— @ER% INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
L i

t*t

""ENS\CJ'

Tato prezentace je spolufinancovana
g Evropskym socialnim fondem
fana st a statnim rozpodtem Ceskeé republiky

IVHN\STERST\/O SKDLST\/\ OP Vzdélavani
MLADEZE A TELOVYCHOVY pro konkurenceschopnost

EVROPSKA UNIE

3 S VW
4\'*

UVOD DO KVANTITATIVNI
REAL-TIME PCR

1. Uvod do teorie
PCR

Podzim 2010 Petr Vanhara




Literatura

e
]

-

)

-

S

http://www.gene-quantification.info/

Zof

e Bustin SA: A-Z of quantitative PCR. IUL Biotechnology
Series, Vol. 5, La Jolla, California, 2004-2006

FELY < Dorak T: Real Time PCR. BIOS Advanced Methods, Taylor
: . & Francis Group, NY, 2007

» Stephenson FH. Calculations for Molecular Biology and
Biotechnology: A Guide to Mathematics in the Laboratory.

Academic Press 2003.

e

 Pfafft MW. Methods (in Enzymology), The ongoing Evolution
of gPCR. 50(4), 2010




Molekularni technologie

1952 Elektroforéza
» Rekombinantni DNA
1967 . .
* Objev DNA ligazy
1969 FISH
1970 . Restrikétn' endon.uk!eézy
* Reverzni transkriptaza
1972 Klonovani
In vitro konstrukce
1973 | pakteriainiho plazmidu
1975 Southern blot
1977 Sekvenovani DNA
1980 Koncept RFLP
1981 Western blotting
* Manipulace s genomem
1982 Drosophily — P elementy
* Whole genome shotgun

1984 Pulzni gelova elektroforéza
1085 B - PCR
* DNA fingertyping
* YACs
1987 e
» Mistné cilend mutageneze
Taq Pol :
1988 g Polymeraza
ChiP
1990 BLAST
1992 BACs
1995 Microarrays
1998 RNAI
2002 UCSC Genome Browser
2003 DNA assembly programs
2004 Anotace genu — ENSEMBL
* Projekt HapMa
2005 : Jv ] pviap -
* Ligacni sekvenovani
2006 Celogenomové metylaéni mapy
2007 MiRNA
2009 Next Generation Sequencing




What about DNA?

» Maurice Wilkins-James Watson-Francis Crick-Rosalin Franklin, 1953
* Nobelova cena Wilkins-Watson-Crick,1962
 model dsDNA
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Molekularni technologie

Jakym zpusobem bez pouziti PCR:

1. zjistite, zda pacient nese né&jakou, Klinicky
vyznamnou, bodovou mutaci, ktera napf.
uréuje jeho dalsi léCbu?

2. zjistite, ktery ze dvou genu je v néjaké tkani
(napf. nadorové) exprimovan vice nez druhy ?

3. stanovite druh patogenni bakterie ve vzorcich
z nemocného pacienta?

4. zastoupeni leukemickych bunék v krvi pacienta
pfed a po IéChé?
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Koncept cyklické reparativni replikace 1971

Studies on polynucleotides XCVL. Repair Replication of
Short Sythetic DNA's as catalysed by DNA polymerase  s.

L

Kje|| K|eppe Kleppe K., Ohtsuka E., Kleppe R., Molineux I., Khorana H. G. (1971): J.Mol.Biol.56,341-361.
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s 3 . DNA polymeraza @

~

Denaturace Renaturace
Har Gobind Khorana }\{ Noud DNA polymerdza
i @ LR e
. @ —
Replikace Denaturace  Renaturace Replikace

Prace popsala nékteré parametry reparativni replikace — ucinnost replikace, minimélni délky primera a templétu,
sekundarni struktury atd.

Pro ¢ se nerozsSi rila tato metoda uz v 70.letech?

Extrémné nakladné syntéza oligonukleotidl, nedokonalé sekvenovani, termolabilita a ndkladna purifikace DNA
polymeraz, nedostupna instrumentace...




Prvni moznost diagnostickeé replikace DNA 1985

Enzymatic amplification of beta-globin genomic
sequences and restriction site analysis for diagnos IS Of
sickle cell anemia. Science s

Saiki RK, Scharf S, Faloona F, Mullis KB, Horn GT,  Erlich HA, Arnheim N. Science. 1985 Dec 20;230(4732) :1350-4.

Two new methads-were—tsedto establish a rapid and tighly-sensitive_prenatal
diagnostic test for sickle cell anemia. The first involves the primer-mediated enzymaii
amplification of specific beta-globin target sequences in genomic DNA, resulting in the

exponentia-rerease (220,000 times) of target DNA copies. In the secereteCthnique,

the presence of the beta A and beta S alleles is determined by restriction
endonuclease digestion of an end-labeled oligonucleotide probe hybridized in solution
to the amplified beta-globin sequences. The beta-globin genotype can be determined
in less than 1 day on samples containing significantly less than 1 microgram of

genomic DNA.




Prakticka aplikace PCR

Kary B. Mullis

Nobelova cena za chemii
1993

e Pouziti termostabilni DNA polymerazy
* Rozvedeni konceptu navrzeného K. Kleppem

e Obrovsky boom PCR diky technologickému pokroku

National Center for Biotechnology Information
N C BI National Library of Medicine MNational Institutes of Health
PubMed All Databases BLAST OMIM Books TaxBrowser
Search PubMed [=] for|PCR

Structure

*363 629 clankd k 27.11.2008
*399 022 k 1.12.2009




PCR

Cyklické stfidani fazi denaturace, annealingu a extenze jednoduchou zménou teploty

reakéni smesi

Polymeraza vyuziva syntetické primery ohranicujici amplifikovany usek DNA

A Double stranded DMA

B. Heat to separate strands

C. Cool and allow primers to anneal b——
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PCR

Exponencialni proces
Amplikon, templat

Amp“ﬂkace (y) =N x 2n .9
(0,1)
N= pocet molekul templéatu, n poc€et cykli PCR /

Otazka:

1.Jedna molekula DNA je amplifikovana v 25 cyklech . Teoreticky, kolik molekul amplikonu (y)
je vytvoreno?
2.Pocatecni mnozstvi molekul templatu je N=600. Kolik molekul amplikonu je vytvofeno?

3.Reakce je provedena v 100ul. Kolik molekul amplikonu bude pfitomno v 1 nl (0,001 pl)?

Odpoved: KONTAMINACE JE PROBLEM

1. 22°=33 554 432 Jedin& molekula DNA mGze zpdsobit
2. 600 x 22°= 2 x 1010 velké problémy

3. 2x101%ve 100 pl

- v 0,001 pl bude 2 x 10° (200 000) (forenzni genetika, rutinni screening a

molekul amplikonu diagnostika, GMO...)




PCR

Otazka:

2 ng lidké genomové DNA byly pouzity jako templat pro PCR. Vysledkem je 100 ng
DNA o délce 242bp. Jaka je mira amplifikace?

