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Pruvodce aboratori

KVANTITATIVNI REAL-TIME PCR (q-Real-time PCR)

Metoda Real-time PCR slouZi pro kvantifikaci DNA a transkripce. Metoda je zaloZena na klasické PCR, ovsem
s vyuzitim specialniho cycleru, ktery v pribéhu PCR kontinudlné zaznamendva mnozstvi DNA, a to v pribéhu
kazdého cyklu. Detekce mnozstvi DNA je umoZznéna pfitomnosti fluorescencniho substratu, ktery se vaze na
pfitomnou DNA. Fluorescence je vyzafovand substratem aZz po jeho navazani na DNA, tedy nikoliv volnym
substratem. Hladina fluorescence substratu navdzaného na DNA je detekovand detektorem a odrdzi mnozstvi
pfitomné DNA, tj. i mnoistvi vychoziho templatu. Real-time PCR se obvykle provadi v 96-ti jamkovych
desti¢kach. Uroveri fluorescence je zaznamendvana v jednotlivych jamkach. Co se tyée detekce cilové DNA,
Real-time PCR je vysoce citlivd, a pokud jsou vyuZity specifické fluorescenéni substraty, tak je i vysoce
specificka.

ZDROJ FLUORESCENCE

Pro zdroj fluorescence se vyuziva nékolik technologii:
* SyberGreen

* Molecular Beacon sondy

¢ TagMan sondy

¢ Scorpion sondy

e FRET

Sybergreen na rozdil od ostatnich zpuUsobU je fluorescencnim substratem, ktery je vzhledem k vazbé na DNA
nespecificky (vaze se kdekoliv). Pfesnost vysledkl s pouzitim Sybergreenu muze byt v nékterych pripadech nizsi
nez pfi pouZziti ostatnich uvedenych postupl. Nicméné vzhledem k jeho versatilnosti (vyuZziti pro jakykoliv DNA
templat) a relativné nizkou cenu, je nejpouzivanéjsim zplsobem kvantifikace pfi Real-time PCR.

REALTIVNI X ABSOLUTNI KVANTIFIKACE

Kvantifikace je provadéna bud’ jako relativni (Castéji), kdy se mnoiZstvi fluorescence testovaného vzorku
porovnava s mnozstvim fluorescence jiného vzorku, nebo absolutni, kdy mnozstvi DNA odecitame z kalibracni
kfivky, které ndm poskytne vzorek DNA o dané koncentraci.

KINETIKA PCR REAKCE

Priibéh PCR reakce lze rozdélit do Ctyr fazi:

1. faze: v této fazi Ize ocekavat exponencialni nardst mnozstvi DNA. MnoZstvi DNA a tim i fluorescence je nizky
a nepresahuje Uroven pozadi.

2. faze: prlbéh reakce je vtéto fazi exponencialni, syntéza DNA je jiz na takové udrovni, Ze intenzita
fluorescence presahuje Uroven pozadi a mizZe byt zachycena detektorem. V idedlnim pfipadé narlst mnozstvi
DNA je dle 2", kde n je poFadi cyklu. Intenzita fluorescence a mnozstvi DNA vérné odra%i mnoistvi templatové
DNA dodané do reakce, a proto se kvantifikace templatové DNA provadi na zakladé fluorescence detekované
v této fazi.

3. faze: jedna se o linearni fazi (2n+1, kde n je poradi cyklu). MnoZstvi templatové DNA je na takové urovni, Ze
v této fazi dochazi k strmému nardstu fluorescence.

4. faze: tzv. ,plateau” faze, je faze, kdy je sice pritomno obrovské mnozstvi templatové DNA, ale dochazi
k inavé reakce (napf. nékteré komponenty reakce byly jiz spotfebovany) a tak se kinetika reakce vyrazné
zpomaluje.  Napf., pfi standardni PCR findlni produkt odpovidd plateau fazi. Mnozstvi fluorescence
produkované v této fazi nemusi vlibec reflektovat mnoZstvi templatové DNA dodané do reakce a tak neni
vhodné tuto fazi pro kvantifikaci DNA vyuZivat.
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KONCEPT CT HODNOT

Real-time PCR je zaloZena na konceptu C; hodnot (C; jako cycle of treshold, cyklus prahu). C, hodnota reflektuje
cyklus, kdy dochazi k naristu fluorescence nad prah pozadi, které se v reakci vyskytuje. Tato fluorescence je
zachycena detektorem. Cislo tohoto cyklu je zaznamenano a dale vyuzivano pravé jako C, hodnota. Pfitom je
dalezité si uvédomovat, Ze ¢im je C; nizsi, tim vice bylo do reakce dodéno templatové DNA, a naopak.

