UVOD DO KVANTITATIVNI
REAL-TIME PCR

2. Kvantifikacni strategie



KvantifikaCni strategie

Presna kvantifikace zavisi na:

Repeatability (Opakovatelnost)

Intra-assay variabilita (stejna analyza v jedné laboratofri)
Reproducibility (Reproducibilita)

Inter-assay variabilita (stejna analyza v rlznych laboratofich)

Accuracy (Spravnost)

Shoda mezi experimentalné zjisténou hodnotou a realitou

Precision (Presnost)

Shoda mezi experimenty (,jak presné pipetujeme®)



Kvantifikacni strategie Faktory ovliviujici PCR

Templat — 1zolace RNA

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

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

- Cistota (A260/280; A260/230), pfitomnost PCR inhibitorti - |
- Presne urceni koncentrace RNA oS ‘
_ Celkova RNA nebo mRNA? RN
- Vhodnost metody, automatizace, vytézek... ‘ \_.
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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).




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 umérny pouze

v exponencialni fazi reakce
- Klasicka PCR proto musi byt zastavena jesté pfed dosazenim plateau faze

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

end point
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KvantifikaCni strategie

Zpracovanl dat A data pfimo z pfistroje

B vyhlazeni dat
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KvantifikaCni strategie

Uéinnost PCR (Efficiency)

| Y=N 2n
et Sty 1 e oy Y=N (1+E%)"

% Sample

Uginnost PCR je 100% jen vyjime&né&, dokonce i v pfipadé opakovanych
PCR identickych templatu

Amplification rate




PCR efficiency
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PCR efficiency

Standard Curve
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PCR efficiency

Exponential amplification= 10(1/slope)
Efficiency= 10(-1/slope)_]

If slope -3.32, then PCR 100% efficient

If 100% efficient- 10x dilution gives dCt 3.2

o Every 3.2 cycles amount of amplification is 10 fold higher

Efficiency between 90-100% OK



PCR efficiency

Length of amplicon

GC content of amplicon

Secondary structures in primers, probes, amplicon
Concentration of reagents



PCR efficiency

R2- how well data points lie on line (linearity of PCR
reaction)

R2<0.95 — not pipetted correctly or inhibitors
Sensitivity- the lower Ct, the better

Reproducibility- by replicates (not more than 0.5 Ct
difference)



KvantifikaCni strategie

Vypocet ucinnosti PCR - externi
standardy

Slope Amplification Efficiency
Gen 1 45 ~3.60 1.8957 0.8957
-3.55 1.9129 0.9129
AQ -3.50 1.9307 0.9307
Gen 2\ -3.45 1.9492 0.9492
—3 = -3.40 1.9684 0.9684

RN -3.35 1.9884 0.9884

\\ -3.30 2.0092 1.0092
+ -3.25 2.0309 1.0309

Gen 3

\?O \ -3.20 2.0535 1.0535
GAPDH e [~ -3.15 2.0771 1.0771
o \\X‘ -3.10 2.1017 1.1017
zU \
w k E %
0 Genl -3,3848 1,9744 97,44
S Gen 2 -3,8847 1,8089 80,89
. S 1 —1 Gen 3 -3,560 11,9094 90,94
-2 -1 0 1 2

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

R2 > 0,985 (GAPDH)
|dedlné -3,32 2 100




KvantifikaCni strategie

Udinnost 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 x10%0 log Caatl = nx log (1+0,85)
N = 3x10° 3 x10°
E=0,85
! 10
n="? log Lt = nx log(1+0,85)
3 x10°
0 log 0,67 x10°
log 1,85
n =18,5

K anfplifikaci z 3x10°na 2 x101°s G€innosti 85% je nutnych minimalné 18 cyklu.



KvantifikaCni strategie

Quantification Strategies in real time qRT-PCR
MW Pfafi BloSpektnem 2004 (Sonceralagabe FCR)

absolute quantification relative quantification
external calibration external calibration normalisation external
curve curye calibration
one color detection two color detection via ohe via reference curve without
system system reference gene index any referenece
S5YBR Green | e.g. Probes, ROX gene *»3 HKG fene
ROX ROX
external calibration curve ‘N
+ RT-PCR product
_ without real-time PCR with real-time PCR
* plasmid DNA efficiency correction efficiency correction
+ Invitro transcribed RMNA ¢ l
+ synthetic ONA Gligos
. . . {-AA CP) REST, qGene
synthetic EMNA Oligos 2 LC software




KvantifikaCni strategie

1.