Odpovéd:
1. Urceni poctu kopii obsazenych v daném mnozstvi DNA (2 ng genomové DNA;
predpokladame haploidni genom)

N
haploidni genom 3 x 10° - m="Nz Mw
pramérna MW baze: 660 g/mol
~ 310° 660
mlg] = 6,023 1023

mnozstvi DNA obsahuijici jednu kopii: M [pg] = 3,3 pg

pocet kopii ve 2ng DNA: cca 600 (606)




PCR

2. Ur€eni hmotnosti 242bp. fragmentu

hmotnost (m) 242bp fragmentu:

_ _242x660 1
mlpel= G023 102 * 10%2

m [pg] = 2,7 x 10"" pg

pocet kopii ve 100ng amplifikované DNA:

3
n = 100 ng x 10 m [pg] = 3,7 x 10 kopii

2,7 x 107 pg

3. Uréeni miry amplifikace

3,7 x 1011
y = =6,2 X 108
600

Bylo dosazeno 6,2 x 108 nardstu mnozstvi amplikonu




Kinetika PCR reakce

Log Target DNA

Theoretical

y=N 2"

Plateau faze

Actual

Exponencialni faze

y=N (1+E)"

Cycle no




Kvantifikace pomoci PCR

Konvencni vs. Real-Time PCR
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Kvantifikace pomoci PCR

,End point"

Konvencni kvantitativhi PCR

-,End point* stanoveni

« Kvalitativni odpovéd YES/NO

» Extenzivni validace, kontroly

» Denzitometrie

« Minimalni rozptyl v parametrech reakce ma

obrovsky vliv na mnozstvi amplikonu

* Interni heterologni kontrola
(housekeeping gene)
 Synteticky standard

« Kompetetivni PCR

* Viral load u HIV+ pacientd

 VVyskyt minimalni rezidualni choroby u onkologickych pacientu
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Kvantifikace pomoci PCR
,End point"

Zasadni omezeni — gelova elektroforeza

* Nizka presnost

» Nizka citlivost

» Maly dynamicky rozsah — pouze 2log.

» Nizké rozliSeni, zalozené pouze na délce
amplikonu

* Neni automatizovana

 VVystup neni numericky — subjektivni hodnoceni
» EtBr — nevaze se na DNA pravidelné

» Post PCR zpracovani - kontaminace




Alternativy detekce amplikonu ,End-point"

Prutokova cytometrie

biotinylated primer
B

BAARARRBA
TTTTTTTT

RT product <o
digoxigenin-

Clinical Chemistry 46:8 ; :
Molecular Diagnostics labsled primer

1057-1064 (2000)

and Genetics
PCR reaction;
isolation of PCR product

after different cycles

Primer removal using
silica magnetic particles

Flow Cytometric Analysis of Reverse

Transcription-PCR Products:
Quantification of p2|"VAF"“Pl and Proliferating B0

Cell Nuclear Antigen mRNA Intermeciate ampilfication product

NiELs WEDEMEYER, WoLFCANG GOHDE, and THomAS POTTER

Binding and staining
of PCR products

L—gp

streptavidin- o
R:phyzeacytiuin Anti-digoxigenin
magnetic pardicles
Washing
Measurement of fluorescence
intensity by flow cytometry
]
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Alternativy detekce amplikonu

,End-point"

Chemiluminiscence

Denaturace a
hybridizace se

specifickou sondou

—_

Biotinylované
primery

PCR — Biotinylovany amplikon

Chemiluminiscence

Streptavidin + magnetické

Intenzita
chemiluminiscencniho
signalu v zavislosti na
mnozstvi amplifikované

DNA

Separace
chemiluminiscence




Alternativy detekce amplikonu

,End-point"

Fluorescence correlation spectroscopy

Proc. Nod. Acad. Sci. US4
Vol. 83, pp. 12805-12810. November 1996
Biochemistry

Fluorescence correlation analysis of probe diffusion simplifies

quantitative pathogen detection by PCR

(amplification / Mycobacierinm /primer extension / tetramethylrhodamine / titration)

NiLs G. WALTER®, PETRA ScHWILLE, AND ManFreD Eigent

Department of Biochemical Kinctics, Max Planck Institute for Biophysical Chemistry, Am Fassberg, D-37077 Gotingen, Germany

Contributed by Monfred Eigen, August 26, 1996
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Real — time detekce amplifikace

Real-time Fluorescence Based PCR

Kvantitativni vztah mezi

Mnozstvim PCR produktu (amplikonu) a intenzitou fluorescence

« AmplifikaCni prah detekce (Ct)

.end point*

nnnnnnn

=
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oretical

Plateau
faze
S

Exponencialni
faze Actual

Log/arget DN/

Exponencialni amplifikace
pod arovni pozadi

Cycle no




Real — time detekce amplifikace

Real-time Fluorescence Based PCR

Fluorescence R je zajiSténa napf. vazbou fluorescencniho interkalacniho barviva na DNA,
pouzitim hydrolyzacni sondy atd. Fluorescence reportérového fluoroforu je normalizovana vuci

pasivnimu fluoroforu (Rox) - Rn. Zménu fluorescence v ¢ase vUc¢i pozadi udava ARN. (ARn=Rn*-
Rn).

1.0e+001

1.0e+000

1.0e-001

1.0e-002

Delta Rn

1.0e-003

1.0e-004

1.0e-005




Real — time detekce amplifikace

Reportérovy fluorofor

Intenzita jeho fluorescence zavisi na amplifikaci templatu béhem PCR

Pasivni fluorofor

Intenzita jeho fluorescence je béhem PCR konstantni
Zahrnuti fluorescence pasivniho fluoroforu do vypoctu technicky
zpresnuje analyzu




Real — time detekce amplifikace - Ct

Treshold cycle ,,Ct“ (,Cq")

— uréeny na zakladé hodnoty fluorescence pozadi (backround) a aktualni fluorescence vzorku

— kvantitativni vystup pro kazdy vzorek

1.0e+001
1 1 1 1 1 Fluorescence
1 |—————] ————
e Treshold | =l i
] !
| 1
1.0e-001
1
1
= 1
18
= 10e-002 1
S |
1
1
1
1.0e-003 X |
1 1
1
1 1
41.0e-004 I I
e I I
1 1
Treshold I
1 1
1.0e-005 ' I - '
1 2 3 4 B [ 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 ) 30 31 32 33 34 35 36 a7 38 39 40




Real — time detekce amplifikace - Ct

Treshold cycle ,,Ct"

- pocateéni mnozstvi kopii templatu

- definovany v exponencialni fazi PCR

- stejné ucinnost PCR ve vSech reakcich

- tcinnost Stépeni fluorogenni sondy nebo vazby fluoroforu na DNA
- citlivost detekce

- ¢im menSi Ct tim vétSi pocet kopii templatu na zadatku reakce

A>B > C




Real — time detekce amplifikace - Ct

Treshold cycle ,,Ct"

- rozdil 1 Ct — dvojnasobné mnoZstvi templatu 21 =2
- kolika cyklum odpovida odpovida 10ti nasobny rozdil v mnozstvi templatu?
(ptedpokladame 100% Gginnost PCR) 2" =10
n=logl10/log2 = 3,32
e L
| e L
i;ﬁi;;;:;;gf’#ﬁxf’f#

7

30% :

c [ng/pl]
50
100
150
250
300

Ct
28,16
27,16
26,66
26,06
25,66
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Faktory ovliviujici gPCR



Faktory ovliv nujici gPCR

Koncentrace Mg''* (Mn'"*)

- Kriticky faktor pro DNA polymerazy

- Napf. Tth (Thermus thermophilus HB-8) Mn't* (3-6mM)
Tag (Thermus aquaticus) Mg'* (3-4mM)

- Nékteré polymerazy preferuji uritou formu Mg'"*, mimo MgCl, napf. MgSO,

nebo Mg(OAc),

Koncentrace primeru

- obvykle 100-900nM

- ne vzdy poskytuje ekvimolarni koncentrace nejlepSi vysledek

Koncentrace sondy

- obvykle 100-400nM

- volba sondy podle typu anaI)'/zy a zadaného V}I/StUpU (genové exprese, SNP, absolutni kvantifikace...)