JPlateau” faze

Linearni faze

Fluorescence

Exponencialni faze

r Pozadi fluorescence
0 5 10 | 15 20 25 30
Ct Pocet cykld

Pokud budeme uvazovat, Ze ucinnost PCR reakce je idealnich 100%, lze rozdil v koncentraci templatové DNA
nanesené do reakce u srovndvanych vzorkl, vyhodnotit jako rozdil v C, hodnotach. Tj., jako 2 2% kde ACt je
rozdil v Ct hodnotach mezi srovnavanymi vzorky.

ZAHRNUTI REFERENCNIHO GENU JAKO VNITRNi KONTROLY

Pri kvantifikaci je obvykle nezbytné vyhodnotit také vnitfni (,nandseci“) kontrolu, ktera ndm urci, do jaké miry
bylo u testovanych vzorkd pouZito srovnatelné mnoZstvi vstupniho materidlu. Jako vnitini kontrola jsou
vyhodnocovany geny, jejichZ transkripce ¢i pocet jejich kopii v genomu ¢i testované DNA by mély byt stejné u
vSech testovanych vzork(. Tj. jestli rozdil, ktery jsme zjistili u cilového genu, skutecné odpovidd rozdilu
v cilovém genu a ne diky tom, Ze DNA testovanych vzorkl byla do reakci nanesena v nestejné koncentraci.
Pouzivaji se tzv. referencni geny, tj. nejcastéji ,housekeeping” geny, jako geny aktinu, tubulinu, geny pro
ribosomalni proteiny.

Kalkulace s pouzitim interni kontroly potom tedy je 2 , kde ACt1= Ct (arget 1)- Ctirer1) ACt2= Ct (target 2)- Clire
»)- Kde target 1 je cilovy gen u vzorku 1, target 2 cilovy gen u vzorku 2, ref 1 je referen¢ni kontrola vzorku 1 a ref
2 je referencni kontrola vzorku 2.

ACt1 - ACt2

ZOHLEDNENI UCINNOSTI (EFEKTIVITY) PCR

Pro presnéjsi kvantifikaci pti Real-time PCR je tfeba pfi vypoctu zohlednit Gcinnost vlastni reakce. PCR reakce
probiha se 100% ucinnosti (efektivitou) pouze v idedlnich pfipadech, ve skutec¢nosti je Ucinnost reakce vice Ci
méné snizend. U&innost PCR reakce je dana Ucinnosti prisedani primer(, slozenim reakce, pfitomnosti PCR
inhibitorld nebo naopak enhancerd.

Pokud je efektivita reakce 100%, plati, ze v kazdém cyklu dojde ke zdvojndsobeni mnozstvi molekul DNA, tzn.
reakce bé&ii dle 2", kde n je pocet prob&hlych cykld. Pokud je efektivita snizena, reakce je dle eff”, kde eff je
efektivita a n je pocet probéhlych cyklG. Napt. pokud je efektivita 100%, mnoZstvi molekul DNA vzniklych z
jediné molekuly po deseti cyklech je 2'°, tj. 1024 molekul. Pokud je efektivita 90%, mnozstvi molekul DNA
vzniklych z jediné molekuly po deseti cyklech je 1,9%, tj. jen 613. Z toho je patrné, ze Gcinnost reakce je
dilezitym faktorem jeji dynamiky.
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Ucdinnost reakce Ize kalkulovat ze sklonu standardni k¥ivky.
Standardni kfivka je vyjadienim vztahu Ct hodnoty vzhledem ke
vstupni DNA. 2096 |-
Standardni kfivku ziskdme tak, Ze pfipravime fedici fadu
templatové DNA (napf. desitkovym fedénim). S jednotlivymi
vzorky fedici fady provedeme Real-time PCR a pro kazdé redéni
ziskdme Ct hodnotu. Ze ziskanych hodnot pfipravime standardni
krivku, a to tak, Ze v grafu propojime Ct hodnoty s hodnotami 10 10° 10 10
danych fedéni. Pomoci hodnoty sklonu kfivky vypocteme

