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POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE

Rychlé namnozeni useku DNA na principu in vitro replikace DNA.

5\‘3
i 1983 — Karry Mullis
‘ (Cetus Corporation)
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SLOZENiI REAKCNI SMESI

» Termostabilni DNA polymeraza (1 — 2 U/ reakci; tolerance 0.5 — 5 U/reakci)

enzym 5+3° 35
Taq ano ne
Tth ano ne
Pfu ne ano

Hot start polymerazy — DNA polymeraza vazana na protilatku,
zabranéni polymeraci pfi RT - 70 C,
nutna pocatecni denaturace (2 — 10 minut / 95 °C)

l

vySSi specifita reakce 3



SLOZENiI REAKCNI SMESI

» Oligonukleotidové primery

koncentrace v reakéni smési 0.1 — 1.0 mM (optimalizace — qPCR)
20 — 30 nukleotidud, CG ~ 40 - 60%, podobna Tm

primery by nemély byt vzajemné komplementarni, hlavné na 3 konci
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SLOZENiI REAKCNI SMESI

 Oligonukleotidové primery

Extended Hyper-variable Segment I (15919 — 16569)

115919 16030]

57 -TGTAAACCGGAGATGAAALCCTTTTTCCAAGGACARLT CAGAGARAARAGTCTTTAACT CCACCAT TAGCACCCARAGCTAAGAT TCTAATTTARACTATT CTCTGTTCTTTC-3"
37 - ACATTTEECCTCTACTTITGG AL AL AGGTTCC TGT TTAGTC TCTTTTTC AGARATTGAGGTGGTAATCGTGEG TTTCGATTCTA MGATTALATTTGAT AAGAGACA AGARAG-5"
I 5 TAACTCCACCATIAGCACCC 3 E=3 112
116031 16142]
5¢ - ATREREALGEACETTTECETA CEReeeas cTHTFEACcac cBaTclacanceecTREGTRTTTCETAERT THCTEccaccBaccRTeanaTTETARGE TACCATARATHC -3
3¢ - TACCCETTCHT CEARAECEATCETEEETT CATARETCACTCCETAGT TG TTGECGATACATAAL G EA TETAATGACGETCCETCETACT TRTARGA TECCAT GETATTTATG-5°

1113 224]
116143 16240]

5 ToAccRCETETAGTABA TAAAAACCCARTCCACAT CARRA ——C————CCOCT-C-C-CC—A-TRCTHRCEAGCARGTACAGCAAT CAACC - CTCHEA CTAT CACACAR CAR -3/
3 AACTRGICEACATCATETATTTTTGGGTTAGET GTAGTTTT— G- - —- BGGGA-G-G-B6——T-ACGARTGETCGTTCATETCGTTAGTT GG - GAGE T GATAGT GTGTAGTT -5’
1225 323
116241 16348

5 —CTGCARCT CEARAGCCAC-CCC-TCACECcACTA GEARACCAABRAL CCTACCC-ACCCTTAACAGT-ACRTAG- TACAARAGCCATTTACCBTACATAGCACARTACAGTC-37
3 —GACGTTGAGBTTTCGETE-GEG-AGTGEGTRAT CCTATGET TRET TGEATG6G-TEEEAATTGTCA- TGEATC-ATGTATTTCGGTARATGGEATETATCGTGTRATGTCAG-5’
1324 430]
116349 EBS3’ -GTGGTAGGAGECACTTTAG- 5" 16460
87 —ARATCCCTTCTCRTCCCCATRBATRACECEE cTCAGATAGGGETCCCTTGACCACCATCCTCCETRAAAT CAATAT ECCECACARGAGTGETACTCTCCTCHCTCCEERECE-3"
3" —TTTAGGGAAGAGCAGEEETACET ACTGEGEEGAGTCTATCC CCAGGGANCTGETEETAGGAGGCACTTTAGTIATAGGGCCTGTTCTCACGATGAGAGGAGCGAGGCCCGGG-5'
1431 542]

16461 [ SWcaccancoatoancTcocholl 165691
5 -ATARCACTTGOEGETAGCTALA GTRAN CTGTAT CCGACATCTRETTCCTACTTCAGRG T CATAANG CCTARATAGCCCACACETTCCCCTTAAA TAAGACAT CACBATE -3’ —end
3 - TATTGTGALCCOCCATCGATTTC ACTTGACATAGGC TETAGACCAAGGATGAAGTCCC AGTATTICGEATTTATCGGGTCTGCAAGGGGAATTTATTC TGTAGTGETAC-57 —end
1543 651

tvorba nezadoucich sekundarnich struktur (vlasenky), hlavné CG bohaté

Programy na navrh PCR primert: Integrated Gene Technologies
Gene Script Primer Design
VizPrimer, CODEHOP, GeneFisher, Primer3, ......
BioMath (kalkulace Tm)