Faktory ovliv nujici gPCR

DNA polymerazy

- Vyzaduji 3'OH primer

- Teplotni stabilita - nejvyssi katalyticka ucinnost mezi 70-80C

- Vyrazna ztrata aktivity pfi nizSich teplotach

* napf. Taq pfi 37C méa pouze 10% své normalni aktivity

- Fidelity, maximalni amplifikovatélna délka amplikonu ‘f :

- bakterialni Tag Thermus aquaticus

- nizka fidelity - absence 3' > 5' exonukleazove aktivity (proofreading)
- Archealni enzymy

- Thermococcus sp. (T. gorgonarius, litolaris, kodakaraensis)
* Tgo, Vent, Pfx

- Pyrococcus sp. (P. furiosus)

» Pfu, Deep Vent

http://www.biologie.uni-regensburg.de/Mikrobio/Thom m/Buttons/bilder/thermococcus-ch-Pt.jpg




Faktory ovliv nujici gPCR

DNA polymerazy a PCR

Jméno 3'>5’ Exoaktivita Zdroj Roznamka

Taq - Thermus Poloc¢as rozpadu v
aquaticus 95T - 1,6 hod.

Pfu + Pyrococcus Nejmensi error-rate
furiosus

Vent (Tl) + Thermococcus PolocCas rozpadu v
litoralis 95T - 7 hod.

- Zajisténi 3' > 5' exonukleazove aktivity zvySuje specifitu reakce

- Nékteré aplikace (TagMan) vyzaduji 5' > 3' exonukleazovou aktivitu polymerazy
(odbourani sondy, in vivo RNA primeru pfi syntéze Okazakiho fragmentu),

jiné aplikace (molekularni majaky, scorpions) haopak vyzaduji polymerazy bez nukleazove

aktivity



Genova exprese, RT-PCR

RT PCR Reverse Transcription PCR

- dvé na sebe navazujici enzymaticke reakce

Reverzni transkripce PCR

P —
—
AN B —
Wt E T AAAARARAAARAAA--AR —
et T p— <
cDNA 31 RNase H ,--:‘"__3\___' TITTTTITTITTT ot A —
R gt pri Backward P
RNase H degrades template, "G —
causing trincation of cONA > P s 2 = =1
Melt Anneal Extend =:
AANNN \ / =
mRNA AAAAARAAAAAAAA:--AR hd —
117111 —
e - S\ cycle g—:
cONA L - ——— ——\————— TTTTTTTITITITT —
N P Second
s o Reduction of RNase H promotes cycle —
higher yiedds of full-length cDNA
Third
cycle

- mnohonasobné citlivéjSi nez napr. northern/dot blot, RNAse /S1 protection assays,
nebo ISH

- exprese mMRNA, detekce a kvantifikace viru atd.

http://8e.devbio.com/printer.php?ch=1&id=32 http://www.obgynacademy.com/basicsciences/fetology/genetics/images/pcr.png




Kvantitativni RT PCR

wo step” RT-PCR ,one step” RT-PCR
RNA RNA

Reverzni
transkripce
cDNA Rever;m’
transkripce

cDNA

0.1

y
o [
[ 10




Kvantitativni RT PCR

,Cells to Ct* approach

Cell Lysis

1. Remove culture media.
Wash cells with PBS.

2. (Optignal) Dilute DMasze |
into Lysis Solution

3. Add Lysis Solution
and mix 5 timas

@

7 min total

4. Incubate for 5 min at
room temp [12-25°C)
5. Add Stop Solution
and mix & times
fi. Incubate for 2 min
rEom temp

B 3 mRNA
w g5 BT primer

B |

AT . DNA

Reverse Transcription (RT)
1. Azsamble an RT master
mix and aliguat into
raaction tubes/plates
2. Add ly=ate (up 1o 45%)
and mix tharaughly
3. Run the RT tharmal cycle

/
il

Real-Time PCR

1. Asszerble a PCR cocktail
and aliguet inta reacticn
tubes/plates

Z2.4dd cOMA (up to 45%)
and mix tharoughly

3. RBuntha PCRsina
real-time PCR instrurment

Figure 1. Samples are Ready for RT-PCR in Just T Minutes. The TagMan® Gene Expression Cells-to-CT™ Kit requires only 7 minutes
at room temperature to release nucleic acids into a cel lysate solubion. Mo centrifugation is needed, and the solution is compatible with RT
and real-ime PCR {opticnal DNase treatment included).




One or two step PCR

One step or two step PCR?

One tube/two enzymes

Two tubes/two enzymes

Feature Advantages Disadvantages Feature Advantages Disa  dvantages
Reduced hands- Fewer errors Dedicated Separate More pipetting
on time More rapid enzymes optimisation errors

Higher enhanced
throughput sensitivity
Less pipetitng Fewer errors Multiple priming Separate cDNA
options pool
Multiple targets
Reagents added Less No separate cDNA synthesis Safer long term
at start contamination optimization storage
Higher Higher specifity Target specific

temperature

priming only




RT

Reverzni transkripce

- templat polyribonukleotidy i polydeoxyribonukleotidy
- syntéza DNA na zakladé RNA templatu - tzv. RDDP nebo DDDP aktivita (RNA/DNA

directed DNA polymerase)

- replikace retrovira (HIV)

Prubéh RT

1. RDDP syntéza DNA fetézce podle RNA templatu
2. odbourani RNA, RNAse H

3. DDDP syntéza druhého DNA fetézce




RT

Reverzni transkripce

Primery

- endogenni nahodny priming — nezadouci variabilita v PCR

- nahodné primery (hexamery, oktamery, dekamery)

- prevazujici frakce cDNA — rRNA, problematicka determinace low copy targets

- nadhodnocuje mnozstvi mMRNA vUc¢i specifickym primerdm

- oligo dT ITTTTTTTTTTTTITTTTT]
- poly AmRNA NNNNNNNNNAAAAAAAAAAAAAAAAAA

- histony nebo virové geny postradaji poly A
- nutna RNA o vysoké kvalité (nefragmentovana)

- ,anchored oligo dT*

- specifické primery NTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
NNNNNNNNNAAAAAAAAAAAAAAAAAA

- nejvhodnéjsi pro kvantifikaci

- separatni reakce pro jednotlivé stanovovane sekvence




RT

Reverzni transkripce

Reverzni transkriptaza
 vysoké procento chyb (nemaji proofreading)

e citlivost k sekundarnim strukturam

- zpusobi terminaci polymerace nebo vynechani useku sekundarni struktury

* Vysoka procesivita v pfipadé malych amplikonu - kratké molekuly cDNA

 optimalni reakéni teplota 50-55°C

 dvojmocné ionty, Mn'*- Mg'™*

- fidelity

Halohacterim halobaum SEPF RMA
(SRPDBE, March 10, 20000




RT

Reverzni transkripce

Aditiva

 optimalizace ucinnosti RT

» mechanismus nejasny, pravdépodobné ovliviuji termostabilitu enzymu nebo tvorbu

sekundarnich struktur templatu

* rizné vysledky s riznymi enzymy a reakénimi podminkami

Trehal6za Betain (trimethylglycerin)

0,6M/15% glycerol - brani tepelné inaktivaci enzymu Osmoprotektant

Zvysuje enzymatickou aktivitu MMLV-RT pfi 60C Stabilizace AT paru

Uspé&sna syntéza Fetézcl o délce 10kb Snizeni termostability GC pard — snizeni Tm

Zvyseni specifity odT primera (Superscript I1) Kombinace 2M betainu a 0,6M trehaldzy
Zavislost na templazu a amplikonu
Optimalizace

HO™\ o) \O,
Q e VAR
OH H OH ~ N\)J\O_




RNaza H

Reverzni transkripce

RNaza H
degradace duplexu cDNA/RNA

Kompetuje se syntetickou aktivitou RT (Degradace duplexu DNA primer/RNA prob&hne

s vétsi pravdépodobnosti nez extenze fetézce) = snizeny vytézek cDNA

Ale:
— neodbourand RNA mize omezovat hybridizaci primeru a snizuje citlivost PCR
— PCR primery mohou byt zbytkovou RNA vyvazany
MessageSensor™ Competitor's m—Messagasansor
+ Compettor's MMLY-RT H minus
RT (RNase H) RT (RNase H") ] o "
% 354
-
430
452 b— 254
20- ;
cde-2 f-actin c-jun
Target