Absolutni kvantifikace

srovnani Ct jednotlivych vzorku s externim standardem (kalibraéni kfivkou)

Exaktni vysledek — zvolena jednotka (napr. pocCet kopii/ng RNA/ml krve/
genom/bunku/hmotnost tkane... atd.)

Vysoka reprodukovatelnost, specifita a presnost kalibracnich kfivek

Velky dynamicky rozsah — 101-10'° molekul templatu

Validace

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

Reprodukovatelnost vysledku



KvantifikaCni strategie

Externi standardy Vysledek absolutni kvantifikace zavisi na

1.Volbeé 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 koncentrace

— Kalibracni krivky 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 R -
PCR fragment

* Reverzni transkripce

- Odlisna kinetika reakce nez u nativhi RNA

- Neodrazi zastoupeni jednotlivych RNA frakci (rRNA 80%, tRNA 10-15% a dalsi)
 Externi standardy nezohlednuji pfitomnost PCR inhibitoru

» Stabilita a citlivost k nukleazam

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

background RNA — zvySeni u€innosti RT RecRNA



KvantifikaCni strategie

Externi standardy
Je nutné vytvaret pokazde novou kalibracni krivku? Jaka je jeji reproducibilita?

Predpokladame stejnou instrumentaci, reagencie i templat (opakujeme stejnou kalibracni kfivku)

variabilita \ y=kx+q
2-3% smérnice (k)

10% posun (q)

(@

il

- Néktere pristroje (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 pocatecniho poctu kopii

Odhady mnozstvi templatu nad 1000 kopii jsou relativné presné (chyba 1%)
Ale - maly vstupni poCet templatovych molekul — chyba narista

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

Monte Carlo effect

zavisi na mnozstvi templatu — ¢im je menSi mnozstvi
templatu, tim je i mensSi pravdépodobnost, Ze mnozstvi
amplikonu bude odrazet skuteéné mnozstvi templatu (narust

variability)




Monte Carlo effect
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Presto, lze uspésSné kvantifikovat | extrémné mala
mnozstvi templatu:

= | Journal of
Virological
Methods

www.elsevier.com locate jviromet

et T UM
ELSEVIER Journal of Virological Methods 105 (2002) 253-263

Stanoveni 10 kopii genomu viru hepatitidy C v plazmé

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

Intra-assay variabilita (CV) 3,1% loipgad Eide, il s HiCdis 1000
Inter-assay CV  4,4% (4,15% CV pro 100000 kopii) o e 1V i O . 0 0 i

Y Laboratory of Plasma Derivatives, ogy. CBER, FDA. 8800 Rockville Pike, Bethesda, MD 20892, USA

. Received 13 February 2002; received in revised form 20 May 2002: accepted 21 May 2002




KvantifikaCni strategie

2.

Relativni kvantifikace

Nevyzaduje externi standardy
Srovnani Ct jednotlivych vzorkl (genu) (napf. u pacienta po lIeéCbé) s expresi
referen¢niho genu (housekeeping gene) a vuci biologické kontrole

(napf. pacient pred léCbou, zdravy Clovek...) :
Kontrola = kalibrator i ] i
UrCeni poméru exprese .

AACt

Korekce ucéinnosti PCR
Hodnoceni skupin vzorkt — software REST/REST XL



KvantifikaCni strategie

2. Relativni kvantifikace AACt R = 2-[ACt sample-ACt control]
Bez zahrnuti efektivity jednotlivych reakci RZZ-AACt
Predpokladame 100%

vzorek | c-fos GAPDH [ ACt AACH R

A 22,00 18,18 3,82 0 1

| I B 22,34 15,76 6,58 2,76 1,15
°°°°°°° GAPDH s SuNNEENNEEEED

uuuuuuu




KvantifikaCni strategie

Korekce relativni kvantifikace zahrnujici uCinnost PCR

Ratio = (E

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

referencni gen

in = Ct vzorek Ct kalibrator
Ratio = (Ereferenc“:m'gen) . (Ereferenénl'gen)

Ct kalibrator
E n) ot

Ct k
n) vzore (E

cilovy ge cilovy ge



KvantifikaCni strategie

Uéinnost PCR

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

Napr. rozdil v uCinnosti (AE) = 3%

E cilovy gen > E referencni gen PO 25 CykIeCh pomér 47%

E referencni gen = Ecilovy gen PO 25 CykleCh pomér 209%
= 5%

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

E referencni gen > Ecilovy gen Po 25 CykIeCh pomér 338%
= 10%

E cilovy gen > E referencni gen PO 25 CykIeCh pomér 7’2%

S oo & | Sl ea po 25 cyklech pomeér 1083%



Experiment: Srovnani exprese klinicky vyznamného genu (YFG) u
pacientd a zdravych dobrovolniku. Normalizace vuci GAPDH.

