PROTOCOLO PARA RT-PCR CUANTITATIVO
· CALIDAD DE RNA TOTAL

El RNA total debe ser de buena calidad con una relación A260/A280 y A260/A230 ≥1.8  y cuando sea visualizado en gel desnaturalizante se debe ver una relación 2:1 de la subunidades 28S:18S
· TRATAMIENTO DE RNA CON DNASA

El RNA que será usado para RT-PCR debe ser tratado con DNAsa. Seguir protocolo según fabricante. Una modificación  es tratar máximo 5ug de RNA con un 1ul de enzima en un volumen de 15ul, ajustar los demás reactivos. Una vez tratado con DNAsa cuantificar RNA en nanodrop.

· SINTESIS DE cDNA

Hacerlo según fabricante. Con oligos reversos de los genes a probar y del control de carga. La cantidad de RNA inicial dependerá de que tan expresado este el gen problema.
El RT-PCR cuantitativo consta de dos etapas:

1. Curva estándar para calcular la eficiencia de los oligos

2. PCR

1.- Curva estándar 
Una vez sintetizado el cDNA hacer diluciones de este cDNA, la magnitud de las diluciones dependerá de que tan expresado este el gen problema. Se puede partir con diluciones 1:2 , 1:4, 1:8, 1:16. Para cada dilución se preparan una reacción de PCR y se realiza por cuatriplicado.
Cada reacción de PCR consta de:

Master Mix
7.5 ul

Oligo 
     F
0.3 ul

Oigo
     R
0.3 ul

cDNA (dil)     2.2 ul

H2O dde 
4.7 ul

Protocolo de PCR

95°C

3 min

40 ciclos

95°C

15 seg

X°C

15 seg

72°C

25 seg

Melt Curve

La melt curve es una curva de disociación de producto de amplificación del fluoroforo, y permite de manera gráfica observar si hay un solo producto de amplificación o más, en caso de no poder interpretar de manera adecuada la melt curve, se recomienda correr el producto de amplificación en un gel de electroforesis.
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Ejemplo de una buena melt curve, un solo pico bien definido a una sola temperatura.
NOTA: La muestra de RNA para la síntesis de cDNA debe ser de una condición donde se tenga la certeza de que el gen problema se está expresando. Previo al desarrollo de la curva estándar podría realizarse un RT-PCR semicuantitativo para corroborar la expresión del gen en dicha condición.

Cálculo de la eficiencia:

Una vez obtenido los Cq para cada una de las muestras, sacar el promedio para cada dilución y graficar contra el log de la Concentración. De esa curva calcular la pendiente que debe se aproximadamente 3.32, el valor de la pendiente será usado para calcular la eficiencia de los oligos por la siguiente formula:
E=101/m-1. Los oligos a usar deben tener una eficiencia de 1±0.10 si esto no es así, optimizar PCR o rediseñar oligos.
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En este ejemplo, m=3.2015 y la E=1.05, es importante observar el coeficiente de correlación R2, éste debe ser muy cercano a 1, indicativo de buen pipeteo, muy importante en esta técnica. También los errores estándar entre las muestras son muy importantes, ya que son indicativo de buen pipeteo, la desviación estándar no debe ser mayor a 0.16. La eficiencia de los oligos del gen problema y el gen de referencia (ejemplo, GAPDH, β-tubulina) deben ser muy similares.
Una vez establecidos la curva estándar y la eficiencia de lo oligos, se prosigue a la siguiente etapa.

2.- PCR

En base a la curva estándar se determina la cantidad de cDNA a usar para cada gen, se recomienda que la concentración elegida sea aquella concentración en la cuál se tiene mayor reproducibilidad y sea una concentración que caiga dentro del rango de diluciones probadas para el gen de referencia.

Cada reacción de PCR consta de:

Master Mix
7.5 ul. 
Oligo 
     F
0.3 ul

Oigo
     R
0.3 ul

cDNA 

X   ul

H2O dde cbp
15 ul

cbp: cuanto baste para
ésto también hacerlo por cuatriplicado.

Protocolo de PCR

95°C

3 min

40 ciclos

95°C

15 seg

X°C

15 seg

72°C

20 seg
Una vez obtenidos los Cq, hacer el cálculo de la Expresión Relativa según Schmittgen and Livak (2008).
Schmittgen, T.D & Livak, K.J. (2008). Analysing real time PCR data by the comparative Ct method. Nature Protocols. 3(6): 1101-1108.
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