IZOLACE RNA A REAL-TIME
PCR




Tzolace DNA a RNA

- Zisk DNA nebo RNA v dostatednhém mnozstvi

a Cistote
» Kvalita rozhoduje o Uspéchu dalsich metod
* Vliv metody na dalsi pouziti



RNA extrakce

- Z Cerstvého materialu

* RNA uskladnéna v -80C nebo ve specidlnich
roztocich

- Zpracovdvat 10-20 vzorki
- DNAse I ke zbaveni kontaminace DNA



RNA kontrola kvality

» Vysoka Cistota (bez kontaminact)

» Vysokad integrita (bez degradace)

+ Jakékoliv necistoty - inhibice PCR (proteiny)
. OD 260/280 18"20 beZ pr‘O‘I'einfl

*+ OD ,¢0/230 1.8-2.0 bez organickych necistot

« RIN>7

* Konsistentné Bouifva’r Cistotu a integritu -
redukce variability



Cistota

+ 260/280 nm - 1,8 Cista DNA, 2,0 ¢ista RNA
(nizsi - proteiny, fenol)
- 260/230 nm - 2-2,2 (EDTA, fenol)

+ Zdlezi na koncentraci - pokud moc nizka,
cistota nebude dobrad



Templat - Izolace RNA

- Integrita (RNA Integrity Number - RIN) vypocet na zdkladé 285 a 185 rR
- Cistota (A260/280; A260/230), pFitomnost PCR inhibitord

- Presné uréeni koncentrace RNA
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Figure 2

Sample electropherograms used to train the BNA Integrity Number (RIN) software. Samples

range from intact (RIN 10), to degraded (RIN 2).




Reverzni transkripce (RT)

* Proces prepisu RNA do cDNA
(komplementarni DNA)

* Primery, reverzni transkriptdza, dNTP, pufr
(Mg=*)

* Primery: oligo dT, random hexamers, gene
specific

* Reverzni transkriptazy: HIV, AMV, MMLV



RT

* Hned po izolaci

+ Vzdy stejné mnozstvi RNA do reakce a stejné
prepsat

* Kontroly:

- no RT (kontrola kontaminace genomickou
DNA)

- no template control (kontaminace)



Molekularni technologie

. 1984 Pulzni gelova elektroforéza
1952 Elektroforéza
1985 ) | - PCR
1967 * Rekombinantni DNA - DNA fingertyping
» Objev DNA ligazy
1987 * YACs
1969 FISH * Mistné cilena mutageneze
Taq Polymeraza
* Restrikéni endonukleazy 1988 ChIP
b R it Kripté
. riptaza
everzni transkrip 1990 BLAST
1972 Klonovani 1992 BACs
1973 In vitro konstrukce 1995 MICIOSTIEVE
bakterialniho plazmidu 1998 RNAI
2002 UCSC Genome Browser
1975 Southern blot
2003 DNA assembly programs
1977 Sekvenovani DNA
2004 Anotace genu — ENSEMBL
1980 Koncept RFLP « Projekt HapMap
2005 A -
* LigaCni sekvenovani
1981 W lotti
98 estern blotting 2006 Celogenomoveé metylacni mapy
* Manipulace s genomem 2007 MIRNA
1982 Drosophily — P elementy
* Whole genome shotgun 2009 Next Generation Sequencing




What about DNA?

» Maurice Wilkins-James Watson-Francis Crick- Rosalind Franklin, 1953
* Dr. Franklin died in 1958

* Nobelova cena Wilkins-Watson-Crick,1962
* model dsDNA

SCIENCEPhC /ARY

King’s College London




Molekularni technologie

Jakym zpusobem zjistite:

1. zda pacient nese n€jakou klinicky vyznamnou Souther
bodovou mutaci, ktera urCuje jeho dalsi [éCbu?

Norther!

2. ktery ze dvou genu je v néjaké tkani Flowcyt

exprimovan vice nez druhy ?

3. druh patogenni bakterie u nemocného? Kultivace, b&?&ﬁmmké analyzy

4. zastoupeni leukemickych bunék v krvi pacienta Cytogenetické vySetieni
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Prakticka aplikace PCR 1987-8

Kary B. Mullis =il _—= e = = g
- T A “33 - - g/@!

muvm

Nobelova cena za chemii
1993

» Pouziti termostabilni DNA polymerazy

* Rozvedeni konceptu navrzeného K. Kleppem

» Obrovsky boom PCR diky technologickému pokroku

National Center for Biotechnology Information
N CBI Mational Library of Medicine Mational Institutes of Health
PubMed All Databases BLAST OMIM Books
Search PubMed [=] for PCR

TaxBrowser Structure

- 363 629 &lanka (27.11.2008)
- 399 022 (1.12.2009)
« 428 622 (15.12.2011)