- tvrdé denaturaéni podminky (97<C)

http://mww.ambion.com/techlib/tn/101/1.html




AMV RT

Reverzni transkripce

AMYV (Avian myeloblastosis virus) R T

« Syntéza DNA z DNA nebo RNA templatu

« DNA primery, oktamery a delSi jsou efektivnéjSi nez hexamery

* Nekompetetivné inhibovana tRNA

o Optimalni reakcni teplota 42<C

* Modularni enzym

 Thermoscript (Invitrogen) — vysSi teplotni stabilita (65C), redu kovana aktivita RNazy H
(tvorba cDNA knihoven)

« Cetnost chyb 4,9 x 104

AVIAN MYELOBLASTOSIS VIRUS (AMV)

LTR gag @ | v-myb LIR
= 1]

GCTATCATjctgea

672 689
L

AT

T L
R "'_:;J S

Perbal B., Retrovirology 2008, 5:49




MMLV RT

Reverzni transkripce
MMLV (Moloney murine leukemia virus) RT

* NizSi aktivita RNazy H nez v pfipadé AMV-RT
» Termolabilni, optimum 37C
* DNA i RNA primery, DNA primery 9-15bp vhodnéjSi

» Modularni enzym
» Modifikované MMLV RT (redukce aktivity Rnazy H, termostabilita)
— Superscript 1l (Invitrogen), Powerscript (Clontech)

* Mg''* - syntéza dlouhych cDNA

» MessageSensor (Ambion) — One step PCR, pro kvantifikace uz od 500 fg RNA
- RNAse H +




DNA pol RT

Reverzni transkripce

DNA polymerazy s RT aktivitou
Tth (Thermus thermophilus), Tfl (T. flavus), BcaBEST (Bacillus caldotenax) -Takara

RDDP i DDDP aktivita
VySSi termostabilita nez RT

Vysoka ¢etnost chyb (nemaji 3’ - 5’ exonukleadzovou aktivitu)

C. therm polymerase (Roche)
Klenowuyv fragment z Carboxydothermus hydrogenoformus
Vysoka teplotni stabilita a presnost syntézy

(Cetnost chyb polovicni ve srovnani s Tth)




Ostatni RT

Reverzni transkripce

Omniscript, Sensiscript RT (Qiagen)
Nejsou odvozeny od AMV RT nebo MMLV RT

Obtizné transkribovatelné templaty

2y Omniscript RT
Mo37 42 50 AT

Full-Length cDMA Products

(L

O MMLY RMase H™ RT
) 37 42 B0 T

Trumeated cDMA Products or
cDMAs with Internal Daletions

|  ——
o

108 104 10 10 copies

— = - 330 bp

1000 S00 250 125 B2 il ng RMA

1 . Ohmniseript
-_— =
- .- - IQIAGEN)
§ MMLY RMase H
[SupplEr L]
RARALY
Eupplier L)
AMVY RNase H-
[Supplier 1)
ANTY
[Bupplier F)
500 50 100 7 0 calls
Sensiscript RT
Inasital
rerER m o bp
D:ﬁlrnphin m - 360 bp

http://mwww1.qgiagen.com/Products/Pcr/QiagenReverseTranscriptases/OmniScriptRT.aspx?ShowlInfo=1



Kontaminace

o Kontaminace v PCR o
Cross contamination Carry-over contamination

Vzorek 1 Vzorek 2

Vzajemna
kontaminace PCR 1
vzork

: Prenos amplikonu
do dalSich PCR
%‘@ PCR?2

PCR 1 PCR 2




Kontaminace

Jak predejit kontaminaci

» Spravna laboratorni praxe

Piston

Unprotected
air space: .
Aerosol contamination |-

‘ ,*Plstcrn

Filter—3= “ «— Protected air
. . space
i )4 Agrosol ——:
» Plastik v ,RNA/PCR" kvalité erosol—* Yo serosal
) 11 <€— Capillary
Tip—»
* Automatizace
Gilson Pipetman® P200 Regularair  Microman® positive  gilson Microman® M50
displacement displacement
— pipette pipette
|

Figure 1| Two pipetting concepts: air displacement using standard filter

r ﬁ /. tips, and positive displacement as applied in the Microman pipette.

L

www.millipore.com; www.appliedbiosystems.com

Application note: Contamination-pipetting: relative efficiency of filter tips compared to Microman® po sitive displacement pipette.  Nature Methods 3 June 2006



Hot Start

HotStart Tag

» Modifikace polymerazy (Chemickad modifikace, MoAD)
» Upravena, teplotné senzitivni polymeraza

Nucleic Acids Research, 2003, Vol. 31, No.21 6139-6147
DOI: 10.1093/nar/gkg813

Cold-sensitive mutants of Taq DNA polymerase
provide a hot start for PCR
Milko B. Kermekchiev, Anatoly Tzekov and Wayne M. Barnes*

DNA Polymerase Technology Inc., 1508 South Grand Avenue, St Louis, MO 63104, USA and Department of
Biochemistry and Molecular Biophysics, Washington University School of Medicine, 660 South Euclid Avenue,
St Louis, MO 63110, USA

Add TagStart Antibody with your Tag-derived // \G"
DNA Polymerase during PCR set-up O ~ &

A0 40T O &?‘} aqh \g¥ley

C:},:fx cj\dk %Q‘Ei ébﬂd &,‘@ {}e &

M

Begin
thermal cycling

—
>70°C 3 =

Polymerase ‘L\

activity restored ’

Polymerase
activity blocked

www.giagen.com




Hot Start

HotStart dNTPsS

» Modifikace termolabilni tetrahydrofuranovou
(THF) skupinou (cyklicky ether)

 Brani extenzi a dimerizaci primeru

» ZvySenim teploty dojde k uvolnéni THF a vzniku
standardnich dNTPs

Fig 1: Proposed activation mechanism of CleanAmp™ dNTPs

aNTP—8& o o 0
. HO-P-0-P-0-P-0— B
Standard OH OH OH
primer
5 dN*TP )
a8 \x
‘ 95°C
g 9 4
HO-P-0-P-0-P-0— B
OH OH OH
Standard
primer 0
5 > dNTP \H
3
Target ;
A0

i - i ~
x = thermolabile THF protecting group |/

1.8 e —
Cleanfmp, 100 ng

- - Standard, 100 ng
CleanAmp, 10 ng
Standard, 10 ng

——CleanAmp, 1ng
Standard, 1ng
Cleanfmp, 0.1 ng

- - Standard, 0.1 ng

——GleanAmp, 0.01 ng

- - - - Btandard, 0.01 ng

——Cleanfmp. NTC

- - - - Standard, NTC

Fluorescence (dRn)

Cycles

B 40
. \
0

25 -

Cq (dRn)

* CleanAmp dNTPs = Standard GNTPs|
20 T T T T T

0001 001 01 1 10 100 1000
Human genomic DNA (hg)

Figure 2. Comparison between standard dNTPs and CleanAmp™ dNTPs
for amplification of a 187 bp target from human genomic DNA in quan-
titative PCR. Results are presented as an amplification plot (A) and a
standard curve (B) with standard dNTPs: (Y = -3.191*LOG(X) + 33.36,
Eff. = 105.8%) and CleanAmp™ dNTPs (Y = -3.079*LOG(X) + 32.12,
Eff. = 111.2%).

C aE S = Standard dNTPs
C = CleanAmp™ dNTPs

—
——
.
-
bl

187 bp 235 bp 384 bp 638 bp

Figure 1. Comparison of (A) standard dNTPs and (B) CleanAmp™ dNTPs
for amplification of a 235 bp target from human genomic DNA over a range
of annealing temperatures. (C) Performance of standard and CleanAmp™
dNTPs for the amplification of four targets from human genomic DNA.




