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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 transkriptli vybranych gen( vyuziva pfedev§im metoda reverzni
transkripce ve spojeni s metodou kvantitativni polymerazové fetézové reakce (RT-gPCR). V ramci této
Ulohy se seznamime se zékladni metodou izolace celkové RNA pomoci fenol-chloroformové izolace za
vyuziti komeréniho TRI-Reagent Cinidla s naslednou jedno zkumavkou reverzni transkripci spojenou
s gPCR kvantifikaci vybranych transkriptd pomoci AACt metody.

Izolace celkové RNA z listu tabaku

Metoda fenol-chloroformové extrakce se nejCastéji pouziva k izolaci NA z rostlinnych pletiv nebo
environmentalnich vzorkl a velkého mnozstvi DNA z krve. Po homogenizace se ke vzorku pfida smés
fenolu, chloroformu a isoamylalkoholu, ktera jeSt€ muze obsahovat guanidin hydrochlorid (GuHCI).
V soucasné dobé jsou poté dostupné rizné komeréni smési fenolu saturovaného v pufru a GuHCI, jako
je napf. TriReagent nebo TRIZOL. Po pfidani chloroformu do smési se chloroform nemisi s vodnym
roztokem bunécného lyzatu, a proto se smés rozdéli na dvé faze — horni vodnou a spodni
chloroformovou. Protfepavanim se faze promichaji, pfiemz fenol vysrazi proteiny pfitomné ve vodné
fazi. Dllezité je poté pH fenolu saturovaného Phenol, pH 4 Phenol, pH 8
v pufru, pfi pouziti kyselého fenolu (pH=4)

dochazi k separaci RNA do horni vodné faze

a DNA se nachazi vinterfazi a pfi pouziti <«— RNA (aqueous) <«— DNA + RNA
zasaditého fenolu (pH=8) dochazi k separaci <« DNA P
DNA do horni vodné faze. Nasledné se <«— Protein <«— Protein
DNA/RNA  vysrdzi z vodné faze (organic) (organic)
isopropanolem. RNA DNA

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 syntetizovdna cDNA. RT je katalyzovana enzymem reverzni

transkriptazou (RNA-dependentni DNA polymeraza). Pro pribéh reakce je tedy nezbytna pfitomnost
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RNA, reverzni transkriptazy, smési deoxyribonukleotidtrifosfatd (dNTP), reakéniho pufru a primer(.

Zpravidla se pro tyto Ucely vyuzivaiji tfi typy primer(:

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

Il. smés nahodnych hexaoligonukleotidii — nasedaji nahodné na templatovou RNA, jsou vhodné
zejména pro prepis celkové RNA a delSich transkript(

1. sekvencné specifické primery

gPCR (kvantitativni polymerazova retézova reakce)

V nasledujicim kroku je poté prepsana cDNA specificky namnozena 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 zareni béhem amplifikace. Obvykle se pouzivaji

interkalacni barviva nebo specifické sondy.

Interkalacni barviva

Jako interkala¢ni barvivo se vétSinou pouziva 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 dochéazi k mnozeni dvou fetézcoveého produktu, dochazii k postupnému narustu fluorescence, ktera
se méfi vzdy na konci elongacni faze kazdého cyklu. Nevyhodou interkalacniho barviva je, Ze nerozliSuje
pfipadnou kontaminaci nespecifickou dsDNA a muize rovnéz interkalovat mezi dimery primert. Z tohoto
ddvodu je nutné po probéhnuti amplifikace u interkalacnich barviv provést analyzu kfivky tani, ktera se
pouziva k odliSeni 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 mnoZzeného produktu jsou vyuzivany specifické fluorescenéni sondy,
které délime do dvou zakladnich 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 5‘konci sondy je navdzané 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
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$tépi navazanou sondu, ¢imz dochazi k oddaleni molekuly zhasece od fluoroforu a narusta fluorescenéni
signal (A). Systém molekularnich majakl vyuziva vysoce specifické sondy ve tvaru vlasenky. Jejich stfed
je komplementarni s amplifikovanou sekvenci, zatimco konce vlasenky jsou komplementarni navzajem.
Na obou koncich DNA je opét navazan zhase¢ a fluorescencni barvivo. Neni-li sonda navazana na
komplementarni usek DNA ma tvar vlasenky, molekuly fluoroforl 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 prenosu 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 b&hem kaZdého cyklu PCR a jeji intenzita je umérna mnoZstvi nové

vzniklé DNA. Kvantifikace se provadi prostfednictvim matematické analyzy amplifika¢ni kfivky a hodnoty
Ct (Cycle treshold), pfi které doslo k pfekroCeni nastavené hladiny fluorescence. Pro vyhodnoceni
kvantitativni PCR (QPCR) se mlze pouzit bud relativni, nebo absolutni kvantifikace.

Absolutni kvantifikace umozriuje pfimo urcit vychozi pocéet kopii cilovych molekul. Pro stanoveni je
tfeba sestavit kalibraéni kfivku pro sérii standardl a z této kfivky se pak odecita koncentrace neznamého
vzorku. Nejcastéji 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 v(¢i vnitinimu standardu. Jako vnitfni
standard se vyuziva tzv. house-keeping gen, jehoz hladina exprese je za podminek experimentu
konstantni. Pro vypocCet 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 kalibracnich kfivek, nebo ¢astéji pouzivana srovnavaci AACt metoda. Zakladnim pfedpokladem
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pfi srovnavaci AACt metodé je, ze amplifikace cilového i house-keeping genu probiha se stejnou

ucinnosti. K vypoctu celkového mnoZstvi cilového genu se poté pouziva vztah:

R= (E+1) (42¢t) kdy E je efektivita PCR reakce, v idealnim pfipadé je E=1
kde: AACt= ACt testovaného vzorku- ACt kontrolniho vzorku

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

Cil dlohy

Cilem ulohy je provéstizolace celkové RNA z listu tabaku s naslednou kvantifikaci transkriptu genu zajmu

a house-keeping genu z izolované RNA pomoci metody relativni kvantifikace.

