Bi9310c Uvod do kvantitativni RT-PCR — cviéeni
Zadani ulohy pro doktorské studenty

Uvod:

Studujete vliv latky X na plicni buriky. Pfi experimentech pomoci microarrays jste zjistili, Ze latka X
ovliviiuje hladiny mRNA 5 gen( asociovanych s plicnim surfaktantem. Jedna se o geny SFTPA1,
SFTPA2, SFTPB, SFTPC a SFTPD. Rozhodnete se ovéfit zjisténé vysledky pomoci two step gPCR (zpétna
transkripce a vlastni PCR reakce se délaji zvlast).

Rozhodli jste se pro relativni kvantifikaci a jako referencni gen jste na zdkladé doporuceni z literatury
pro danou tkan zvolili GAPDH (budete pracovat v duplexu, tedy sonda pro GAPDH a pro gen zajmu
budou v jedné jamce). Pravé vam dodali novy pfistroj (ktery se kalibruje pomoci ROXu) véetné
spotrebnich plast(.

c¢DNA z vaSich bunék jiz také mate k dispozici. Jedna se o nasledujici vzorky:

Bunky X0 X 0,25 ng/ml | X 2,5 ng/ml X 25 ng/ml X 250 ng/ml | X 2500 ng/ml

Linie A 3 misky 3 misky 3 misky 3 misky 3 misky 3 misky

Linie B 3 misky 3 misky 3 misky 3 misky 3 misky 3 misky

Primarni kultura | 3 misky 3 misky 3 misky 3 misky 3 misky 3 misky
Ukoly:

a) Pripravte seznam véci, které potrebujete objednat pro vas qPCR experiment (véetné kodU a
cen) od firmy Applied Biosystems (tabulka uvadi sloZeni jedné jamky v 96 jamkové desticce).

Objem [ul]
2x Gene Expression Master Mix 12,5
Gene Expression Assay (gen zajmu-FAM) | 1,25
Endogenous Control (GAPDH-VIC) 1,25
cDNA 2
PCR voda 8
Celkem 25

Vas séf pocita kazdou korunu, proto vam dal za Ukol spocitat i variantu s chemii od firmy
Roche (pozn.: pokud $éfa prekvapite a nachystate 2. variantu od néjaké jiné firmy, zlobit se
nebude).



b)

Koncentrace | Objem [ul]

Primer Mix (UPL Ref. Gene Assay) 20 uM 0,4
Probe (UPL Ref. Gene Assay) 10 uM 0,4
Primer (GOI) forward 20 uM 0,4
Primer (GOI) reverse 20 uM 0,4
UPL probe (GOI) 10 uM 0,4
LightCycler® TagMan® Master 5x 4,0
PCR voda 9

cDNA 5

Celkem 20

Design primer( a vybér sondy od firmy Roche se provadi ptes stranky Universal probe library:
http://www.roche-applied-science.com/sis/rtpcr/upl/ezhome.html

Pro kazdy biologicky vzorek budete pipetovat 3 pokusné jamky + 1 jamku No RT kontroly (pfi
zpétné transkripci nebyla pouZita reverzni transkriptaza). Na kazdou 96 jamkovou desticku
napipetujete 5 vzorkd No template kontroly (voda misto cDNA, znaci se NTC nebo No RNA).

Predtim je zapotrebi udélat kalibrac¢ni kfivky pro zjisténi efektivity PCR pro referencni gen i
vsech genl zajmu. Za timto ucelem pouzijeme RNA z neovlivnénych bunék linie A. RNA, resp.
prepsanou cDNA zfedime a do reakce ji budeme davkovat v 6 riznych mnozstvich (100 ng, 10
ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg a 1 pg). KaZzdou koncentraci pipetujeme na desticku v triplikatu + 2
kontroly pro kazdou sondu (viz bod b)).

Na dokumentovém serveru naleznete 3 soubory. V jednom (Kalibrace 1 a 2 - rozvrZeni
desticek.xls) je zobrazeno rozloZeni vzorkd tak, jak jste je pipetovali na desticku za Géelem
sestaveni kalibracnich kfivek pro jednotlivé proteiny. Ve zbylych dvou (Kalibrace 1-28-11-
2010.xIs, Kalibrace_2-28-11-2010.xIs) naleznete vysledky. Z vysledk( sestavte grafy, z nichz
urcite efektivitu PCR jak pro kazdy gen zajmu, tak pro referencni gen ve smési s genem
zajmu.

c)

d)

e)

Napipetovali jste pét 96 jamkovych desticek se vzorky z linie A (Experiment - rozvrZeni
desticek.xls). Vyslednd data po qPCR experimentu ze stroje 7500 Real-Time PCR System od
Applied Biosystems jste importovali do Excelu (Experiment_1-5.xls). Spocitejte AC;, primérné
ACr, AACr a R=2"*“", Vysledné hodnoty R zpracujte také graficky ve formé sloupcovych grafti i
s chybovymi useckami.

Na zakladé vysledkl kalibraénich kfivek zahriite do vypodtl také korekci na zakladé efektivity
PCR.

U dvou vzork(l pro sondu SFTPA1 jste detekovali produkt i v pfipadé No RT kontroly, ale v No
template (No RNA) kontrole pro sondu SFTPA1 jste nedetekovali nic. Co z toho vyplyva?


http://www.roche-applied-science.com/sis/rtpcr/upl/ezhome.html