Hot Start

A I t e r n at i V n I’ H Ot St a rt p ‘r'-ll Stu py © 1993 Oxford University Press Nucleic Acids Research, 1993, Vol. 21, No. 12 29592960

An alternative hot start technique for PCR in small
volumes using beads of wax-embedded reaction
components dried in trehalose

S.Kaijalainen, P.J.Karhunen'?, K.Lalu' and K.Lindstrém

* Fyzicke oddéleni jednotlivych reakEnich slozek

* V\yvazani nebo chemicka modifikace primeru

Fig. 1. USB HotStart-IT Method: Primer Sequestration

| PCR Reaction Preparation without Hot Start |

T ] 3
o ) = O g — SO

Polymerase

= primers hybridize to each other at low temperatures = primer-dimers are produced

+ primers with sell-complementary region
= polymerases are recruitad o hybrid = PCAH Failura

| PCR Reaction Preparation with USB Hot Start Method |

B o astiey st i

Polymerasn

& primers with self-complementary reglon = hinding proteing inleract with primers + denaturation step Inectivates binding proteins
+ primers are sequestered al low temperatures + primers bind to specific targets
* pravanls non-specific hybridization and axtension = PCR Succoss




UNG

Uracil-DNA-glykosidaza (UNG)

» odstrarniuje uracil z DNA
 zahajuje bazovou excizni reparaci — dochazi k
odStépeni poskozeneé baze (deaminovany cytosin) a

vzniku AP mista (apurinové, apyrimidinové misto)

DNA containing U formed by
deamination of C

1 DNA glycosylase

AP site

=

De(}xyribosephosphodiesterase
o

THE CELL, Fourth Edition, Figure 6.21 © 2006 ASM Press and Sinauer Associates, Inc.




UNG

Uracil-DNA-glykosidaza (UNG)

» Pokud reakéni PCR smés obsahuje dUTP misto dTTP, vysledny amplikon bude
obsahovat ,,U" misto , T*

 UNG rozpozna mista v DNA ktera obsahuji ,U* a Stépi je za vzniku AP mista

 DNA obsahujici AP mista je termolabilni

o Lze tak zabranit ,carry over‘ kontaminaci — PCR produkt nemuze byt reamplifikovany

|
|
|
o
|
|
o

DDDDD

| “Hz
D—iCH2 U N G Hz H EAT
L U - Ij'—l'—' )
Q Mic=o Alks;l_:ne u=v
_'_( P




UNG

Uracil-DNA-glykosidaza (UNG)

* Pouzitim UNG a vhodné smési dNTP, Ize zabranit ,carry over* kontaminacim v laboratofi
— PCR produkt nemuze byt reamplifikovany
* Vlastnosti DNA obsahujici ,U“ misto , T*
- dU maiji stejnou schopnost hybridizace jako dT
- lze ji pouzit i pro dideoxy-NTP sekvenovani
-  PCR fragment Ize pfimo klonovat do UNG- kmenu

Thermal Cycler Protacal
First-strand cDNA synthesis

Thermal Prafile l.-'-‘-.utn Ir‘u:rement] R amp Hate]

 RRRRI Stage 1 Stage 2 Stage 3
oo
Q5.0 Q5.0

l Treat with RNase H %—l—l\

[ 10:00 [0 |
S
\u/ﬁ"“m Single-stranded cDNA

e B

|

Proceed to real-ime guantitative PCR

www.appliedbiosystems.com; www.invitrogen.com



Konec

Shrnuti

Po dnesni prednasce:

* umite si popsat kinetiku PCR

 znate rozdil mezi end-point a real-time PCR

* vite, co to je R, Rn, ARn, Ct

» znate vztah mezi Ct a mnozstvim amplikonu

* umite popsat a rozhodnout se, kdy pouzit One Step a Two Step PCR

* Vite, co to jsou DNA polymerazy a reverzni transkriptazy, znate jejich charakteristiku i
prubéh reverzni transkripce

* Vite, co to znamena HotStart PCR a UNG a jak predejit pfipadnym kontaminacim

b L AVERSZ, INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
° o P,
m‘ . Tato prezentace je spolufinancovana

Evropskym socialnim fondem
SKOLSTVI OP Vzdélavani % o o < . ) _
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SYSYly
/"’ENS\S

* *
* 4k

EVROPSKA UNIE ¥

MINISTERSTVO
MLADEZE A TE

ELOVYCHOVY




* X 5
% *
* ks
* *

* 5 K

EVROPSKA UNIE

""ENS\S

NSVIY
&

K 5';: Q@ERS,}% INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
kl : A

&: ’; Tato prezentace je spolufinancovana

M\N\STEF{ST\/O SKOLSTVI, OP Vzdélava l.i $ Svpssym EnpainlT.IRndem

4 T . x . .
MLADEZE A TELOVYCHOVY  pro Konkurenceschopnost ‘ana vt a statnim rozpoctem Ceskeé republiky

UVOD DO KVANTITATIVNI
REAL-TIME PCR

*®

]EI } F-r 2. KvantifikaCni strategie




Kvantifikacni strategie

Presna kvantifikace zavisi na:

Repeatability (Opakovatelnost)
Intra-assay variabilita (stejna analyza v jedné laboratofi)

Reproducibilty (Reproducibilta)

Inter-assay variabilita (stejna analyza v rdznych laboratofich)

Accuracy (Spravnost)

. . .. . High accuracy High accuracy
Shoda mezi experimentalné zjisténou hodnotou a realitou Low precision ~ High precision

Precision (Presnost)

Shoda mezi experimenty (,jak pfesné pipetujeme®)
' Low accuracy
Low precisio High precision




Kvantifikacni strategie Faktory ovlivaujici PCR

Templat — Izolace RNA

- Volba zdroje (charakter tkané, biopsie, mikrodisekce...)

- Integrita (RNA Integrity Number — RIN) vypoget na zakladé 28S a 18S rRNA

- Cistota (A266/280; A260/230), pfitomnost PCR inhibitord "] | ’
- Presné urCeni koncentrace RNA 1 | J |
- Celkova RNA nebo mRNA? O
- Vhodnost metody, automatizace, vytézek... o | ;‘|
1 L
ZIS 2;0 ' 10[00 [ 40:30 [nt]
a’ i.
10 - ‘ l |
# , __' — — .nif"v-ﬁ’:."x__ -
% 200 1000 4000 [nt)
[FU) Ladder
1
]| | | \ LA

I I | R | O WS Y WS

T T T T T
25 200 1000 4000 ]




Kvantifikacni strategie

Templat — Izolace RNA

75 ng'ul Thymus Total RNA

miRNA |
Region '
Small rRNAs
|
Lower tRNAs
Marker | |
|
'l'. |
| [
4 20 40 60 a0 100 150 [nt]

Fig 1A. Image of a typical electropherogram for small RNA analysis performed with the Small RNA Assay on the 2100 Bwanalyzer (Agilent Technologies) (hitp: |/
www chemagilenLeom/ Library/ technicaloverviews! Public/5989- 7002 EN. pdfl).




Kvantifikacni strategie

Reverzni transkripce

Vyznamny zdroj variability v gRT-PCR
- Metoda izolace RNA muze vyznamné ovlivnit proces reverzni transkripce
- Volba primerud, enzymu, teplotniho profilu

- One step vs. Two step PCR

- Vytézek cDNA

- sekvence smérem 5’konci signifikantné nizsi vytézek nez 3’

- RNaza H




Kvantifikacni strategie

End-point vs. Real-Time PCR

- Vztah mezi vstupnim mnozstvim templatu a vyslednym mnozstvim amplikonu je imérny pouze
v exponencialni fazi rakce.
- Klasicka PCR proto musi byt zastavena jesté pred dosazenim plateau faze.