Komerc¢ni sety primert pro modelové organismy: Roche
SABiosciences (Qiagen)



SLOZENiI REAKCNI SMESI

- dNTP (dTTP, dATP, dCTP, dGTP), ~ 200 uM kazdy (50 — 500 uM)

dUTP misto dTTP — jedna z metod prevence kontaminace
DNA s dUTP — degradace uracil-N-glykosylazou
pridana pred zahajenim reakce, inaktivace béhem prvniho cyklu
nelze pouzit s polymerazami s ,proofreading” aktivitou (Pfu)

» Templatova DNA
Nemusi byt znama kompletni sekvence, ale aspon useky pro navrh primeru
1 — 10 ng bakterialni DNA
0.1 — 1 ng plasmidovée DNA
1 — 200 ng genomovéeé DNA
2 ul cDNA/ 50 pl



SLOZENiI REAKCNI SMESI

Mg?2* - nezbytné pro aktivitu polymeraz, zvy3uji Tm
koncentrace pro Taq polymerazy 1.5 mM (200 uM dNTPs)
nutno optimalizovat (1 — 10 mM) nebo pouzit komercni pufr

Reakéni pufr

slozka koncentrace uloha
siran amonny 5-30 mM usnadiiuje rozvolnéni DNA
BSA 50-500 ng / 50 pl vazba inhibitorti (ze vzorku)
DMSO 2-10% (v/v) snizuje Tm, usnadiuje annealing
DMF <10% (v/v) sniZzuje Tm, usnadiiuje annealing
formamid 1.25-10% (v/v) snizuje Tm, vy$si specifita

stabilizace polymerazy

glycerol 0.01-0.1% (v/v) stabilizace polymerazy
PEG6000 5-15% (v/v) stabilizace polymerazy
SDS <0.01% zabrafiuje agregaci polymerazy
spermidin redukce nespecif. vazby polymerazy
Triton X-100 0.01% (v/v) zabrafiuje agregaci polymerazy

mocovina I-1.5M snizuje Tm, usnadiiuje annealing




REAKCNIi PODMINKY

* Denaturace 95 C (92 — 98 °C), 15 s pro kratké fragmenty (do ~1 kb)
30 — 60 s pro dlouhé fragmenty
delSi Casy — aktivace polymerazy, inaktivace glykosylazy
Denaturace dvouvliaknové DNA

» Nasedani (hybridizace) primeru 50 - 55 C (podle Tm duplexu DNA:primer)

OPTIMALIZACE!
20-30s

- Syntéza DNA 72 °C (70 — 74 C)

doba zavisla na délce fragmentu (do 1 kb 30 - 60 s
6 — 10 kb az 10 min)

Pocet cykla: 25 — 35, vzdy negativni kontrolu!!!
faktor zmnozeni 2"

Cyklery



OPTIMALIZACE TEPLOTY NASEDANIi PRIMERU

Gradientova PCR — sada PCR s postupné se zvySujici teplotou nasedani primeru
Gradientové cyklery

Tm ’ Tm ’

[

[l

—
s s s s UGN SIS  — . — — —

Kontrola vSech parametru PCR — gPCR - kalibra¢ni kfivka - uc€innost reakce



TYPY PCR

»Nested“ PCR: Amplifikace, templat — genomova DNA.
Reamplifikace — templatem je produkt prvni reakce.

‘il
Analyza heteroduplexu: - T Caia
g Momoduplaxes Hj
wid Type S, soopnoloncaon Ry
{ i i CE e e | Bandg
SRR SRR, N R T
syl pmeney Danatur oton nmm
{Hmﬁ o -
P, |ﬂﬂm
Whatant m Hartaroduplaias |

https://www.nationaldiagnostics.com/electrophoresis/article/heteroduplex-analysis

Asymetricka PCR: preferenéni syntéza jednoho vlakna (jeden z primert v nadbytku).
Vznika ssDNA — sekvenovani.
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TYPY PCR

