gRT-PCR




RNeasy Procedure

|zolace celkové RNA

Sample

RLT pufr + 1% 2ME

Lyse, homogenize,
and add ethanol

» Rneasy total RNA isolation kit (Quiagen)
» https://www.youtube.com/watch?v=8zVGVFCs2mA

» Podrobny navod:

Bind total RNA to

) . 12id=
» https://www.qgiagen.com/cz/resources/resourcedetail?id RNeasy membrane

8cbc-bf9féfa33e24&lang=en
» 1x10*6 - 1x10*7 bunék oplachnutych PBS

RW1 pufr, 2x RPE pufr
Wash

“ <3 g 4 em) — & —

RNAse free H,0
@.]l ii,l Elute in small volume

Ready-to-use RNA
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Design primeru

Nalezeni vhodného templatu mRNA
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/

Nastaveni parametrd pro design primert
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/index.cgi?ORGANISM=9606&INPUT_SEQUENCE=NM_004996.4&LINK_LOC=nuccore

Primery - priklad

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/primertool.cgi?ctg time=1605692810&job_key=gYte8UoOMR6RgmMKKfT 9mr
TXkd58Y92yCGQ

Otestovani kvality primeru a zjisténi optimalni annealingové teploty
http://oligo.net/downloads.html
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Délka a sekvence primeru (SW Oligo)

- Primery jsou obvykle 20-25 nt dlouhé.
* Primery v daném paru musi mit srovnatelny pocCet GC:AT paru. Upfednostriujeme
primery s 50 — 60% obsahem GC nebo AT pard.
« Sekvence mezi obéma primery nesmi byt vyrazné komplementarni, vznikaly by tzv.
dimery — Oligo SW
* Rovnéz nesmi byt komplementarita v ramci sekvence primeru. Doslo by ke vzniku
vlasenky

Formace dimeru

"

Formace vlasenky

" td



https://labguide.cz/wp-content/uploads/2014/10/LG-dimer-vlasenka.jpg

Zaklady navrhovani primeru

« v bézném zapisu sekvence DNA se zapisuje horni vlakno z dvouretézcové molekuly DNA, a to ve sméru 5’->3’.
« Sekvence predniho (,forward®) primeru je totoZzna se sekvenci bézné zapisovaneého, tj. horniho vlakna. Pfedni prime
umoziuje syntézu horniho vlakna podle templatového spodniho viakna.
« Zadni (,reverse”) primer se navrhuje jako komplementarni sekvence k hornimu vlaknu, ktera je navic v reverzni
orientaci, tzn., ze je zapisovana ve sméru 3’->5’. Takze pfi navrhovani sekvence reverse primeru podle horniho
fetézce, musime Cist sekvenci primeru odzadu. Reverse primer umoznuje syntézu dolniho vlakna podle templatového
horniho vlakna.

Forward primer 5 3

: 5

Nasedani primerd a smér syntézy



https://labguide.cz/wp-content/uploads/2014/10/LG-nasedani-primeru-copy.jpg
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Teplota annealingu primeru

- Cim vétsi délka a vy3si obsah GC part, tim je teplota nasedani vy3si

 Teplota nasedani primerdt musi byt dostate¢né vysoka, aby nedoSlo
k nespecifickému nasedani primeri k templatové DNA, pokud by ale byla pfilis
vysoka, primery by nenasedaly vibec.

« Je tfeba, aby teplota nasedani byla optimalni pro oba primery a obsah GC paru v
obou primerech byl srovnatelny, tzn., aby byla srovnatelna teplota nasedani obou
primeru.

* Pro vypocet teploty primerd muzete pouzit néktery ze SW — oligo

« Se zvysujici se koncentraci Mg?* se zvySuje annealingova teplota

Co zohlednit pri navrhovani primeru:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/index.cgi?ORGANISM=9606&INPUT SEQUENCE=NM 004996.4&LINK LOC=nuccore

PCR product size: SybrGreen 100-500, sonda UPL (Roche) cca 70-150
Exon junction span - primers must span exon-exon junction
Allow primer to amplify mRNA splice variants (requires refseq mRNA sequence as PC
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Redéni primeru

Nr.  Oligoname Sequenz (5" -> 3') OD pg nmol Konzentration] Vol fur Tm MW GC- Synthese Reimigung Meodifikation Barcode IDO (8]