- Intra-assay variabilita klasické PCR (30-40%); Inter-assay variabilita (50-70%)

end point

nnnnnnn

nnnnnnn

AW
B

oretical

Plateau
faze

B
Exponencialni -
liearni faze Actual

T

Exponencialni amplifikace
pod urovni pozadi -
background

Log T%’get D%

Cycle no




Kvantifikacni strategie

Zpracovani dat

stanoveni Ct

Crossing Point

- _
A // B //‘ -
./-““'\/\f/ /\/ - — '/
C /7| D
S/ 4
4 Fluorescence
plot /
@
[
c
@
?
2
S
= Thrgshold
line
PCR cycle

A data pfimo z pfistroje

B vyhlazeni dat

C normalizace pozadi (na zakladé nespecifické fluorescence)

D normalizace amplitudy signalu (na zakladé plateau)

Mnozstvi polymerazy
Koncentrace primeru

Tvar mikrozkumavek

h

Fluorescence
= o

= ra
[

Fluorescence

Plain caps
1

Fluorescence
[=1

Domed caps

e
10 zo 30 40

Figure 7

Effect of different factors on plateau position. A: Maore
enzyme in blue than in red samples B: More primers in blue
than in red samples C: Domed and plain caps




Kvantifikacni strategie

Uginnost PCR (Efficiency)
— n
A T S 100% Y=N 2
E oot fmnnd T b [l A Y=N (1+E%)"
] ﬂ |
20 4= mm === e oo oo

Uginnost PCR je 100% jen vyjimeéné&, dokonce i v
pfipadé opakovanych PCR identickych templatd

Amplification rate

-
_ )




Kvantifikacni strategie

Uéinnost PCR

Calculation of real-time PCR efficiency

E— 140 -lislope  —w E — 4y 13337 —w E— 40299 —w £ — 4 Q0
= - = - = vy =~ = ot

Far My =My
FerJi ap
// Moz /Ny = B = g
Far Mye = 103 My, (10-fold dilutions):
An=1/logE = -15lope
A U " =20 An=332
e.q. =2 n=a3.
an E=19 An =358
ACP = An E=18 AN =391

FRoche Disgnostics, LT rel Quantification soffaare, March 20010
Rasmusgen, R (2007) Quantification an the LightCrclar in: Mewer, 5, Withwer, C, Makagawara, K, eds.
Rapid Cycle Reghtme PCAR, Methods ahd Apelications Soringer Preas, Heldalbang, page 21-



Kvantifikacni strategie

Externi standardy

Ne = No'(E +1)°

N, = NJ/(E + 1)C
N, = NJ/(E + 1)¢

Smérnice (k) = -Log(E + 1)
E =101k

Posun = Log(N,)
Nt = 1Qposun

v

B .‘.'

Platné za predpokladu:

E je konstantni béhem celé PCR

E standardu a vzorkl je shodna




Kvantifikacni strategie

Vypocet u€innosti PCR — externi standardy

s Slope Amplification Efficiency
49 -3.60 1.8957 0.8957
Genl -3.55 1.9129 0.9129
40 -3.50 1.9307 0.9307
Gen 2z -3.45 1.0492 0.9492
2\{\ = -3.40 1.9684 0.9684
w -3.35 1.9884 0.9884
-3.30 2.0092 1.0092
Gen 3 30 .25 2.0300 1.0309
- -3.20 2.0535 1.0535
GAPDH o8 3.15 2.0771 10771
e -3.10 2.1017 1.1017
20
o k E %
0 Gen1l -3,3848 1,9744 97,44
5 Gen 2 -3,8847 1,8089 80,89
I 0 | | Gen 3 -3,560 1,9094 90,94
-2 -1 0 1 2

Reference gene -3,4594 1,9475 94,75

R2 > 0,98 (GAPDH)
Idealné -3,32 2 100




Kvantifikacni strategie

Vypocet uc€innosti PCR

1. E=101k
- obvykle od E = 1,60 — 2,10 pfi R?> 0,989

- pg — desitky ng cDNA
- vztah mezi Ct a log mnozstvi cDNA — linearni — min. 5 fadu

- nadhodnocovani realné ucinnosti PCR

2. Vypocet z narustu fluorescence v linearni fazi
- E=1,35-1,65
- podhodnocovani realné ucinnosti (datové body z oblasti

blizké plateau)

3. Vypocet na zakladé vsech datovych bodu (Sigmoidal curve
fitting method, SCF)

- Neni nutné odecitani hodnot pozadi

- E=1,35-1,65

4. Vypocet na zakladé narustu fluorescence v exponencialni
fazi
- Yo = Yo(B)

.

2

E Plateau Phase

v

O
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w Linear Phase

I=
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Kvantifikacni strategie

Uéinnost PCR

Otazka:

Provadite PCR alikvotu templatové DNA obsahujiciho 3x10° kopii. V pfedchozich experimentech
jste urcili efektivitu reakce 85%. Kolik cykld musite provést, abyste dosahli vysledného poctu kopii
2 x10107

Odpovéd: 2 x1010 = 3x105 (1+0,85)"
Y= N(1+E)"
10
Y = 2 x1010 log 210 = nx log(1+0,85)
N = 3x10° 3 x10°
E=0,85
! 10
n="7 log 210 = nx log(1+0,85)
3 x10°
0 log 0,67 x104
log 1,85
n =178

K amplifikaci z 3 x10°na 2 x10'°s G¢innosti 85% je nutnych 18 cykl u.




Kvantifikacni strategie

Absolutni kvantifikace Relativni kvantifikace

Quantification Strategies in real time qRT-PCR
MW Flaffl BloSpektnim 2004 (Sonceralsiabe ACR)

absolute quantification relative quantification
external calibration external calibration normalisation External
curve curve calibration
one color detection twio color detection via one via reference curve without
system system reference gene index any referenece
SYBR Green | e.q. Probes, ROX gene *3 HKG Hene
ROX ROX

v L

external calibration curve
+ FT-FPCRK product
_ without real-time PCR with realtime PCR
* plasmid DMNA efficiency correction efficiency correction
+ Inwifro transcribed REMNA * l
+ synthetic DA Oligos
+ synthetic RNA Oligos 2 (-A4 CP) T_E:S;r‘;%?::‘:




Kvantifikacni strategie

1. Absolutni kvantifikace

« srovnani Ct jednotlivych vzorkl s externim standardem (kalibraéni kfivkou)

« Exaktni vysledek — zvolena jednotka (napf. pocet kopii/ng RNA/ml krve/
genom/bunku/hmotnost tkané... atd.)

* Vysoka reprodukovatelnost, specifita a presnost kalibracnich krivek

e Velky dynamicky rozsah — 101-101° molekul templatu

e Validace

* Volba externiho standardu (recDNA, gDNA, RT-PCR produkt, recRNA, syntetické
oligonukleotidy...)

* Reprodukovatelnost vysledku




Kvantifikacni strategie

Externi standardy Vysledek absolutni kvantifikace zavisi na
1.Volb é standardu

2.Good laboboratory practice

DNA

— Plazmidova DNA, genomova DNA, cDNA, syntetické oligonukleotidy
— Velmi stabilni, odolné vuci nahodnému Stépeni

— Useky DNA cca 2kb maji podobné vlastnosti jako mRNA/cDNA

— Reprodukovatelné vysledky

— Snadné stanoveni koncetrace

— Kalibraéni kfivky zalozené na DNA nereflektuji RT krok

— Externi standardy nezohlednuji pfitomnost PCR inhibitoru




Kvantifikacni strategie

Externi standardy

RNA
* RecRNA (rekombinantni RNA)

— syntetizovana pfimo nebo in vitro z plazmidové DNA, obsahujici klonovany RT-
PCR fragment

* Reverzni transkripce

- Odlisna kinetika reakce jako u nativni RNA

- Neodrazi zastoupeni jednotlivych RNA frakci (rRNA 8o%, tRNA 10-15% a dalSi)

» Externi standardy nezohlednuji pfitomnost PCR inhibitoru

 Stabilita a citlivost k nukleazam

« Komeréné dodavana celkova RNA nebo jeji frakce (polyA, tRNA) jako tzv.

background RNA — zvySeni uc€innosti RT RecRNA




Kvantifikacni strategie

Externi standardy

Biotechnology Letters 13: 275-282, 2001.
© 2001 Eluwer Academic Publishers. Printed in the Netherlands.

