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Teoreticky Uvod

Klicova slova: Real-time PCR, kvantitativni PCR (qPCR), gen pro 16S rRNA, fluorescenéni znaceni,

TagMan™ sondy

Metoda real-time PCR (qPCR) slouzi pro amplifikaci a kvantifikaci DNA ve vzorku. Metoda je
zaloZena na principu klasické PCR, ovSsem s vyuzitim specialniho cykleru, ktery v pribéhu PCR
kontinudlné zaznamenava fluorescencni signal udavajici kvantitu DNA, a to v prlibéhu kazdého

cyklu.

Bylo vyvinuto nékolik metodickych postupl, jak kreakci pridat fluorescenéni barvivo.
Fluorescenéni znacka je budto navazana nespecificky na dsDNA (SYBER® Green) nebo se vyuziva
fluorescenc¢né znacenych sond (napf. TagMan™ sondy), které se na DNA vazi specifickou sekvenci
dovniti amplifikované ¢asti DNA. Béhem amplifikace, kdy se exponencialné zvysuje mnozstvi PCR

produktu, dochazi soucasné k nartstu fluorescence DNA (Obrazek 1).
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Obrazek 1: Priklady pouziti fluorescencnich barviv pro kvantifikaci DNA metodou qPCR. A)
nespecifickd vazba fluorescenc¢niho barviva na DNA, B) specifickd sonda oznacena reportérem a

zhasecem.
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Metoda qPCR se déli do ¢tyr fazi. V 1. fazi je mnoZstvi DNA a tim i fluorescence nizka a nepfesahuje
Uroven pozadi. Ve druhé exponencidlni fazi je syntéza DNA jiZ na takové urovni, Ze intenzita
fluorescence presahuje Uroven pozadi a mUze byt zachycena detektorem. V idedlnim ptipadé
narlst mnozstvi DNA je 2", kde n je pocet probéhlych cykll PCR. Intenzita fluorescence a mnoZstvi
DNA vérné odrazi mnoiZstvi templatové DNA dodané do reakce, a proto se kvantifikace
templatové DNA provadi na zdkladé fluorescence detekované v této fazi. 3. linearni faze je
mnozstvi templatové DNA na takové Urovni, Ze v této fazi dochazi k strmému narUstu
fluorescence. 4. faze je tzv. ,plateau” faze, kdy je sice pfitomno obrovské mnoZstvi templatové
DNA, ale dochazi k tzv. ,Unavé” reakce (napf. nékteré komponenty reakce byly jiz spotfebovany),
a tak se kinetika reakce vyrazné zpomaluje. Hodnota fluorescence produkované v této fazi nemusi
reflektovat mnozstvi DNA, a tak neni vhodné tuto fazi pro kvantifikaci DNA vyuzivat (Obrazek 2).
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Obrazek 2: Prabéh gPCR ukazujici nartst fluorescence béhem exponencialni, linearni a ,,platau”
faze. V obrazku je znazornéna hodnota Ct, jiné zdroje oznacuji tuto hodnotu jako Cp.

Jak bylo zminéno vyse, pro kvantifikaci se pouziva bod, kdy dochazi k prvni detekci fluorescence,
a tento bod se nazyva Cp (crossing point) nebo také Ct hodnota (threshold cycle). Tato hodnota
je rovna cyklu, kdy dochdzi k nardstu fluorescence nad préh pozadi reakce. Cim je Cp (Ct) nizsi,
tim vice bylo do reakce dodano templatové DNA, a naopak (Obrazek 2).

Abychom mohli podle dané Cp hodnoty urcit koncentraci DNA ve vzorku, je tfeba pfipravit
kalibracni kfivku s presné definovanymi koncentracemi. Standardni kfivka se pfipravuje z fedici
rady templatové DNA (napr. desitkové redéni). S jednotlivymi vzorky fedici fady se provede qPCR
a k ziskané Cp hodnoté se pfiradi koncentrace DNA (Obrazek 3). Pomoci kalibraéni kfivky se
vypocita také ucinnost (efficiency) reakce, kterd pfiidealnim = linedrnim pribéhu reakce je 100 %.

