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REAL-TIME PCR
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VII. Troubleshooting



Problemy v gRT-PCR analyze

Jak vypada spravny amplifika€ni vystup?

Ctl 18,06
Ct2 18,04
/////
vl

e
‘” /|
/

//

Duplikatni reakce

« Exponencialni amplifikace
* |[denticka amplifikace

* Podobné/shodné Ct

» Odpovidajici fluorescence

jednotlivych reportért



Problemy v gRT-PCR analyze

Problém 1:

PriliS mnoho templatu

« lysoka hodnota pozadi | it gpamett!
 Fluorescence v prvnich cyklech (ze kterych se po¢ita =

baseline) je VySSi, nez fluorescence na konci reakce

2

Reseni:
« Redit templat 1:100 — 1:1000 a zopakovat PCR

 Zmeénit manualné treshold nebo nastaveni baseline

€ Baseline 3.-25. cyklus

::::::::

Baseline 3.-13 cyklus =




Problemy v gRT-PCR analyze

Well Ct

Problém 2: A10 1746

A10 2197

A2 15.85

. g re "7 ” A2 19.26

Amlifikace neni exponencialni a10 3864

B10 Undet.

. . ., . L R B12 37.86

Pravdépodobné pritomnost inhibitoru B12 Undet.

, , c10 17.18

v konkrétnim vzorku = 03E

c12 16.07

v , v . , c12 19.16

Reseni: Redéni templatu 1:10-100 D10 Undet.

D10 Undet.

D12 Undet.

D12 Undet.

E10 16.49

E10 2155

E12 15.71

E12 2011

F10 16.75

F10 17.93

beta Rnvs Lycis F12 Undet.

1oesor G12 Undet.
1.0e+000 Q;; w4 ? :-,

|
= =

1.0e-001

/{5/ Pt .
— _____» ~Ct 37,86-38,64
1.0e-002 233 i/?l —////// ///
""«.\ //
N B 7
1.0e-003 B / /:x::/—’d__/ - ‘ ] “
)g\ N T ,2Undetermined

1.0e-004 7



Problemy v gRT-PCR analyze

Problém 3:

Ct duplikatnich reakci se vyrazné lisi

uplikat 1
 pravdépodobné nedoslo k amplifikaci )
uplikat 2
* gelova elektroforéza PCR reakci
nebo \
N [ | | //’

» multikomponentni zaznam fluorescence N | I
| ' [FAM duplika

—

N

AN
N\

* nepresné pipetovani, Monte Carlo efekt,

pritomnost inhibitoru v reakci

|| FAM duplikat 2 |

|
|

7

Reseni:

X

« Zopakovat reakce

nebo (pokud uz nemame vzorky)

« vzit v uvahu Ct z exponencialni reakce

* pfijit na pficinu problému (otestovat prislusnou

jamku v bloku, reagencie atd.)



Problemy v gRT-PCR analyze

Problém 4:

Nedoslo k amplifikaci u zadného vzorku

Reseni:

« Zopakovat reakce vCetné pozitivni kontroly

ﬂ\l

» Pokud opét nedoslo k amplifikaci u zadného !

vzorku, zkontrolovat spole¢né chemikalie (voda,

master mix, sonda) — ﬂ =
« Zkontrolovat reakci na agarézovém gelu a w b e
vyloucCit selhani sondy, eventualné provést
reakci spolu se SYBR green

» Pokud se problém vyskytuje pouze u nékterych =

vzoku je problém s témito vzorky

(kvalita templatu, inhibice)
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Problém 5;

Nefunguje sonda

Reseni:

* Vyloudit lidskou chybu, pfitomnost inhibitort, nekvalitni templat, chyby
v RT

» Kontrola pomoci SYBR Green nebo v agar6zovém gelu

» Pokud je vylouceno selhani amplifikace, provést test s DNazou |

DNazal
- oddéli fluorofor od zhasece a umozni fluorescenci

- problémy ve znaceni nebo purifikaci sondy

Fluorescence (Multicomponent view)

Cycle #



Problemy v gRT-PCR analyze

Problém 6:

Smeérnice kalibraéni krivky je mensi nez -3,3
« Efektivita PCR reakce je mensi nez 100%

Reseni:
 chyba vypoctu, inhibitory v reakci, chyba pfi pipetovani
* nove standardy

 kontaminace templatu, koncentrace MgCl,

29

&
28,5 y = -4,5144x + 36,21
)8 R2=0,9934

27,5
27 \
26,5
26 \
25,5
25 N

24,5

1,4 1,6 1,8 2 2,2 2,4 2,6
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Problém 7:

Smeérnice kalibraéni krivky je vétsi nez -3,3
« Uginnost PCR vy33i nez 100%

v ix e 1 “ox: 2oy R*=0.976
* V pripadé specifické detekce (TagMan) vétSinou e e Slope=-2.244
pipetovaci chyby nebo chyby fedéni S |
v . v s , . 7 Ampific stion efficsercy calculator : B
- event. zménit nékteré parametry analyzy (zejména ; <yt |
basellne) I Efficiency(zr [1790

Initial quantity'(féiéfive)
* SYBR Green — mozné nespecifické produkty

(primer dimery)

o | ‘-f' \
o |
€5} & \:
8
v , o | ' )
Reseni: 5 1 . L128 We
31 A ot w'i
’ 83 L > ,f"g s S ‘ v A
* nova reakce et T X
. b
. . ] 23 \&s
 optimalizace PCR fsmndions oo b,
68 74 80 86 92

Temperature °C
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Problém 8:

Nelze naredit standardy na nizsi koncentraci
* Pfitomnost kontaminujici DNA

Fluorescence

Reseni:

* nove standardy

« ovéfit Cistotu RNA vstupuijici do procesu
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Problém 9: A

Amplifikacni grafy vypadaji divné S i e
« pfili§ mnoho templatu § Sl i ;
, , . D P r o v'

 chybné nastaveni baseline S 2 v /
= B ¢ y ?j
TS RS o SO 4 y
‘.g:..”»‘ui';i; ® s adteses s
M, , rssesssrfebeast il iianiss "E’“‘;"
" L .
Resenl lg".- :.‘ ::"

* naredit vzorky e ST IR T bt g beta

feee TTIEITTIREIR SRSy
"

« zménit nastaveni baseline — vyloucit cykly, -

"
e Seossodosssrssssvsssncss
'B‘..oo;o't”' ¥ ,,r"

ve kterych je abnormalni fluorescence % ] A .,,...ﬂ:j;?";‘f*‘”"
O e v & LA

* zménit algoritmus vypoctu é i g y . i
D oo i 3 f _‘;
S gy o4 7]
TH P é y 7

-

ﬁfiiiiiitttt&i##iiii;;Liéagieeii’JT
Cycle #
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Problém 9:

Amplifikacni grafy vypadaji ,,divne*

* zménit algoritmus vypocCtu — tzv. adaptivni

nastaveni baseline — pro kazdy cyklus

Fluorescence

jednotlivé

Fluorescence
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Po teto predasce mate predstavu o tom, jak:

« Ma vypadat spravny prubéh real-time PCR
« Jak nemaji vypadat vystupy
» Kdy nevéfit svym datam a jak je ovéfit

« Jak vyresit nékteré bézné problémy s amplifikaci