Validities of mRNA quantification using recombinant RNA and
recombinant DNA external calibration curves in real-time RT-PCR

Michael W. Pfaffi* & M. Hageleit

Table 1. Characterisation of real-time IGF-1 LightCyeler PCR using either recRNA or ss
recDNA external calibration curve in comparison with the native liver total RNA. Intra- and
inter-assay variation of calibration curve models are mean values (n = 4) determined in Table 2.

IGF-1 recENA IGF-1 recDNA Unknown

calibration curve calibration curve  IGF-1 mRNA

Start template IGF-1 recRNA IGF-1 recDNA IGF-1 mRNA
Amplification eficiency  1.77 1.93 1.89
Detection limit 16 molecules 6 molecules 80 pg liver total RNA
Quantification limit 1600 molecules 60 molecules 500 pg liver total RNA
Quantification range 1600-1.6 x 1010 60-6 x 1010 500 pg—50 ng
(test linearity) molecules molecules liver total RNA

(r = 0.992) (r = 0.996) (r = 0.933)
Intra-assay variation 2.7% (n =4) 0.7% (n = 4) 1.2% (n = 4)

Inter-assay variation 4.5% (n = 4) 2.6% (n=4) 49% (n=4)




Kvantifikacni strategie

Externi standardy

Je nutné vytvaret pokazdé novou kalibracni kfivku? Jaka je jeji reproducibilita?

Predpokladame stejnou instrumentaci, reagencie i templat (opakujeme stejnou kalibra¢ni kfivku)

variabilitia N y=k X+
2-3% smérnice (k)

10% posun (q)

e
N

- Nékteré pfistroje (napf. Roche Lightcycler) umoznuji ukladani standardnich kfivek a jejich

kalibraci (korekce q) prostfednictvim jediného datového budu v kazdé analyze (za predpokladu

konzistentniho designu analyzy)




Kvantifikacni strategie

Efekt po €ateéniho po ¢tu kopii
Odhady mnozstvi templatu nad 1000 kopii jsou relativhé pfesneé (chyba 1%)
Ale - maly vstupni poCet templatovych molekul — chyba narasta

Napfr. u€innost PCR 80% - v kazdém cyklu pravdépodobnost 20%, ze nedojde ke
zdvojnasobeni poctu molekul

Monte Carlo effect

zavisi na mnozstvi templatu — ¢im je mensi mnozstvi
templatu, tim je i menSi pravdépodobnost, ze mnozstvi
amplikonu bude odrazet skute¢né mnozstvi templatu (narust

variability)




Monte Carlo effect
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Pfesto, lze uUspésné kvantifikovat i extrémné mala
mnozstvi templatu:

Stanoveni 10 kopii genomu viru hepatitidy C v plazmé

Intra-assay variabilita (CV) 3,1%
Inter-assay CV 4,4% (4,15% CV pro 100000 kopii)

ELSEVIER Journal of Virological Methods 105 (2002} 253263 ————
www.elsevier.com locate jviromet

Sensitivity and reproducibility of HCV quantitation in
chimpanzee sera using TagMan real-time PCR assay
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Kvantifikacni strategie

2. Relativni kvantifikace

 Nevyzaduje externi standardy
e Srovnani Ct jednotlivych vzorkd (genu) (napt. u pacienta po 1é8b&) S expresi

referenéniho genu (housekeeping gene) a vucéi biologické kontrole

(napf. pacient pred léCbou, zdravy ¢lovék...)
« Kontrola = kalibrator - .
e Uréeni poméru exprese .

- AACt

- Korekce udinnosti PCR
- Hodnoceni skupin vzorkl — software REST/REST XL




Kvantifikacni strategie

2. Relativni kvantifikace AACt

Bez zahrnuti efektivity jednotlivych reakci
Predpokladame 100%

Deita Rn vs Cycle

R= 2—[ACt sample-ACt control]

R=2-AACt

£ All
_ g
]
nnnnnnn
P =
Delta Rn vs Cycle
~APDH T T
7\ | =4 1 I A N —|
nnnnnnn

vzorek | c-fos GAPDH | ACt AACt R
A 22,00 18,18 3,82 0 1
B 22,34 15,76 6,58 2,76 1,15
Nenormalizovana exprese c-fos
1,5
1
015 . .
O T
A B
Normalizovana exprese c-fos vii¢i GAPDH
1,5
1
0,5




Kvantifikacni strategie

L4

Korekce relativni kvantifikace zahrnujici tcinnost PCR

Ratio = (E

(E ¢ o )ACt referenéni gen (kontrola-vzorek)
referen¢ni gen

o )ACt cilovy gen(kontrola-vzorek)
cilovy gen

Ratio = (E
(E

o )ACt cilovy gen (PRUMER kontrola - PRUMER vzorek)
cilovy gen

)ACt referenéni gen (PRUMER kontrola - PRUMER vzorek)

referenéni gen

in = Ct vzorek Ct kalibrator
Ratio = (Ereferenénigen) . (Ereferenénigen)

(E ) Ct kalibrator

) Ct vzorek (E

cilovy gen cilovy gen




Kvantifikacni strategie

Uéinnost PCR

| maly rozdil v u¢innosti PCR mezi stanovovanym genem a referen¢ni kontrolou muze
dramaticky zménit vysledny pomér

Napfr. rozdil v t€innosti (AE) = 3%

E cilovy gen > E referenéni gen PO 25 CykleCh pomér 47%

E referencni gen > Ecilovy gen po 25 CykleCh pomér 209%
= 5%

E cilovy gen > E referencni gen pPo 25 CykleCh pomér 28%

E referencni gen > Ecilovy gen pPo 25 CykleCh pomér 338%
= 10%

E cilovy gen > E referencni gen Po 25 CykleCh pomér 7,2%

E referencni gen > Ecilovy gen Po 25 CykleCh pomér 1083%




Experiment: Srovnani exprese klinicky vyznamného genu (YFG) u
pacientl a zdravych dobrovolnikd. Normalizace vucéi GAPDH.

Pacienti: Ct (YFG) 32; Ct (GAPDH) 26
Kontrola: Ct (YFG) 35; Ct (GAPDH) 27

Jak se liSi exprese YFG u pacientt a zdravych dobrovolnik(?

Pacienti: dCt=32-26 = 6
Kontrola: dCt=35-27 =8

ddCt: 6-8 = -2
Pomér exprese: 2-ddCt = 4



Experiment: Srovnani exprese klinicky vyznamnéeho genu (YFG) u
pacientu a zdravych dobrovolnikd. Normalizace vuci GAPDH.

Pacienti: Ct (YFG) 32; Ct (GAPDH) 26
Kontrola: Ct (YFG) 35; Ct (GAPDH) 27
Efektivita PCR (YFG) 80%; (GAPDH) 90%

Jak se liSi exprese YFG u pacientu a zdravych dobrovolnika?

Ratio = (E

(E ¢ L )ACt referenéni gen (kontrola-vzorek)
referenéni gen

o )ACt cilovy gen(kontrola-vzorek)
cilovy gen

Ratio = 1,83 = 5,832 = 3,07
1,91 1,9




Experiment: Srovnani exprese klinicky vyznamnéeho genu (YFG) u
pacientu a zdravych dobrovolnikd. Normalizace vuci GAPDH.

