' E2050 Laboratorm CVICGHI 4 molekularm blologle a mlkroblologle :

QUBA"?E EA& E OPC R; '
& BUK&& e

11HO STERU

‘Vyucujici: Mgr. Pavla Holochva Ph.D. ‘
. Garance: doc. RNDr. Petra Borllova Llnhartova Ph D., MBA
- Cviceni9 G




Rozvrh cviceni

(vop IZOLACE PCR MIKROBIOLDGIE qPCR SEKVENACE
80P Kolonkova metada z Amplfikace mkrobialni Gramovo barveni Eubakterilni qPCR Teareticky tvad
Préce v laboratoFi DNA z wizolovaného 2 bukalniho stéru

S
CVICEN] VICEN CVICENI
1 2 3 4

KONTROLA DNA KONTROLA PCR MIKROBIOLDGIE _ DISKUZE
Fenol-chloroformovou Kontrola kwlity @ kvantity Kontrola PCR produktu Personalni monitoring Stanoveni polymarfizmu Ipétna vazba
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eubakterialni qPCR analyza
DNA extrahované ze vzorku
bukalniho stéru
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interkalacni barvivo - vazba na maly zZlabek dsDNA - nespecificky
SYBER® Green
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* interkalaéni barvivo - vazba na maly ZlAbek dsDNA - nespecificky SYBER® Green
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KINETIKA PCR REAKCE

1. faze: mnozstvi DNA a tim i fluorescence je nizka
a nepresahuje Uroven pozadi.

« 2. faze: pribéh reakce je v této fazi exponencialni, Plateau fize

intenzita fluorescence nad droven pozadi - Cp
(crossing point) neboli Ct (threshold cycle) =
kvantifikace.

Lineami faze

Fluorescence

Exponencidlni faze

----------------- Pozadi fluorescence

« 3. faze: jednd se o linearni fazi - dochazi k ) = e s
strmému nardstu fluorescence. Cp = Ct Potet cykli

» 4. faze: tzv. ,plateau” faze, dochazi k unavé reakce
(napf. néekteré komponenty reakce byly jiz
spotfebovany), neni vhodna pro kvantifikaci DNA.



KINETIKA PCR REAKCE

Vypocet G€innosti (efficiency) reakce:

« Ovlivnéno: nasedani primerd, sloZenim reakce, pfitomnosti
PCR inhibitord nebo naopak enhancerd.

"2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 2 24 2 2 B 2 34 3% B &
Cycle

Priklad

» Efektivita reakce = 100% = 2
* Pocet cykll = 10
» 210 = 1024 molekul

» Efektivita reakce =90% = 1,9
* Pocet cyklli = 10
» 1,910 = 613 molekul

Rozpéti pfijatelné acinnosti
80—-110 %




» Absolutni kvantifikace - pozitivni standard - znama koncentrace
- odecet proti kalibra€ni krivce
- vyjadfeni koncentrace v pocet kopii DNA/pul
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Standard o koncentraci 1 x 10° pocet kopii DNA/pl




RELATIVNI KYANTIFIKACE

* Relativni kvantifikace - mnozstvi fluorescence testovaného vzorku se
porovnava s mnozstvim fluorescence referenéniho vzorku

* Vybér referenénich genti (,housekeeping*) — vybér podle typu tkané a
typu fyziologického stavu - exprese referen€niho genu musi byt v dané
»zdravé* tkani pfitomna a stabilni

» Jednotky pouZzité k vyjadreni relativnich veli€in jsou irelevantni

* GAPDH

« Albumin Relativni kvantifikace
. Akti n relativni pocet kopii = eff 4 ~ 28¢

C Tost € Reterance

* Tubulin il
« Cyklofilin

* 18S rRNA
* 28S rRNA

Fluorescence
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Multiplex qPCR
« detekce vice cilli v jedné reakci
N o o ~517 nm ~551 nm ~580 nm ~617 nm ~654 nm
 uspora materialu a vzorku A Ve AR TON Ve

» odecCet jednotlivych barev pro kazdy target -
AT9PCA

Reverse
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Two-Step
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Amplifikace ¢asti genu pro 16S rRNA - konzervativni gen pro prokaryotické
mikroorganismy

SYBER® Green fluorescenéni barvivo — sou¢ast polymerazového mastermixu
- zbyte€né nevystavotat svétiu

Absolutni kvantifikace
Pozitivni kontrola = standard o koncentraci 1 x 10°

Cil:
1. Detekce mikrobialni DNA v klinickém vzorku

2. Kvantifikace bakterialni naloze v klinickém vzorku
(ve vzorku je mikrobialni i lidska DNA)
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DNA DNA Poz. Poz. Neg Neg -
vzorku vzorku kont kont kont kont

Provedete 6 reakci v duplikatu: 1.+2. DNA vzorku
3.+4. DNA pozitivni kontroly — zamezi fale$n& negativnim vysledkim
5.+6. Negativni kontrola — misto DNA pfidat PCR H,0O
— zamezi fale$né pozitivnim vysledkim
7.  Nadbytek kvlli pipetovaci chybé (~ 10 %)
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Samples | Results ] s
Include | Color Pos Name | o e fon | Stand... Status |
B c2 ST 10nas 17,48 9,71E¢  1,00ES
M c3 ST lonas 17,43 1,01E5  1,00ES 18,829
M c: ST 10mas 17,44 1,00E5  1,00ES
B ce s 15,68 ¢, 055
MW o7 sm1 14,85 &, 16E5 8
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Standard Curve (kalibracni_krivka_UNI_syber_green_BioR:

6429
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Replicate Statistics 3429
Samples MeanCp ] sTDCp Mean conc STD conc
cz7icsice 17,45 0,03 95,9354 1,98E3
cs, E2
c6, c7 14,86 9,02 6,10E5 8,87E3 LS
ce, cg 15,62 0,08 3,595 2,35E4
cio, c11 14,54 0,08 7,645 5,00E4
D2, D3 15,21 0,04 4,78E5 1,45E4
Ds, DS 15,07 0,01 5,275 4,70E3
2 i 3 g i 2 T
D6, D7 12,71 0,08 2,77E6 1,61E5
pe, Do 14,06 0,07 1,07Ee 24,9754
Dlo, D11 13,73 0,04 1,356 24,2584 [
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Pristroj: LightCycler 480 Instrument Il, Roche =
Software: LightCycler 480, version 1.5.1.62, Roche

Eror: 00244

Efficiency: 2,017

Slope: -3,282
lntercept: 35,98

Link: 46.41
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-Tato prezentace je autorskym dilem vytvofenym
zaméstnanci Masarykovy univerzity.

.Studenti kurzu/pfedmétu maji pravo pof¥idit si kopii
prezentace pro potfeby vliastniho studia.

-Jakékoliv dalsi Sifeni prezentace nebo jeji ¢asti bez
svoleni Masarykovy univerzity je v rozporu se zakonem.

+Toto cviceni bylo provedeno za podpory Vyzkumné
infrastruktury RECETOX (ID LM2023069)
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