickou detekci mnozeného produktu jsou vyuzivany specifické fluorescenéni sondy,
které délime do dvou z&kladnich skupin, na sondy hydrolyzaéni (TagMan) a hybridizaéni (FRET,
Molecular Beacons). TagMan sonda je kratky Usek DNA, ktery hybridizuje s cilovou sekvenci uvnitf
amplifikované oblasti. Na 5konci sondy je navazané fluorescencni barvivo a na 3‘konci je molekula
zhasece. U sondy, ktera je v inaktivnim stavu, tlumi zhase¢ vSechno zafeni emitované fluorescenénim
barvivem. V pribéhu reakce se vyuziva 5’exonukleazova aktivita Taq polymerazy, ktera béhem elongace
Stépi navazanou sondu, ¢imz dochazi k oddaleni molekuly zhasece od fluoroforu a narlsta fluorescenéni
signal (A). Systém molekularnich majaku vyuziva vysoce specifické sondy ve tvaru vlasenky. Jejich stfed
je komplementérni s amplifikovanou sekvenci, zatimco konce vlasenky jsou komplementarni navzajem.
Na obou koncich DNA je opét navazan zhaseC a fluorescencni barvivo. Neni-li sonda navazana na
komplementarni isek DNA mé tvar vlasenky, molekuly fluoroforli jsou v tésné blizkosti a intenzita
fluorescence je minimalni. Po navazani sondy dochazi k rozlozeni vlasenkové struktury, oddaleni
fluoroford a narlstu fluorescenéniho signalu (B). Systém FRET sond vyuziva hybridizace dvou sond
v tésné blizkosti a rezonanéniho pfenosu energie z jedné sondy na druhou. K narlstu fluorescence poté

dochazi pouze v pfipadé specifického nasednuti sond vedle sebe (C).
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Vyhodnoceni
Fluorescence je méfena béhem kazdého cyklu PCR a jeji intenzita je Umérna mnozstvi nové

vzniklé DNA. Kvantifikace se provadi prostfednictvim matematické analyzy amplifikaéni kfivky a hodnoty
Ct (Cycle treshold), pfi které doslo k prekro¢eni nastavené hladiny fluorescence. Pro vyhodnoceni real-

time PCR se muze pouzit bud relativni, nebo absolutni kvantifikace.

Absolutni kvantifikace umozniuje pfimo urcit vychozi pocet kopii cilovych molekul. Pro stanoveni je

tfeba sestavit kalibrani kfivku pro sérii standardl a z této kfivky se pak odecita koncentrace
neznamého vzorku. Nejc¢astéji je poté exprese stanovovaného genu vyjadfovana jako pomér
koncentrace stanovovaného genu a je koncentrace kvantifikovaného genu a tzv. house-

keeping genu, jehoz hladina exprese je za podminek experimentu konstantni.

Relativni kvantifikace popisuje relativni zménu exprese genu vic&i vnitfnimu standardu. Jako vnitini

standard se vyuziva tzv. house-keeping gen, jehoz hladina exprese je za podminek
experimentu konstantni. Pro vypolet exprese cilového genu ve vztahu k odpovidajicimu
house-keeping genu je mozno pouzit nékolik metod. Metody pouzivané pro vypocet relativni
kvantifikace jsou bud jiz zminéna metoda kalibraénich kfivek, nebo c¢astéji pouzivana
srovnavaci AACt metoda. Zakladnim predpokladem pfi srovnavaci AACt metodé je, zZe
amplifikace cilového i house-keeping genu probiha se stejnou ucinnosti. K vypoctu celkového

mnozstvi cilového genu se poté pouziva vztah:

R=2 (-AACt)
kde: AACt= ACt testovaného vzorku- ACt kontrolniho vzorku

ACt testovaciho vzorku=ACt cilového genu ACt house-keeping genu

Cil dlohy

Cilem ulohy je provést kvantifikaci transkriptu genu zajmu z izolované RNA bunék tabaku a
provést vyhodnoceni zmény exprese pomoci metody relativni kvantifikace v €asech 0 hodin a 24 hodin

hodin. Jako house-keeping gen bude pouzit gen pro elongaéni faktor 1 alfa (EF1a).

Vlastni provedeni analyzy

1. Na pfistroji NanoDrop zméfime pfi 260 nm koncentraci izolované RNA a z poméru absorbanci
Azeo/a2so Vyhodnotime Cistotu izolované celkové RNA.
Poté zméfime koncentraci RNA na pfistroji Qubit pomoci RNA HS kitu a vysledky porovname.
Celkovou RNA nafedime pomoci PCR vody na koncentraci 0,5 mg/ml do celkového objemu 10 ul.

Provedeme reverzni transkripci pomoci reverzni transkriptazy ImProm Il (Promega, USA):
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Slozeni reakéni smési:

2,0 ul ImProm-IITM 5x fedény reakéni pufr
2,2 ul MgCl2

0,5 ul dNTP

0,5 pl Nahodné Hexamery

0,5 ul ImProm-II reverzni transkriptaza
0,2 pl RNAsin

2,1 ul PCR voda

2,0yl RNA (0,2 mg/ml)

Vzorky vlozime do cycleru a spustime nasledujici program:

25°C 10 minut
42 °C 45 minut
70 °C 15 minut

Po probéhnuti reverzni transkripce pfidame ke smési ve zkumavce 10 ul PCR vody a provedeme
gPCR reakci pomoci GoTag®gPCR Master Mixu (Promega, USA):

SlozZeni reakéni smési pro gen zajmu a house-keeping gen (10 reakci):

75yl Luna® gPCR Master Mix
50yl  PCR voda
5ul  F+R primer (10 uM)

Poté napipetujeme dle schématu do stripti 13,0 ul pfipravené reakéni smési.
Nasledné pfidame k reakéni smési jednotlivé vzorky (2,0 ul) dle schématu, kdy reakce se vzorky

provedeme v triplikatu:

Mix pro gen zajmu 8 ..OOOOOO OO
d | L 000000000
L . | 000000000
. . d | . 900000000
Mix pro house-keeping gen | ..’OOOOOOOOO
L L. 000000000
1000000000000
1000000000000

Nasledné vzorky v desti¢ce stoCime, desticku viozime do pfistroje LightCycler® 480 a spustime

nésledujici program:

Amplifikace

krok  pocet cyklu teplota Cas

1 1 95°C 2:30

2 45 95 °C 0:15
60 °C 0:40

Kfivka tani

3 1 95 °C 0:15
60 °C 0:30
95 °C 0:15



Vyhodnoceni

Vyhodnotime u jednotlivych vzorkd ziskané amplifikaéni kfivky spoleéné s kfivkami tani a

provedeme relativni kvantifikaci nardstu/poklesu transkriptu genu zajmu mezi ¢asem 0 a 24 hodin.
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