Multiplexova PCR: testovani vice deleci / bodovych mutaci v jedné reakci
komplikovana optimalizace (navrh primeru)
hlavné v kvantitativnim usporadani s ruznymi fluorescencnimi barvami
Diagnostika deleci v genu pro dystrofin: 11 exonu na 3’konci v jedné reakci
7 exonU na 5°konci v jedné reakci

8-plex

M ing) 250 50 10 2

4-plex

M (ng) 250 50 10 2

KAPA2G Fast KAPA2G Fast
57 min 64 min

11



TYPY PCR

Alelové specificka PCR: vyuziti alelové specifickych primert
detekce bodovych mutaci a kratkych deleci

1 —n
6_
. o) I —
normdlni DNA = vzniki produkt , mutantal DNA ) = nevznikd produkt
o . | (O +---5
i |
8§ — | =
l
em | , <0
o 3’ | R ¥ E
normdlni DNA = nevznika produkt mutantni DNA = vznikd produkt
U 5 G, S —— *---5
L= 5§ = ]

n — ,normalni* primer http://www.If2.cuni.cz/projekty/prusa-dna/newlook/defa6.htm

m - ,mutantni® primer
s — spole€ny primer

12



TYPY PCR

Metylaéné specificka PCR — konverze nemetylovanych cytosina bisulfitem

Bisulfite-mediated conversion of cytosine to uracil

Sulphanation Hydrolytic deamination Desulphonation
NH, NH, o] 0
H50, 4 OH
3 H.O+ NH
HNTY — HN T Hw)ﬁ\ — = HN |
%\ )\ 50, 'GA\N 50, H50, D%N
H H
Cytosin Cytosinsulphonate Uracilsulphonate Uracil
Toltefsbaol T fed ): Handbook of Epdgenetics: The New Motecwlar and Medical Genetics. 1st edition, Landon, San Diego: Academic Press, 2011,
Allele 1 (methylated) Allele 2 (unmethylated)
m
-=-=-ACTCCACGG---TCCATCGCT--- --=-ACTCCACGG---TCCATCGCT---
—=-TGAGGTGCC-- —AGGTAG%GA——— ---TGAGGTGCC-—-AGGTAGCGA—--

Bisulfite treament
Alkylation
Spontaneous denaturation

--=-AUTUUAUGG---TUUATCGUT--- --=-AUTUUAUGG---TUUATUGUT=~--

---TGAGGTGUU---AGGTAGCGA--- -—--TGAGGTGUU---AGGTAGUGA---



TYPY PCR

Metylaéné specificka PCR — konverze nemetylovanych cytosina bisulfitem

kazdé vlakno po konverzi se amplifikuje zvlast

Methylation-specific primers

-
> @Al
- ."*Jl'."""
e .
- m -

-l AUGG==--TUUATCGUT === —==f ACGG=-~-

@ CAA=-~
S '.nl o H & |- No prod
=== TAARATGCC===ARATA “ee
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TYPY PCR

Metylaéné NEspecificka PCR DNA po reakci s bisulfitem
metylacné nespecifické primery

Bisulfite-specific pnmers

PCR

Sekvenovani (analyza metylovanych cytosinu)
analyza HRM (high resolution melting)
analyza RE s C v rozpoznavaci sekvenci
SSCP

15



RT - PCR

n
AR ER | KVALITA RNA!!!
1 Frimer oligo(dT),,.2
Reverse random hexa - nonamery
Transcription specificky primer(y)
LT R, |
— |
PCR . e Lg e
sekvencéné-specifické primery
e
Amplified i
= DNA |

m-npuﬁnatmn>\_




REVERZNI TRANSKRIPTAZY

enzym délka teplotni | citlivost “difficult RNaseH modif.
(kb) optimum templates” nucleotidy

Transcriptor 14 42-65 +++ +++ A A
(Roche)

Expand 14 42-50 ++ + N A
(Roche)

AMV 12 42 (az ++ + A A

60)

M-MulLV 10 37 + +(+) A A

C. therm. 3 60-70 ++ ++ N A

Tth 1 55-70 + + N A

17



PRIMERY PRO RT

MRNA
NBAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
oligo(dT),g
mRNA
NBAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
ukotvené oligo(dT),
(m)RNA
NBAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
genove specifické primery
(m)RNA

NBAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

nahodné hexamery

plnodélkova cDNA
chyby — templaty s oligo(a)

plnodélkova cDNA
zabranuji nasedani na vnitrni
Casti polyA

vysoka specifita
vhodné pro one-step RT-PCR

proporcionalni prepis v§ech templat(
vysoka koncentrace — pro kratke

templaty se sekundarnimi
strukturami

18



NAVRH PRIMERU PRO RT-PCR

Primery ze sousednich exonu

ex1 in1 ex2 ex1 ex2
 —— — — —
genomova DNA RNA

19



NAVRH PRIMERU PRO RT-PCR

Primery zasahuji do sousednich exonu

ex1 in1 ex2 in2 ex3
¢ Vad \\ Vo ex1 ex2 ex3
genomova DNA I
— [P I—
RNA

20



KVALITA TEMPLATU (RNA)

Analyza transkripce genu — izolace mRNA (smir 0.5 — 800 kb, vétSina 1.5 — 2 kb)

Celkova RNA — bandy 18S, 28S rRNA

rostlinna RNA (A. thaliana)

21



KVALITA TEMPLATU (RNA)

Bioanalyzér (Agilent) - elektroforeticka separace na mikrocCipech

~ T # o
= 2.0
20
% 70 FIM 10 .75 RIN &
&0 gl.ﬂ}
L] 1.5 I.
540 % 100
E @ Sum ||
20 =,
Mo el o N
i . S R ———— 0100 =2 &
— 9 24 29 34 30 44 49 54 59 64 GO 24029 34 39 44 49 54 50 B4 R4
Time { gacondsl Timea [seconds)
— — o Eg- 354 i
M: Iil RIN 3 % ﬂ: || RIN 2
| ] 0.5 °
5 0.4 g20{ ||
2 03 II L| .;-F-"'J' o g 157 | |
o | W = 1.0 |
— 0.1+ h"'....,.,,,_.\_..____ .54 b
— — — — 0.0 o — —
24 20 34 30 43 40 54 50 A4 89 19 24 29 34 39 44 49 b4 50 B4 68
- Y Time {sacords) Time (zeconds) y.
" L
Figurs 1 Figurs 2

& total BNA sample was degraded for varying timss and the resulting samplss were analyzsd on
the Agilent 2100 bioanalyzer using the Eukargote Total RNA Nan assay. A shift wwmards shorter
fragment sizes can be observed with progressing degradstion.

Sample electropherograres wssd to train the ANA Integrity Nomber (RING softeare. Samples
range from intact (RN 100, to degraded (RIN 21

RIN (RNA Integrity Number)

22



JEDNOKROKOVA RT-PCR

Reverzni transkripce a PCR v jedné reakci

Vysoce kvalitni RNA, mnozstvi do reakce musi byt stanoveno empiricky
(dle mnozstvi transkriptu a pouzitého enzymu)

Sekvencné specifické primery

* RT pfi 50 — 60 °C
* pocCateCni denaturace
« PCR

23



ALTERNATIVNI SESTRIH A JEHO ANALYZA

Z jednoho genu vznika vice (izo)forem proteinu
Pfi sestfihu - odstfizeni exonu, ponechani intronu

O
1
et i
- I ST delet delp dely INS2 IS4
splicing hTERT 0 Ly — <] - D—?—u
ELI_I [ 1
1 2 3 a Vs Ve TVENT g VNV g 12 V13 uY 15V16
cDNA hTERT
1 23,4 5 6,7 8 9 10 "o, 12
cDNA AITERT \:m]m oo
A O O Arabidopsis del Sp
i ins Tp
splicing AtTTERT % 6 i ip ins6,insp AITERTV (18]

IZL/WI | [ [T b ATERT(V)I8 variant
1 2Y3" 4 5 66i 7 & G

Sykorova and Fajkus, 2009

A S8, 53,
T35 .33 8
RT-PCR 3¢k 33 ¢ 8
Mg;;'u'ulgu.ll.l.lll--
gRT-PCR tp
microarray analyzy i:
00 —
100 [S—
—
seadlings G4 buds G4 24

Fojtova et al., 2011



KVANTITATIVNI RT-PCR

Soucasna amplifikace a detekce produktu v pfitomnosti fluorescenéni latky

* rychlejsSi (bez elfo)
* spolehlivé vysledky, citliva detekce

| it — '
L Flateau

L0000 —

100000 —

Mo fEmplate

b

4
PCH eycle numb

4

http://www.ncbi.nlm.nih.gov

Exponencialni faze: N, = N,
End-point faze:

N, =N,

(Econst)n
X (Evar)”

fluorescence intensity

1.0+

0.E+

0.6

0.4

o y . L

B

1000000 molecules

0 10 20 30 40 50
PCR cycles

http://www.bio-equip.cn/
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SEKVENCNE NESPECIFICKA ANALYZA