Cviceni 09 Eubakteridlni qPCR z bukalniho stéru 4



Jméno studenta:

uco:
0.351
0.301 -._E:_-g_—"'-"‘_
0.25 { /
S 02014 4
© 0154
0.104 Ix 1xh0f Ixlgf  Ix00?
0.05 1 o
10 e e e e e s <ot e S e e
2 4 6 B8 10 12 14 14 18 20 22 24 26 2B 30 32 34 3¢ 38 40
Frert ot 1
Cp:15 18 22 24,5 28 32 34

Obrazek 3: Priklad kalibracni krivky. Na obrazku jsou vidét krivky desitkového rfedéni a
odpovidajici Cp hodnoty.

V dnesnim cviceni pfipravite gPCR s nespecificky se vazanym fluorescenénim barvivem SYBER®
Green s vyuzitim absolutni kvantifikace. Amplifikovand oblast DNA bude ¢ast genu pro 16S rRNA,
coz ndm umozni kvantifikaci bakteridlni DNA (resp. prokaryotni DNA) v klinickém vzorku. Pojem
eubakteridlni PCR se pouzivd pravé pro takovouto detekci. Vzorky se do reakce pfipravuji
v duplikatu, a to z divodu pipetovaci chyby. V rdmci analyzy bude kromé vzorku analyzovéna také
pozitivni kontrola a negativni kontrola. Pozitivni kontrola je soucasné kalibrator o znamé
koncentraci, ktery ndm umozni urcit koncentraci DNA ve vzorku. Kvili ztratdm pti pipetovani se
pfi pripravé kazdé reakéni smési vidy pocitd s cca 10% navySenim objemu reagencii, v nasem
pfipadé se reakéni smés bude pripravovat pro 7 vzork(, ackoliv do analyzy bude vstupovat jen 6.
Vyhodnoceni kfivek a odecet koncentraci probéhne v dals$im tydnu béhem cviceni 10.
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Postup pro praci v laboratori
Material:

= DNA extrahovand z bukalniho stéru (z prfedchoziho cviceni 03)
= PCR voda

= LightCycler® 480 SYBER® Green | Master (polymeraza)

= Primery TotBac_16S_F a TotBac_16S_R (forward a reverse) pro 16S rRNA
= DNA pro pozitivni kontrolu 16S rRNA (pDNA)

= Strip mikrozkumavek pro LightCycler 480 (1 ks) + vicka

= Pipety (1-10 pl, 10-100 pl)

= Spicky (1-10 pl, 10-100 pl)

= Zkumavky (eppendorfky) o objemu 1,5 ml (1 ks)

= \ortex

= Spin centrifuga

Pfiprava materialu a pracovniho prostoru

1. Pfipravte si prostor pro praci (vystfikat pracovni plochu ethanolem).

2. Pfipravte a nechte rozmrazit p¥i pokojové teploté (RT) material pro PCR: vzorek DNA, LightCycler®
480 SYBER® Green | Master, primery Reverse a Forward TotBac_16S (10 uM), PCR-voda.
Pozndmka: Tento materidl je jiz nachystany na stole, zkontrolujte, Ze mdte vsechen.

3. Doplite zméfenou koncentraci DNA z minulého cviceni a dopocitejte si mnozstvi potfebné pro
ptipravu reakéni smési v Tabulkach 1 a 2, viz Sedé vyznacené buriky.

Tabulka 1: Reakéni smés pro 16S rRNA gPCR

REAGENCIE Finalni MNOZSTVI | MNOZSTVI
koncentrace | 1 reakce 7 reakce

LightCycler® 480 SYBER® Green | 1x 5 ul*

Master

PCR-voda - 2,4 ul

TotBac_16S Forward primer (10 uM) | 0,3 uM 0,3 ul

TotBac_16S Reverse primer (10 uM) | 0,3 uM 0,3 ul

DNA 2 ul -

Celkovy objem - 10 pl -

*Objem MasterMixu s polymerdzou obvykle tvofi polovinu celkového objemu reakce. Pokud se
rozhodneme do reakce pfiddvat méné nebo vice DNA vzorku, pak celkovy objem reakce upravujeme
pomoci odebrdni nebo priddni vody.

4. Popiste si 1,5 ml zkumavku pro pfipravu reakéni smési Cislem DNA vzorku. Popiste si strip na bilé
koncové casti, ktera je uréena pro popis Cislem DNA vzorku.