[pmolipl] 100pmol/ply [FC] [g/mol] Gehalt MaRstab Rep

1 MERTKF CACCATGAAAATAAACAA 97 238 287 - 267 61,0 8944 345% 0.05 pmol HPLC - (1T 1 -
TGAAGAGATCG (29) 016945549

2 MERTKR GGACTTCTGAGCCTTICTG 89 255 359 - 359 642 7095 565% 0.05pmol HPLC - IHinn -
AGGAG (23) 016945550

1. Kdyz k lyofylizatu pfidame 267 ul dostaneme koncentraci 100 pmol/ul = 100 uM (uM/l)
. Redime na vyslednou koncentraci 0,1-1 yM podle toho, aby se nam to veslo do lahvicky (2 mi
20 uM, 40 uM nebo




Real time PCR

Templatova DNA: 1,5 ul cDNA do kazdé jamky
Primery: pro 25 ul reakci pouzijeme 0,25-2,5 ul z obou primerd. Mnozstvi primerd musi
optimalni. P¥ili§ vysoka koncentrace vede k nespecifickému nasedani primert na templato
DNA nebo parovani primertd navzajem. P¥ili§ nizka koncentrace primerd muze v
k nedostateCnému mnozstvi produktu.
dNTP smeés: je smés dATP, dCTP, dGTP a dTTP. Obvykla koncentrace kazdého dNTP v rea
je 200 uM (0,2 mM).
MgCl,: obvykla koncentrace je 1,5 mM. MQgCI, je nutny pro procesivitu a presnost T
polymerazy. Koncentrace MgCl, se odviji od koncentrace dNTP a plati, ze pro specificitu rea
musi koncentrace MgCl, prevySovat koncentraci dNTP. Pro zvySeni specificity reakce zvysuj
koncentraci MgCl,, a to az k 5 mM, priCemz koncentraci dNTP drzime stale na stejné ur
Neéktefi vyrobci Tag polymerazy dodavaji MgCl, zahrnuté do reakcniho pufru.
SybrGreen: Interkalacni barvivo je soucasti reakCniho pufru, ale v ramci Setreni redime.

Kontroly: Pouzivame negativni a pozitivni kontrolu, pokud je to mozné. V negativni
pouzijeme misto testovaného vzorku vodu, tzn., negativni kontrola neobsahuje te
DNA. Pozitivni kontrola naopak obsahuje takovou DNA, ktera nam zajisti vznik poza
produktu.




Real time PCR mix

Celkem 20 ul v jamce:
1,5ul cDNA templatu
18,5 ul Master mixu:

3 ul 2xcc Roche - LighCycler 480 SYBR green | master kit (smés nukleotidll, FastStart Tag DNA polymeraza, SYBR gr

0,375 ul kazdého z primerQ (SS 20 uM)
1,7 ul MgCl, (SS 25 mM)
Doredit do 18,5 ul sterilni RNase-free MQ H,O

primer (M) SYBR (ul) MgCla (ul) voda (pl) primer 1 (ul) | primer 2 (ul) templat (ul)
10 3 1.7 12.3 0,75 0,75 1.5
20 3 1.7 13.05 0,375 0,375 1.5
40 3 1.7 13,425 0,1875 0,1875 1.5
20/40 3 1.7 13,24 0,375 0,1875 1.5
Sybr green 1. primer 2. primer MgCl, H,O
1 vzorek 3 0,375 0,375 1,7 13,05 ul
x vzorkl

Pipetovani reakci:
https://www.youtube.com/watch?v=0rCxdtIXNj8




Hodnoceni kvantitativni real time PCR

» Urceni Ct (Cp) - manualné nebo pomoci maxima 2. derivace -
bod, kde dochazi k strmému stoupani amplifikacni krivky vzorku

» Cim vys3i Ct, tim méné molekul mRNA bylo ve vzorku

Model of real time quantitative PCR plot
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe/docs/techqpcr/




Krivka tani (melting curve)

» Na konci reakce probéhne postupné zahrivani celé reakce, po
dosazeni bodu tani Tm dojde k degradaci DNA (pokles
fluorescence)

» Specifitu reakce ilustruje krivka tani (melting curve) -

musi mit jen jeden vrchol = jeden produkt

A KRIVIA TANI B: DERIVACE KRIVKY TANI
g g :3: specificke
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5 3 5 produkty el
g 25 &
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Vice info: https://theses.cz/id/go0fw3/Bakalarska_praceEliska_Ruzickova.pdf
http://labguide.cz/metody/real-time-pcr/




Hodnoceni kvantitativni real time PCR

#H##AEAE  Samples MeanCp hprt
myo D DCp 2"-DCp x10 na K
1k1d A1, B1 19,75474 19,58113 0,17361829 0,8866163 8,866163 1
1a26 1d A2, B2 20,6692 19,33026 1,33894189 0,3953105 3,953105 0,445864
1a30 1d A3, B3 19,99559 19,50746 0,4881269 0,7129501 7,129501 0,804125

Velmi dukladné video o celé RT PCR
https://www.youtube.com/watch?v=9UWKIFGhOhO