PCR

Cyklické stridani fazi denaturace, annealingu a extenze jednoduchou zménou teploty
reakCni smesi

Polymeraza vyuziva syntetické primery ohranicujici amplifikovany usek DNA

A Double stranded DMA

E. Heat to separate strands

|

C. Cool and allow primers to anneal i—_-
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Kvantifikace pomoci PCR

Conventional Real-time
RT-PCR RT-PCR
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Kvantifikace pomoci PCR »End point*

Konvencni kvantitativni PCR e e
-,End point” stanoveni e DL L

- Kvalitativni odpoveéd YES/NO o SheL TR
- Extenzivni validace, kontroly o AP
* Denzitometrie 1\1/\2/\;/\4/\5/,.\1/\;/3'

» Minimalni rozptyl v parametrech reakce ma | ‘ o
obrovsky vliv na mnozstvi amplikonu h;;;;;;;:; ® st
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* Interni heterologni kontrola — —
(housekeeping gene) —
Viral load u HIV+ pacientu s l'nwmﬂ

& 10000 d GLOBIN DNA
» Vyskyt minimalni rezidualni choroby u onkologickych

; ° 1000 A ’
pacientu
10 100 1000-‘_N.10(')00
COPY NUMBER
CELL NUMBER X 1/10000




Kvantifikace pomoci PCR »End point*

Zasadni omezeni — gelova elektroforeza

* Nizka presnost

* Nizka citlivost

« Maly dynamicky rozsah — pouze 2log.

* Nizkée rozliseni, pouze na délce amplikonu

* Neni automatizovana

* Vystup neni numericky — subjektivni hodnoceni
« EtBr — nevaze se na DNA pravidelnée

« Post PCR zpracovani - kontaminace




Real — time detekce amplifikace

Kvantitativni vztah mezi

mnozstvim PCR produktu (amplikonu) a intenzitou fluorescence

« Amplifikacni prah detekce (Ct)
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Real — time detekce amplifikace

Real-time Fluorescence Based PCR

Fluorescence R je zajisSt€na napf. vazbou fluorescencniho interkalacniho
barviva na DNA, pouzitim hydrolyzaéni sondy atd. Fluorescence
reportérového fluoroforu je normalizovana vuci pasivnimu fluoroforu (Rox) -
Rn. Zménu fluorescence v ¢ase vuci pozadi udava ARn. (ARn=Rn*-Rn").
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Real — time detekce amplifikace - Ct

Threshold cycle ,,Ct*

— urCeny na zaklade hodnoty fluorescence pozadi (backround) a aktualni

fluorescence vzorku

— kvantitativni vystup pro kazdy vzorek
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Real — time detekce amplifikace - Ct

Threshold cycle ,,Ct*

- pocate€ni mnozstvi kopii templatu

- definovany v exponencialni fazi PCR

- stejna ucinnost PCR ve vSech reakcich

- u€innost stépeni fluorogenni sondy nebo vazby fluoroforu na DNA
- citlivost detekce

- ¢im menSi Ct - tim vétSi pocCet kopii templatu na zacatku reakce

A>B > C
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Real — time detekce amplifikace - Ct

Threshold cycle ,,Ct"

- rozdil 1 Ct — dvojnasobné mnozstvi templatu 21 =2

- kolika cyklim odpovida odpovida 10ti nasobny rozdil v mnozstvi templatu?

(pfedpokladame 100% ugéinnost PCR) 2n =10
n=3,32
0) clng/wll  Ct
50 28,16
309 100 27,16
150 26,66
250 26,06

300 25,66




Kontaminace PCR

Cross contamination Carry-over contamination

Vzorek 1 Vzorek 2

Vzajemna
kontaminace PCR 1
vzorku

Y Prenos amplikonu
do dalSich PCR
W PCR 2
v

PCR 1 PCR 2




Kontaminace

4 N

Jak predejit kontaminaci
Piston Piston
A 4 4 Unprotected
* Spravna laboratorni praxe
Filter——» _ < Protected air
- space
a P4 A | > N
 Plastik v RNA kvalité e
Tip <— Capillary
* Automatizace
[
‘ Gilson Pipetman® P200 Regularair  Microman® positive  Gjlson Microman® M50
dlsplacgmem d!splacement
,..,1_-:__- III‘ v'i: pipette pipette
ﬁ X Figure 1| Two pipetting concepts: air displacement using standard filter
tips, and positive displacement as applied in the Microman pipette.
=i K o

i~

- . &

www.millipore.com; www.appliedbiosystems.com
Application note: Contamination-pipetting: relative efficiency of filter tips compared to Microman® positive displacement pipette. Nature Methods 3 June 2006