Annealing phase

Extension phase (1)

]
ST y—.
S e

PE_SE_S

Extension phase (I1)

End of PCR cycle

E S S 5 S S
@
«—F % 9
] L]

Van der Velden et al., Leukemia 2003

SYBR Green |
» fluorescence vyrazne roste po vazbe na dsDNA
» signal pfi 530 nm, detekce na konci kazdeho cyklu
» relativné snadny navrh primera a optimalizace PCR
* pozor na nespecifické produkty (dimery primeru)!!!
- vzdy na konci melting analyza
- detekce fluorescence za vyssSi teploty

* RT s oligo-dT nebo random nonamery, analyza
vice genu z jedné cDNA

« hand-made mixy s hot start polymerazou (naro¢né
na presnost pipetovani — reproducibilita)
» komercCni mixy — pfidavaji se pouze primery a templat
 reakce v multiplikatech (nejméne triplikaty), biologicke
repliky

26



SEKVENCNE SPECIFICKA ANALYZA

Hydrolytické préby
* reportérovy fluorochrom v blizkosti zhasecCe
» béhem amplifikace — hydrolyza préby
- oddéleni fluorochromu a zhasece
sorophore S - detekce fluorescence
Forward PCR primer Q b W « béhem PCR exponencialné roste mnozstvi
volnych fluorochromu

Vyuziti oligonukleotidovych sond
komplementarnich k PCR produktu
Vysoce specificka analyza

Reverse PCR primer

v

Amplification Assay

Polymerization

E

TagMan proby:
Firemni knihovny
Validované sety (primery + préba) pro kvantifikaci

*’ Probe displacement

Fluorescence e clesvage transkripce v modelovych organismech
L (Clovék, mys, krysa, primati, Drosophila,
Caenorhabditis elegans, Arabidopsis)
Result
' Fluorescence
— el P
PCR Products Cleavage Products B

27



SEKVENCNE SPECIFICKA ANALYZA

FRET Probes

%\ Transter

Excitation Emission

it

Hybridiza€ni proby

* dvé préby, jedna znacena (3°) donorovym
fluorochromem (fluorescein), druha (5)
akceptorovym fluorochromem, homologni
k vnitfni ¢asti amplifikovaného useku

* po hybridizaci — préby v tésné blizkosti

» fluorescein je excitovan modrym svétllem —
emise zeleného svétla — emitované svétlo
excituje akceptorivy fluorochrom — detekce

« amplifikace — mdze hybridizovat vice préb
- vySSi signal detekované fluorescence

FRET - fluorescence resonance energy
transfer

Vyhoda: proby jsou béhem PCR stabilni

28



ANALYZA ,,MELTING CURVE*

SYBR Green | analyza - specifita produktu PCR

» pomalé zahfivani PCR produktu na 95 C
« prudky pokles fluorescence pfi teploté kolem Tm

eeeee

Pokud jsou pritomny nespecifické
produkty — dalSi piky

50 55 60 65 70 75 80 "85 '50 95 deq.

Thireshiald
'en 'eR 'En 65 70




ANALYZA ,,MELTING CURVE*

Analyza s hybridizacnimi a ,,single” probami — detekce SNP a genotypovani

Mutation Detection e
", WEAAR
. as - - '\ u
Hybridization Probe Single Label Probe Ay :':":":;t
N .. S Ten 55°C
Lo T Al e S e
e 130 | .‘0 ,0‘ L —mr"r."——":}
w" a'um.mu:‘#‘ﬁ ihﬂﬂlwl M i‘.‘.u.'m.?‘-.; maaEmmam
Mm.tlion M!li-on
»
i . . Emparature
pomalé snizovani teploty (0.1 —0.2 C/s)
kontinualni méfeni fluorescence o’
", WAL
“w, W/ Mut
S MutfMut

« derivacni pik pfi vyssi teploté
pro wt alelu (pIné komplementarni
k hybridizaCni probé)

* derivacni pik pfi nizsi teplote pro
mutantni alelu

* oba typy pikd pro heterozygotni vzorky >




METODY KVANTIFIKACE

Ct (CP) — cyklus, ve kterém fluorescence stoupne nad detekcni limit pristroje
zavisi na pocatecCni koncentraci templatu:
nizsi koncentrace templatu — vyssi Ct
vySSi koncentrace templatu — nizsi Ct

=
=]
|
==

."' ."F S
0.84 & IR A S
;"'_':' & s e |.
.E ] r o ]
= LT3 |
o N . :
£ 0.6 " b1 1 a1
&
E 0.4
@
5 0.27 1.000.000 molecules
(=
0.0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50
PCR cycles

http://www.bio-equip.cn/
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ABSOLUTNI KVANTIFIKACE

Koncentrace templatu je vyjadiena v absolutnich Cislech
(kopie, ug/w)

KALIBRACNI KRIVKA — vzorky standardii o znamé koncentraci

Fluorezcence
100]

'5 Mo 15 20 25 30 '35 Cycle!

