PCR v realném case — RQ PCR

Vyhody PCR v realném case

V klasické PCR, kde detekujeme konecné produkty amplifikace, se miiZe stat, Ze se v reakci,
kde byla uz od poc¢atku vysoka rychlost amplifikace vzorku, vycerpa néktera ze slozek
reakéniho mixu. Teoreticky ho pak mohou vzorky, u kterych reakce probihala pomaleji,
“dobéhnout” v n¢kolika cyklech PCR, coz ale na gelu pfi klasickém zpiisobu stanoveni na
gelu nerozezname (viz Dodatek).

RQ-PCR oproti tomu detekuje priitbéh reakce v kazdém kroku PCR cyklu. To je
umoznéno méienim intenzity fluorescence, ktera nartsta zavisle na amplifikaci
produktii, v pristroji, ktery obsahuje detektor pro snimani této fluorescence.

Templat TSRS se vyuziva pii stanoveni aktivity telomerazy jako kontrola, jestli byly vSechny
slozky reakéniho mixu v pofadku. TSRS obsahuje sekvenci TS primeru a k nému pfipojenych
8 telomerovych repetic.

V PCR jsou produkty amplifikovany pomoci primeru TS a reverzniho primeru Hutpr (na
obrazku RP), ktery obsahuje telomerovou sekvenci.

Postup

1. Pfipravte si devét 0,2 ml sterilnich zkumavek

2. Namichejte si reakéni mix pro 10 reakei (1 reakce navic, kvili chybg pipetovani)

I vSechny slozky mixu rozpoustéjte na ledu, na ném nechejte i namichany reakéni mix
dokud nezacnete pipetovat.

Slozeni reakéniho mixu na 1 reakei:

Reakéni pufr 2 ul
Polymeraza 0,2 ul
Interkalator 2,5 ul
Primer mix 1 ul
dNTP mix 0,5 ul
25 mM MgCl, 2 ul
Vzorek 2 ul
H,O 14,3 ul

25 ul

Interkalator: Gel Star (fedény 1:1000) — analog Sybr greenu
Polymeraza: Thermo-Start DNA Polymerase (5 U/ul)
Primer mix: mix tvofeny primery TS(forward) a Hutpr(reverse), konc. 5 uM

Vzorek: standard TSR8 (0,2 amol/pl) a jeho fedéni
vzorek o neznamé koncentraci



3. Ptiprava roztok pro kalibraéni kiivku

Ze zasobniho roztoku TSRS pfipravte sérii fedéni dalsi dva roztoky, které budou tvofit
kalibra¢ni kiivku.

1. fedéni (1:4) : ze zadsobniho roztoku TSRS (0,2 amol/ul) odeberte do ¢isté zkumavky 5 pl a
pridejte k nim 20 pl sterilni vody. Ziskate 5x fedény roztok.

2. fedéni (1:20): z natedéného roztoku TSRS (1:4) odeberte do ¢isté zkumavky 5 pl a pridejte
k nim 20 pl sterilni vody. Ziskate 25x fedény roztok.

Koncentrace TSR8 v zdsobnim roztoku je 0,2 amol/ul. Spocitejte jeho koncentraci v
natedénych roztocich.

4. Pipetovani

Rozpis reakei:

do kazdé zkumavky napipetujte 23 ul reakéniho mixu a ptidejte k nim:
. 2 ul sterilni vody (negativni kontrola)
.2 ul TSRS (1:25)

.2 ul TSRS (1:25)

.2 ul TSRS (1:5)

.2 ul TSRS (1:5)

.2 ul TSRS

.2 ul TSRS

. 2 ul neznamého vzorku

. 2 ul neznamého vzorku
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. Vzorky stocite a vloZite do real-time cykleru Rotor Gene 3000 (Corbet Research).
6. Pod dohledem obsluhy spustite analyzu, ktera trva asi 150 minut.
Program na amplifikaci TRAP produkti ma nasledujici profil:

a. denaturace, aktivace polymerazy
94 °C/15 min.
b. amplifikace produktt. Tento cyklus je opakovan 40x.
94 °C/30 sec
59 °C/30 sec, v tomto kroku probiha odecitani signalu na detektoru pro SybrGreen
72 °C/30 sec
c. dosyntetizovani produktl
72 °C/5 min.

7. Vyhodnoceni vysledkt



Vystup dat z Rotor Gene 3000

ziskame kiivky, které udavaji zavislost intenzity fluorescence na poctu cyklti PCR reakce.
Pomoci softwaru pristroje kiivky zanalyzujeme.
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Dodatek

Princip stanoveni aktivity telomerazy - klasicky

STEP 1. Addition of Telomeric Repeats By Telomerase

TS-Telomerase Product

B'- TS Telomeric Repeats
I 10
AATCCGTCGAGCAGAGTT ag ggttag ggttag ggttag gottag — 3
+

ag ggttag gottag gattag gottag ggttag - 3
+
ag gattag gottag ggttag gottag ggttag (gottag), - 3

STEP 2. Amplification of TS-Telomerase Product By PCR
TS
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Po skonceni reakce na gelu detekujeme Zebticek produkti, které se 1isi o Sest part bazi, coz je
délka jedné telomerové repetice.

TRAP Products

__&8bp
—B2bp
—56bp
—530bp _|

— Internal Control (36 bp)
S-1C