Vlastni provedeni analyzy

Izolace celkové RNA z listi tabdku

1.

12.
13.
14.

Do 2,0 ml zkumavky s 50 mg rostlinného pletiva vlozte drtici olovény vale¢ek, zmrazte zkumavku
v tekutém dusiku a rozdrtte rostlinné pletivo na mlynku Retsch s parametry — frekvence 15 Hz, ¢as
2 minuty.

Poté vyjméte zkumavku z mlynku Retsch, otevfete ji, a pfidejte 0.5 ml TRl Reagentu. Po rozmrzuti
smési pomoci pinzety vejméte ollvko a inkubujte zkumavku pfiblizné 5 minut pfi pokojové teploté.
Poté pfFidejte 100 ul chloroformu, vortexujte 15 s a nechte stat 15 minut pfi pokojové teploté.
Centrifugujte 15 minut pfi 15 000 x g a 4°C.

Horni fazi pfeneste do Ccisté zkumavky, pfidejte 250 ul isopropanolu a promichejte smés
prevracenim zkumavky (cca. 6krat). Nechte stat 7 minut pfi pokojové teploté.

Centrifugujte 10 minut pfi 15 000 x g a 4°C.

RNA pelet promyjte 0,5 ml 75 % ethanolu a centrifugujte 10 minut pfi 12 000 x g a 4°C.

Odstrarite ethanol a nechte RNA pelet vyschnout.

Rozpustte RNA pelet ve 20 ul DEPC vody.

Méreni koncentrace izolované RNA

1.

Na pfistroji NanoDrop zméfime pfi 260 nm koncentraci izolované RNA a z poméru absorbanci
Azeo/a2s0 Vyhodnotime Cistotu izolované celkové RNA.
Poté zméfime koncentraci RNA na pfistroji Qubit pomoci RNA HS kitu a vysledky porovhame.

Celkovou RNA nafedime pomoci DEPC vody na koncentraci 0,5 mg/ml do celkového objemu 10 ul.



Jednozkumavkova RT-qPCR

1. Rozmrazte smés Luna Universal One-Step Reaction Mix a ostatni reakéni komponenty pfi pokojové
teploté a poté je ulozte na led. Po Uplném rozmrazeni kazdou slozku kratce promichejte obracenim,
pipetovanim nebo jemnym zvortexovanim.

2. Pripravte si jednotlivé reakéni smési pro izolované vzorky celkové RNA, kdy k pfisluSnému poctu

reakci pfipocitejte 10 % nadbytek:

Reakéni smés pro kompletni RT-qPCR:

Luna Universal One-Step Reaction Mix (2X) 10 ul
Luna WarmStart® RT Enzyme Mix (20X) 1l
Forward + Reverse primer (10 uM) 0.8 ul
PCR voda 6.2 ul

Reakéni smés pro reakci bez reverzni transkripce:
Luna Universal One-Step Reaction Mix (2X) 10 pl
Forward + Reverse primer (10 uM) 0.8 ul
PCR voda 7.2 ul

3. Poté napipetujeme dle schématu do stript 13,0 ul pfipravené reakéni smési.
4. Nésledné pfidame k reakéni smési jednotlivé vzorky (2,0 ul) dle schématu, kdy reakce se vzorky

provedeme v triplikatu:

Kompletni RT-gPCR Bez reverzni transkripce

1 2 3 4 5 & 7 8 & 10 11 1
i L, 00000 | |
Gen z4jmu BOOOOOOQOO@OO

- QOO0OOOOOOO0
© QO

‘@ OO [
House-keeping gen j OOOOOOOOOOOO
QOO0 OOOLOOO0D
d Ll .l Soveee [ |

NTC (PCR voda)

5. Nasledné vzorky v desti€ce sto€ime, desti¢ku vlozime do pfistroje LightCycler® 480Il a spustime

nasledujici program:
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KROK
Reverzni transkripcese
Pocate¢ni denaturace

Denaturace
Extenze

Kfivka tani

Vyhodnoceni

TEPLOTA
55 °C
95 °C

95 °C
60 °C

60-95 °C

CAS POCET CYKLU
10 minut 1
1 minuta 1
10 sekund
30 sekund + &teni 45
1

1) Vysvétlime princip rizné separace DNA/RNA mezi vodnou a chloroformovou fazi v ramci fenol-

chloroformové izolace pfi pouziti riznych pH.

2) Vyhodnotime distotu a koncentraci

koncentrace mezi pouzitymi metodami.

RNA, vysvétlime rozdily v naméfenych hodnotach

3) Vyhodnotime u jednotlivych vzork( ziskané amplifikaéni kfivky spole¢né s kfivkami tani.

4) Provedeme relativni kvantifikaci nartstu/poklesu transkriptu genu zajmu mezi jednotlivymi

vzorky.

5) Na zakladé dat z qPCR vyhodnotime miru kontaminace gDNA v izolované RNA.