32



ABSOLUTNI KVANTIFIKACE

KALIBRACNI KRIVKA — vzorky standardii o znamé koncentraci

40CT R=0,93371 R2=033342 Efficiency=1.04
b=-02303 B=10,530

0™ o2 o3 04 05 f0"6 Concentration

R — korelacni koeficient (% dat v souladu se statistickou hypotézou)
B — ,intercept”, teoretické mnozstvi kopii detekovatelné v 1. cyklu
M — sklon (smérnice) pfimky, zasadni pro vypocet efektivity reakce
Optimalni parametry: M = -3.332

E=1 (E=(10"™)—-1)

amplifikace 2

33



KALIBRACNI KRIVKA - OPTIMALIZACE PCR

KalibraCni kfivka s parametry blizicimi se optimu — optimalni podminky PCR

Fluorescence

100 4

&0 -

&0 +

40 |

20 1

navrh primeru
teplota nasedani primeru

casy

koncentrace primeru

Concentration

Reaction efficiency (*) 0,96336 (* = 107(-

1/m) - 1)

1
10

Cycle

T
30

M -3,41298
B 24,42021
R Value 0,99963
R”2 Value 0,99926
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Fluorescence

Morm. Fluora,

100 4

=]
=
L

&0

g
=
L

20 1

Concentration

5 35
Reaction efficiency (*) | 1,00413 (* = 10A(-1/m) - 1)
M -3,31208
B 22,34521

Threshold
R Value 0,99991
R”2 Value 0,99981
5 10 15 20 25 30 35

Cycle 3 5



ABSOLUTNI KVANTIFIKACE

« vlastni analyzu je nutno provadét za stejnych podminek jako kalibracni krivku

» koncentrace analyzovanych vzorku by mély lezet mezi meznimi body
kalibraCni krivky

« efektivita amplifikace standardu a analyzovanych vzorku musi byt stejnal!!!

36



RELATIVNI KVANTIFIKACE

Srovnani mnozstvi transkriptu mezi vice vzorky relativné k transkripci referenéniho genu

REFERENCNI GEN — konstantni mnoZstvi ve vdech analyzovanych vzorcich
amplifikovan v separatni reakci nebo soucasné (multiplex PCR)

Bez korekce na efektivitu reakce:

R = 2-AAC’[

AACt = ACt (vzorek) — ACt (kontrola, kalibrator)
ACt (vzorek) = Ct(analyzovany gen) — Ct(referencni gen)
ACt (kontrola) = Ct(analyzovany gen) — Ct(referencCni gen)

Korekce na efektivitu reakce:

R = (E )ACt(gen) / (E

ACt(ref.gen)

ref.gen) \

Ct(kontrola) = Ct(vzorek) Ct(kontrola) — Ct(vzorek)

gen

37



RELATIVNI KVANTIFIKACE

Priklad vypoctu

ubq | AtTERT | ACt AACt 2-7ACt

seed|. 16.32 25.94 9.62 0 1

0.p. 13.79 21.68 7.89 -1.73 3.32

1.p. 14.55 22.80 8.25 -1.37 2.58

3.p. 20.53 29.31 8.78 -0.84 1.79

5.p. 17.29 26.77 9.48 -0.14 1.11

old 18.49 27.88 9.39 -0.23 1.17




MULTIPLEX gPCR

Fluorescence

Fluorescence

Fluorescence

Cycle

Bass et al., Acta Tropica 2008

VIC yellow (530nm
excitation and 555nm emission)

Cy5 green (470nm excitation
and 510 emission)

FAM red (625nm excitation
and 660 nm emission)

39



cDNA MICROARRAYS

http://www.youtube.com/watch?v=VNsThMNjKhM

40



cDNA MICROARRAYS
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Going and Gusterson, Eur. J. Cancer 1999
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cDNA MICROARRAYS
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Going and Gusterson, Eur. J. Cancer 1999
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