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

Jak se liSi exprese YFG u pacientl a zdravych dobrovolniki?

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

ddCt: 6-8 = -2
Pomér exprese: 2-d4dCt = 4



Experiment: Srovnani exprese klinicky vyznamného 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 pacientl a zdravych dobrovolnik?

Ratio = (E

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

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

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




Experiment: Srovnani exprese klinicky vyznamného 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 pacientl a zdravych dobrovolnik?

Ratio = (E

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

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

Ratio = 1,63 = 4,096 =1,998 |
2,051 2,05




KvantifikaCni strategie

Normalizace v relativni kvantifikaci

Sample-to-sample variation

Run-to-run variation

Korekce variability mezi jednotlivymi vzorky, zpusobené
« Charakterem vzorku

* Integritou RNA

« Efektivitou RT

* Pipetovaci chybou

Normalizace vuci
* Neregulovanému endogennimu referencnimu genu
« Celkové bunécné RNA/DNA



Kvantifikacni strategie

Referencni geny

GAPDH
_ GAPDH je regulovana za nejraznéjsSich experimentalnich i
ZIOI0gICKYC odmine
Albumin fyziologickych podminek
Aktin Experimentalni  Tkan Extracelularni Onemocnéni
podminky faktory
Histon H3 Vék Leukocyty uv Karcinom
Apoptoza Erytrocyty IL2 - prsu
Tubulin Bunécny cyklus Stfevni biopsie  NO - cervixu
Vyvojové stadium  Endothelie TPA - kolorekta
i Hladovéni T-lymfocyty Dexamethason - plic
Cykk)fl lin Hypoxie Thyrocyty Cholinergni agonisté - jater
. . Oxidativni stres Kreatin - prostaty
Mlkroglobullny (BZM) Téhotenstvi Inzulin - slinivky
S Sérum Retinova kyselina
UbIC{UItIn Rlstovy hormon Neurodegenerativni
Vitamin D onemocnéni
18SrRNA Mni'
28SrRNA



KvantifikaCni strategie

Referencni geny

Programy geNorm a BestKeeper (freeware)

Ur€eni expresnich profilu vice housekepingovych genu,
zhodnoceni jejich variability (pairwise correlation),
geometricky prameér vice opakovani

Vyhodnoceni nejstabilnéjSiho housekeepingového genu za definovanych podminek.

BestKeeper Index =
JCP x CPy x CP3 x ....... x CP-.

Jak na to?

Tkanoveé kultury

— normalizace vUcCi poc€tu bunék, referenénimu genu, RNA...
— replikaty

Mononuklearni krevni bunky
— heterogenni populace
— FACS - normalizace vuci po¢tu bunék definovaného typu
— kvantifikace vUuci expresi genu pro pfislusny CD (CD-19 B- Iymf)

o — totalni RNA




KvantifikaCni strategie

Jak na to?

Biopsie solidnich tkani
- Nadorova tkan
- Heterogenita

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

Laser Capture Microdissection PR s o e

- Normalizace exprese vuci referenénimu genu B

- Vyhodou je histologicka informace a znalost poCtu bunek

Celkova RNA e I
- Nutné presné urceni koncentrace RNA i
- Nereflektuje RT a PCR krok

rRNA
- Jiny charakter exprese, jiné polymerazy, atd.

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

- Otazka volby subpopulace (28S, 18SrRNA)

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



KvantifikaCni strategie

Shrnuti

Umite odpovédét na nasledujici otazky?

- design experimentu, napf. je vzorek tkané reprezentativni? Jaké
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 ucinnosti bézi moje PCR?

- absolutni nebo relativni kvantifikace?

- je zvoleny housekeepingovy gen vhodny?

- probéhla ma real-time PCR spravné? Jsou Ct stanoveny spravné?