Pfiprava reakcni smeési a PCR

1. Pfipravte si reakéni smés pro amplifikaci genu pro 16S rRNA do 1,5 ml zkumavky. Napipetujte dle
Tabulky 1: LightCycler® 480 SYBER® Green | Master, PCR-vodu a oba primery pro 7 reakci.
Pozndmka: VZdy se postupuje v pipetovdni od reagencie s nejvétsim objemem a vZdy pipetujeme
malé objemy pod hladinu.

2. Roztok ve zkumavce dikladné promichejte propipetovanim.
Pozndmka: Alternativné lehce obsah promichat na vortexu.
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Zkumavku po promichani bleskové stoc¢te na mikrocentrifuze.
Z takto pripravené smési preneste 8 pl do Sesti zkumavek stripu.
Do prvni zkumavky pfidejte 2 pl DNA vzorku, do druhé zkumavky pfidejte 2 ul DNA pozitivni

kontroly, do tfeti zkumavky 2 pl PCR-vody (negativni kontrola) — dle vzoru:
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Tabulky 2.

Strip uzaviete samostatnym vickem (VICKO NEPOPISUJTE — pres vicko se ode&itd fluorescence).
Promichejte na vortexu, bleskové stocte 1 minutu.
Vsech 6 zkumavek s reakéni smési vlozte do termocykleru a zapnout prislusny PCR program dle

Tabulka 2: Reakéni podminky programu EUB_gPCR na LightCycler 480 Instrument Il (Roche)

Acquisition Ramp Analysis
Temperature Time g Rate Cycles ¥
Mode R mode
(°C/s)
Preincubation 98 °C 3 min None 4.4 1x None
95 °C 10s None 4.4
Amplification 55 °C 15 None 2 40 x | Quantification
72 °C 20s Single 4.4
95 °C 5s None 4,4 .
Meltiong curve 1x Melting
& 65 °C 1 min None 2.2 Curves
97 °C - Continuous 0.06
Cooling 40 °C 10s None 1.5 - None
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Protokol k vyplnéni:
Zavér/zhodnoceni
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Odpovézte na otdzky:

1) Vyberte spravné tvrzeni:

a) Beéhem gPCR se detekuje snizujici se intenzita fluorescence.

b) Metoda gPCR vyuziva principu klasické PCR, kdy dochdzi k exponencidlnimu nardstu poctu kopif
DNA, a detekce narlstu fluorescence béhem PCR.

c¢) Metoda gPCR nesleduje narlst mnozstvi amplifikované DNA v redlném case, protoze na to
neexistuje vhodny pfistroj.

d) Nezélezi na mnozstvi detekované fluorescence.

2) Vyberte spravné tvrzeni:
a) Pro stanoveni koncentrace DNA ve vychozim vzorku se pouziva ,plateau” faze.
b) Pro stanoveni koncentrace DNA ve vychozim vzorku se pouziva linedrni faze.
c) Cim vyssije Cp hodnota, tim vice je DNA ve vzorku.
d) Pro stanoveni koncentrace DNA ve vychozim vzorku je klicova Cp hodnota.

3) Cojeto Cp hodnota

a) Cp hodnota vyjadfuje mnozstvi fluorescence pod Uroven pozadi.

b) Cp hodnota odpovida cyklu gPCR, kdy dochazi k prvnimu zachytu fluorescence nad uroveri pozadi.
c¢) Cp hodnota urcuje ucinnost qPCR.

d) Cp hodnota se v gPCR nevyuziva.

4) Co je to Gcinnost reakce?
a) Ucinnost reakce vypovida o kinetice qPCR, zda probihd linearn&, potom je G&innost reakce 100 %.
b) Ucinnost qPCR by neméla klesnou pod 80 % a pFekrogit 110%.
c) Ucinnost qPCR se stanovi na zékladé kalibra&ni kivky pfipravené pomoci desitkového Fedéni
templdtové DNA.
d) VSechna tvrzenijsou spravna.

5) Vyberte spravné tvrzeni o relativni kvantifikaci:
a) Vyuziva se pro absolutni kvantifikaci DNA ve vzorku.
b) Vyjadfuje miru exprese genu vanalyzovaném vzorku, porovnavd se mira fluorescence
analyzovaného vzorku a referen¢niho vzorku.
c) Relativni kvantifikace vyuziva presné stanovené jednotky koncentrace ng/ul.
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