ucinnost reakce, a to dle

Sklon: -3,32

Ct hodnoty

E= (10"Y5"® _1 )x 100. Neni tfeba standardni kfivku pfipravovat “ruéné”, stejné tak jako potitat G&innost,
software dodany s real-time PCR cyclerem tento vypocet umoznuje.

Sklon standardni krivky je, pokud je efektivita reakce 100%, -3,32. Pokud je hodnota sklonu nizsi (napf. -3,8),
znamena to, Ze reakce probihala s efektivitou mensi nez 100%. Pokud je naopak hodnota sklonu vyssi (napf. -
3,2), indikuje to nizkou kvalitu vzorku ¢i problémy pfi pFipravé reakce. PCR reakce se 100% efektivitou
produkuje béhem exponencialni faze 10-ti ndsobny narlst PCR produktu kazdych 3,32 cyklu (log,10= 3,32).

Ucinnost reakce by méla byt co nejvyssi, tj. velmi blizkd 100% nebo alespofi > 100%. Pokud je G¢innost vyrazné
nizsi, snizuje se presnost kvantifikace.

Ziskanou hodnotu ucinnosti PCR zahrneme pfri kvantifikaci srovnavanych vzorkd. Pro vypocet vyuZijeme tento
vzorec R = Eff. ) CTiref) Eff. (rarger) cTiareet) 1 de target je cilovy gen, ref. je gen vnitini kontroly, Eff. je efektivita
reakce k cilovému genu nebo reakce ke genu vnitini kontroly.

Obvykle je dostacujici vyhodnotit efektivitu v prvotnim experimentu a v nasledujicich experimentech jiz jen
ziskané Udaje o efektivité staci zahrnout. V nékterych pfipadech je ale nutné vyhodnocovat efektivitu paralelné
s testovanymi vzorky v ramci kazdého experimentu. Toto je tfeba ovéfit empiricky.

Pfiklad:

Pouzitim relativni kvantifikace srovnavame expresi genu pro protein A mezi vzorky 1 a 2. Jako vnitini kontrolu pouzijeme
primery pro gen pro aktin. Pfipravime si vzorky standardni kfivky, a to tak, Ze jeden z testovanych vzork( naredime tak,
abychom ziskali fedici fadu. S kazdym vzorkem fedici fady provedeme reakci (nejlépe v triplikatech), a to jak s primery pro
gen A, tak s primery pro aktin. Ze ziskanych ct hodnot v triplikatech vypocteme prdmeérnou ct hodnotu, a tu pouzijeme pro
vypocet efektivity. Paralelné provedeme reakci (opét nejlépe v triplikatech) s obéma testovanymi vzorky, tj. 1 a 2 a pro oba
vzorky tak ziskdme ct hodnoty, a to jak pro gen A, tak gen aktinu. Z triplikat( vypocteme primérné ct hodnoty. VSechny
ziskané hodnoty vyuZijeme pro vypocet.

A 25,5
aktin 23,2
A 22,1
aktin 24,1

Efektivita reakce u genu A je 1,95.
Efektivita reakce u genu aktinu je 1,9.

Vypocet je nasledovny:

R1=1,89 %/1,95 **°= 0,104

R2= 1,89 **'/1,95 **'=1,79.

