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Costruzione Primers con BLAST
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m) U.S. National Library of Medicine > NCBI National Center for Biotechnology information UG ph'cal view Of pnmer palrs
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Primer-BLAST Inserire la sequenza A tool for finding specific primers

PCR Template

Enter accession, gi, or FASTA sequen

Range

o TINEI B

From To
Forward primer & Clex

Reverse primer

Or, upload FASTA file Choose File | No file chosen

Primer Parameters

Use my own forward primer
(5">3" on plus strand)
Use my own reverse primer 9 Cleat

5'>3 i nd c
( on minus strand) = = Ca ratterl

Primer pair 1

PCR product size 70 1000 tiche d Sequence (§>7) Templatestand  Lengh Sunt Stop Tm  OC% Selfcomplomentarty  Sef ¥ complementariy
# of primers to return - stiche da fomdpiner  TOCTGTICGACAGTOAGCES i TR '

a0

GAGLGA Mows A 8 8 o9 8000 840

Min Opt Max Max T difference d a re a I Reverse pf'mtf (CCCATGRTGTCTGAGLGAT

Primer melting temperatures 570 60.0 63.0 3 9 prl mers Productlesgth 70

(Tm)
Pfodactson ntended targets
>NM 052045 T Harmn sapises glyceraidehyda-3-phosphate defydrogenase (GAPDH] tramsorptvariznt 1, mRNA

Risultato

Exen/intron selection A refseq mRNA sequence as PCR template input Is required for options in the section &

Exon junction span No preference ML Co p p | (S d |
Exon junction match Exon at 5 side  Exon at 3’ side .
: A U 3 primers

Forvard peimee 1 T(CTGTIOGNAG
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Primers specifici per Ovino

Size (bp

For: 5-GACCAGCTCACCAACGACA-3’

VIM XM_004014247.4 " pev: 5.CTCCTCCTGCAACTTCTCCC-3 %

D For:5'- GTCGTGGGTGGAGAGCTTTG -3'
c
o SNAIL M 0040148812 Rev: 5- TGCTGGAAAGTGAGCTCTGG -3 Ho
= For: 5-GCCGGAGACCTAGATGTCATTG-3'
= TWIST #M_0040082LLA  Rev: 5.CCACGCCCTGTTTCTTTGAAT-3 10
CYTO 8 XM_0121742084  For.: 5>-CTCAAAGGCCAGAGGGCTTC-3’ 87
Rev: 5-CTTGGCCTGAGCATCCTTGA-3’
aSMA XM_004020019.4 For: 5 CGTCCTCGACATCAGGGAGT-3’ 102

Rev: 5 CGGGTACTTCAGCGTGAGAA-3’

House keeping GAPDH AF030943.1 For: 5-CCTGCACCACCAACTGCTTG-3' 221

Rev: 5-TTGAGCTCAGGGATGACCTTG-3'
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Data Analysis

File Home Inserisci Layout di pagina Formule Dati Revisione

|f|"\:| E& Calibri 11 A A == E ’b\.?' - EE;Testo aca FOId expreSSiOrl = 2'AACt
heole ¢ | 6 C 5~ G- A- === == EHunsdes  Modello matematico

Appunti ] Carattere ] Allineamento

K7 & Je
A ; < | o . . ) ACT = CT medio GENE TARGET - CT medio GENE HOUSEKEEPING

1 |well well Type Dye Target Replig Product 1 (-R'(T)) Questo step serve a normalizzare il campione, cioe escludere variazioni dovute al caricamento di
SlAL |Unknown |SYBR |SYBR |- 80,5 quantita diverse tra un campione e l'altro.
3 Al  Unknown ROX ROX  --- B3
4 |A2 Unknown SYBR SYBR --- 86,5 _
5 |AZ Unknown ROX ROX - 90
gA3 _|Unknown |SYBR |SYBR |- 86,3 AACT = ACT campione INCOGNITO - ACT campione scelto come CONTROLLO
7 |A3  Unknown ROX ROX - 90,5
81A1 |Unknown |SYBR |SYBR |- 86 Confronto i CT dei campioni incogniti rispetto a un campione scelto dall’'operatore come controllo
2ilA4 |Unknown [ROX [ROX |- » (ad es. trattato vs non trattato, oppure patologia vs sano etc...)
10 A5  Unknown SYBR SYBR - 86
11 A5  Unknown ROX ROX - 87
12 |A6  Unknown SYBR SYBR - 86,5 _
13 |A6  Unknown ROX ROX - 86,5
14 |A7  Unknown SYBR SYBR - 6,5 Fold change = 2-44¢t
15 |A7 Unknown ROX ROX - 95
16 |AB  Unknown SYBR SYBR - v 2m > 2
17 |A8  Unknown ROX ROX  --
18 |A9  Unknown SYBR SYBR --
19 |A3  Unknown ROX ROX - Il gene target, nel campione in analisi, & piu espresso rispetto al campione -
20 |A10 |Unknown SYBR SYBR |- scelto come riferimento (controllo). I
21 |A10 Unknown ROX ROX -
22 |A11 Unknown SYBR SYBR -
22 A1 Inlemmisrm  BOY DAY

« v .| GO 240921 - Amplifica _

Pronto

Il gene target, nel campione in analisi, & meno espresso rispetto al campione
scelto come riferimento (controllo).

La variazione di espressione del gene target nel campione in analisi rispetto al
campione scelto come controllo non é significativa.
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* Test

Riscostruire il fenotipo e genotipo mesenchimale o epiteliale
combinando correttamente le immagini in chiaro e di IHC con il proprio
profilo trascrizionale.






Fold change calcolato over TO=1
e * p<0.05
e ** p<0.01
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e ** p<0.01 Cyto8 vs others

=1

2~ - AACtover TO

_- ;
% X
O \?
oY N

*  p<0.05 vs Cyto8
** p<0.01 Vim vs others
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Cellule epiteliali con P4 2-3-A

Soluzioni

P4-treated AEC CTRAEC
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Cellule mesenchimali CTR 2-4-B



