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po izolaci RNA

o One step qRT-PCR (BFU)

- kombinace syntézy prvniho cDNA fetézce (reverzni transkripce) a PCR
reakce ve stejné zkumavce
+ zjednoduseni reakcniho postupu a snizeni rizika kontaminace
+ rychlejsi zpracovani velkeho mnozstvi vzorku
+ diky tomu, ze se amplifikuji vSechny mRNA (cDNA) dosahneme
VysSi sen2|t|V|ty (staCii 0.01 pg celkové RNA)
- mozné pouzit jen ,sequence-specific” primery
- cela reakce je pouzita pro jedno PCR, nemoznost opakovani

Two step qRT-PCR (OFI127)

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

- PCR |)3rob|'hé v novych zkumavkach (do reakce vstupuje 1,5 ul cDNA z
prepisu

+ z jednoho prepisu je mozné provest cca 25 PCR reakci (rtzné primery)
+ moznost optimalizovat PCR s pouzitim riznych polymeraz, primert atp.
+ srovnani exprese ruznych genu na stejném vzorku

- vySSi riziko kontaminace

- vice pipetovacich kroku




° zpetny prepis do cDNA
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. Zméreni koncentrace vyizolované RNA (Nanodrop) + kontrola kvality RNA

- absorbance A260 nesmi byt vySSi nez 1 (pfipadné rfedit a mérit znova)
- pomér absorbanci A260/280 musi byt kolem 2

. Spocitat kolik ul RNA je 1 ug, ktery vstupuje do RT

22.92 ng/ul ... x10=229.2 ng/ul
229.2ng ....1ul

1000ng .... xul (4,36 ul)
. Doredit do 16 ul sterilni RNase-free MQ H,O 40 ul... 10 uM
. Pfidat 2 ul 10 uM smési nukleotidu (PCR grade)... ??? WS > Ul 0.5 uM
. Pridat 2 ul 20 uM primeru poly(dT),s .. ?2?2?2WS U
Mix — C — annealing primerd 10 min/37°C — pfenos na 4°C
Pridat 4 ul 10xcc pufru pro traskriptazu s 0.1 M DTT (zruSeni disulfidovych mustku)
Pridat 2 ul reverzni transkriptazy (napf. M-MLV - Moloney Murine Leukemia Virus)
Pridat 14 ul sterilni RNase-free MQ H20

Celkovy objem 40 ul

10. Inkubace 50 min/37°C pak denaturace transkriptazy 10 min/90°C



. PFiklad vystupu z Nanodropu

=2
Sample ID User ID Date Time ng/ul A260 A280 260/280 260/230

K Default 2/24/2010 16:33 PM 0.573 0.288 1.99 0.50
APO Default 2/24/2010 16:34 PM 26.56 0.664 0.327 2.03 0.57
ROS Default 2/24/2010 16:35 PM 15.11 0.378 0.201 1.88 0.69
CAM Default 2/24/2010 16:36 PM 20.01 0.500 0.247 2.02 0.63
DOX Default 2/24/2010 16:37 PM 5.48 0.137 0.072 1.91 0.19
GELD Default 2/24/2010 16:38 PM 10.92 0.273 0.126 217 0.42
ETO Default 2/24/2010 16:38 PM 11.31 0.283 0.150 1.89 0.34

10x fedény vzorek RNA
A260... RNA

A280... DNA
A230... proteiny



http://wwwlyoutube.com/watch?v=3H9oabhgDAc

Real time PCR

Fluorescence

http://www.youtube.com/watch?v=HU6GUGvDLeqg

o LightCycler 480 (Roche)

(@)

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

Po kazdém cyklu se zméfi fluorescence vzorku

Cim vy3&i fluorescence, tim vice produktu vzniklo

Cim vice molekul cDNA ve vstupu, tim dfive se zagind mnozit
exponencialni FadWi cyklus — vystupni parametr Cp)

Master mix: 1,5 ul cDNA z prepisu +
10 ul Sybr Green (2xcc LighCycler 480 SYBR green | master kit)
0,33 uM kazdého z primert (SS 20 mM.... ??? ul)
Doredit do 18,5 ul sterilni RNase-free MQ H20 (celkovy objem 20 ul)


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

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



dF/dT

1.4

Oveéreni specifity reakce

melting curve o

's5 '70 75 '80 '85 '90



Vyhodnoceni gRT-PCR

ACp
Name Cp primér GAPDH C1-GAPDH 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



@ Transfekce

http:/Awww. biomol.de/

o Prenos cizorodé DNA pomoci klonovacich vektoru
o Vektory - molekuly DNA do nichz je vClenén gen zajmu

o NejCastéji se pouzivaii nlazmidv - mala haktariglni kruhové
molekuly DNA

pSMB_measure
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o NejCastejsi metody transfekce

o Smés negativné nabitého Ca(H,PO,), a pozitivhé nabitého
CacCl, tvori precipitat, do kteréeho se navaze DNA

o Kationicke polymery DEAE-dextran, polyetylenimin (PEI) —
negativne nabita DNA se navaze na polykation a
endocytozou se prenese do bunek

o Liposomy (lipofectamin) — DNA je obalena lipidovou
kapsulkou, ktera muze fuzovat s membranou

o Fugene — neznameé slozeni neliposomalniho typu, etanol

o Elektroporace — vytvoreni poru (Neon)
Nukleofekce — kombinace elektroporace a dalSich Cinidel

Krevni bunky je mozné transfekovat jen elektroporaci



o

o

Plusy a minusy

PEI

+ cenal/efektivita

- nutnost vymeény média (toxicita)
Lipofectamine

+ efektivita

- nutnost vymeny média, cena

NEON

+ efektivita, neni nutno ménit médium, pouziti na krevni
bunky

- cena
Fugene

+ efektivita, neni nutno ménit médium

- cena




Odhad ucinnosti transfekce GFP




Kvantitativni vyhodnoceni
ucinnosti transfekce GFP

o Pomoci trypsin/EDTA uvolnit bunky do suspenze

o Zméfit zelenou fluorescenci (kanal F1) prutokovym
cytometrem Accuri C6

CF1)Cells] 04_00031 737 Z06.LMD - FLd Log- AOC

Fluorescence
(F1)[Cells] 04 00031737 206 LMD : FL4 Log
Region Number %Total %Gated X-Median 500 X-Mean X-CV
AL 3725 90 82 10000 183 123 0.00

GFP positive 2721 4316 4753 89 250 0.00



Kryostat

Pfiprava vzorku:

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

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

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

Vyhody kryorezu:
Rychla pfiprava vzorkl, umoznujici provést detekci proteinti i béhem
operace
« Zachovani enzymatické aktivity i antigenicity
« Zachyceni latek, které se standardni technikou rozpusti (lipidy)
« Zachovani bunééné morfologie (neni tfeba chemické ani tepelné modifikace)
« Muze se provést nefixovanych i nefixovanych vzorcich tkani

Nevyhoda: nizsi kvalita preparatt