Pacienti: Ct (YFG) 32; Ct (GAPDH) 26
Kontrola: Ct (YFG) 35; Ct (GAPDH) 27
Efektivita PCR (YFG) 60%; (GAPDH) 105%

Jak se liSi exprese YFG u pacientu a zdravych dobrovolnik(?

N — ACt cilovy gen(kontrola-vzorek
Ratio = (Ecilovy gen) vy gen( )

(E ¢ L )ACt referenéni gen (kontrola-vzorek)
referenéni gen

Ratio = 1,63 = 4096 =10998 !
2 051 205




Kvantifikacni strategie

Normalizace v relativni kvantifikaci

Sample-to-sample variation

Run-to-run variation

Korekce variability mezi jednotlivymi vzorky, zplisobené
* Charakterem vzorku

* Integritou RNA

o Efektivitou RT

» Pipetovaci chybou

Normalizace vuci
* Neregulovanemu endogennimu referencnimu genu

e Celkové bunécéné RNA/DNA




Kvantifikacni strategie

Referencéni geny

GAPDH

Albumin

Aktin (y)

Histon H3

Tubulin (y)

Cyklofilin
Mikroglobuliny (B2M)
Ubiquitin

18SrRNA

28SrRNA

GAPDH je regulovana za nejr GznéjSich experimentalnich i

fyziologickych podminek

Experimentalni  Tkan Extracelularni Onemocnéni
podminky faktory
Vék Leukocyty uv Karcinom
Apoptoza Erytrocyty IL2 - prsu
Bunécny cyklus Stfevni biopsie  NO - cervixu
Vyvojové stadium  Endothelie TPA - kolorekta
Hladovéni T-lymfocyty Dexamethason - plic
Hypoxie Thyrocyty Cholinergni agonisté - jater
Oxidativni stres Kreatin - prostaty
Téhotenstvi Inzulin - slinivky
Sérum Retinova kyselina
Rustovy hormon Neurodegenerativni
Vitamin D onemocnéni
Mnll+

Pseudogeny — specificka amplifikace nezavisla na mRNA




Kvantifikacni strategie

Referencni geny

Programy geNorm a BestKeeper (freeware)
UrCeni expresnich profild vice housekepingovych genu,
zhodnoceni jejich variability (pairwise correlation),

geometricky prumér vice opakovani

Vyhodnoceni nejstabilngjSiho housekeepingového genu za definovanych podminek.

BestKeeper Index =

Jak na to? JCP x CPy x CPy x ....... x CP-.

Tkanové kultury

— normalizace vuc¢i poctu bunék, referenénimu genu, RNA...
— replikaty

Mononuklearni krevni buriky
— heterogenni populace
— FACS - normalizace vuci poc¢tu bunék definovaného typu
— kvantifikace vUuci expresi genu pro pfislusny CD (CD-19 B-lymf.)
— totalni RNA




Kvantifikacni strategie

Jak na to?

Biopsie solidnich tkani
- Nadorova tkan
- Heterogenita

- Otazkou je, zda-li je vabec objektivné moznée relativné kvantifikovat klasické biopsie
(problémy s referenénim genem a jeho expresi v daném misté, po¢tem bunék...)

Laser Capture Microdissection

- Normalizace exprese vuci referenénimu genu
- Vyhodou je histologicka informace a znalost po¢tu bunék

Celkova RNA
- Nutné presné uréeni koncentrace RNA
- Nereflektuje RT a PCR krok

rRNA
- Jiny charakter exprese, jiné polymerazy, atd.

- Jeji hladina je ale ovlivnéna méné nez v pfipadé mRNA
(s vyjimkou krevnich bunék)

- Otazka volby subpopulace (28S, 18SrRNA)

D'Souza et al. BMC Neuroscience 2008 9:66 do0i:10.1186/1471-2202-9-66



Kvantifikacni strategie

Shrnuti

Umite odpovédét na nasledujici otazky?

- design experimentu, napf. je vzorek tkané reprezentativni? Jakeé
biologické kontrolni vzorky musim pouzit?

- volba metody, jaky templat bude vstupovat do mych reakci?
mam pouzit pouze poly-A RNA nebo celkovou RNA? Ma
dostate¢nou kvalitu? One step nebo two step PCR?

- s jakou u€innosti bézi moje PCR?

- absolutni nebo relativni kvantifikace?

- je zvoleny housekeepingovy gen vhodny?

- probéhla mé real-time PCR spravné? Jsou Ct stanoveny spravné?
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REAL-TIME PCR

l1]. Instrumentace



Instrumentace

PCR - termocykler

gRT-PCR - termocykler kombinovany s fluorimetrem
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Instrumentace

Zdroje excita €éniho zareni

Halogenova lampa

- VSechny vinové délky viditeIného svétla (320nm — 2600nm)

- Uniformni excitace

- pr. ABI 7300, 7500, Stratagene Mx4000/Mx3000p, BioRad iCycler
- Normalizace fluorescence (Rox)

Laser

- Specificka vinova délka

- Neni nutny excitaéni filtr

- Omezeny vybér fluoroforu
- pf. ABI PRISM 7700/7900

LED

- Uzké pasmo vinové délky (30-40nm)

- Bézné LED emituji na 430, 450, 505, 592, 612 a 637 nm
- nové i modra a UV Cast spektra

- pr. Corbett Rotor-Gene, Roche Light Cycler




Instrumentace

Filtry

ExcitaCni/emisni — selekce excitacni/emisni vinové délky
Opticka kvalita filtru ¢asto ur€uje vykonnost pristroje
Bandpass a Long Pass Filtry

Volba fluoroforu

Optimizing Fluorescence Signal with Filter Combinations

100
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http://www.microscopyu.com/articles/livecellimaging/imagingsystems.



Instrumentace

Monochromator

Volba libovolné vinové délky

Difrakéni mrizka

Fotodetektory
Snimaci zafizeni (CCD)

Inctdent beam

Mirrors Grahng

Monochromatic beam




Instrumentace

Teplotni uniformita

Sampls tobas

Eilter Collimstor

Fibarz

Exciting light

Samplas
tuhs

wincobiz.com/gpcr.htm .

P 20 e T e e e e o o % ——— Mulliwell plate mount

~a———— Circuit board
_ (Peltier elements)
AN . Therma-Base layer
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Instrumentace

Parametry RT cykleru

Citlivost — minimalni kvantifikovatelné mnozstvi templatu — fluorescence, kterou
je pristroj schopny odliSit od Urovné pozadi (Sum)

Dynamicky rozsah — rozsah koncentraci — rozsah intenzity fluorescence

Linearita — intenzita fluorescence je idealné linearni

ale:

- koncentrace:
- vysoka koncentrace vzorku — nemusi dojit k excitaci
- 1 u ,normalnich* koncentraci, muze dojit k preferenénimu absorbovani
svétla povrchovymi vrstvami vzorku, vzdalenéjsi ¢ast vzorku uz neni
excitovana svétlem o stejné intenzité

Correct Incorrect

- opticka draha
- laboratorni plastik
- homogenita vzorku

Liquid is at ¢ Not centrifuged with enough force,
bottom of well. or

* Not centrifuged for enough time

Fluorescencni standardy — kalibrace pfistroje




Instrumentace

Kalibrace
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Raw Data

Fillers

7300, 7500/7500
Fast system

Applied Biosystems
Real-Time PCR System
Spectral Calibration Kit

Pure Dye Plates
(FAM™, JOE™, NED™,
ROX™, SYBR® Green,

TAMRA™, and VIC® dyes)

sSDS ’— 7500/7500 Fast System [\
System — 7300 Syslem T

Filters
Spectrum
(nm)
Emission
Spectra
Pure Dyes ~520 nm ~550 nm ~580 nm ~610 nm ~670 nm
. FAM * JOE * TAMRA . ROXl CY5
*SYBRGreen *VIC * NED * TEXAS RED

* CY3