Z téchto vysledkl mGZeme konstatovat, Ze exprese genu A je u vzorku 2 17x vyssi neZ u vzorku 1.
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NESPECIFICKE PRODUKTY PCR

Pokud pro Real-time PCR vyuZivdme SyberGreen, mizeme velmi snadno kontrolovat, jestli v pribéhu reakce
vznikaji nespecifické produkty ¢i primery-dimery. Je k tomu vyuZivana kfivka tani, tzv. melting curve, ktera
vyuZziva toho, Ze rGzné PCR produkty maji rizné teploty tani. Nespecifické produkty maji obvykle teplotu tani
nizsi nez specifické. Krivka tani ukazuje zménu intenzity fluorescence pfi riznych teplotdch. Pokud ma kfivka
pouze jeden vrchol, reakce je Cisté specificka, pokud kfivka ma dva a vice vrcholll, znamena to, Ze kromé
specifickych produktl vznikaji také nespecifické. Kfivku tani lze po probéhnuti reakce zobrazit dodanym
softwarem k Real-time cycleru.

Specificky produkt

Nespecificky produkt

Fluorescence

55 60 65 70 IE) 80 85
teplota ('C)

FAKTORY OVLIVNUJICi PRESNOST PCR

Presnost kvantifikace pomoci Real-time PCR m(Ze ovliviiovat rfada faktor(, které mohou byt soucasti pripravy
PCR reakce, pfipravy vzork( ¢i samotné sekvence primerd.

Pro zajisténi co nejvétsi presnosti pfi kvantifikaci, musime v prvni fadé jednotlivé vzorky simultanné
kvantifikovat v nékolika opakovanich (nejcastéji v triplikatech). Ct hodnoty jednotlivych opakovani nam
poskytnou predstavu o tom, do jaké miry je reakce presna. Je Zadouci, aby rozptyl byl co nejmensi, bézné se
uvadi < 0,3 cyklu, ale konkrétni poZadavky se mohou liSit v zavislosti na daném experimentu. Napft. si mizeme
snadno odvodit, Ze rozdil jednoho cyklu se pfi 100% Gcinnosti rovna dvounasobnému rozdilu v mnoZzstvi DNA.
Na zakladé nasich poZzadavk( a toho, jak velké rozdily mezi vzorky o¢ekdvame, si mizZzeme stanovit, jak velky
rozptyl v danych triplikatech je pro nas pfijatelny a jaky jiz ne. Pokud Ct hodnoty jednotlivych opakovani jsou
vyssi nez 0,3 cyklu, obvykle to znaci metodicky problém:

Nepiesnosti v pripravé PCR reakce: nepresné pipetovani, Spatné promichani ¢i pfitomnost kontaminace.

VVVVV
VVVVVV

vvvvv

Nepresnosti dané pfipravou vzorku, tj. nizka kvalita vzorku: Kvalitu vzorku pro Real-time PCR sniZuje
pfitomnost:

* PCR inhibitor(, jako jsou pozlstatky fenolu, reakcni zbytky po cDNA syntéze, proteiny Ci dalsi pfimési

* cDNA pfipravena ze vzorku degradované RNA i vzorku, u néjz byla koncentrace RNA kvantifikovana nepresné
¢ kontaminace genomovou DNA ve vzorku RNA

¢ nizka koncentrace vstupni DNA

Nizka efektivita PCR reakce: miZe byt dana nevhodné zvolenou sekvenci primerd, nevhodnou pfipravou PCR
reakce a nizkou kvalitou testovanych vzork
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PRIPRAVA REAKCE

Primery a délka produktu

S vyjimkou Scorpion sond, jsou primery pro Real-time PCR navrhovany standardnim zpGsobem. Je tfeba dbat
zvysenu pozornost ohledné nespecifického vazani primerd. Primery musi byt specifické! Funkénost primerd je
tfeba nejprve ovéfit standardni PCR a elektroforetickou separaci v agarosovém gelu. Je doporucovano
vyhodnotit ucinnost reakce s danymi primery a tu pak zohlednit pfi konecném vypoctu. Optimalni délka
produktu se pohybuje kolem 100bp, muzZe byt vyssi, ale neméla by presdhnout 500bp.

Pfiprava vzork(

Jako vzorky pro reakci se pouZivaji vzorky DNA ¢i cDNA. Pribéh reakce muze byt snadno ovlivnén kontaminanty
pfitomnymi ve vzorcich. Tyka se to pfedevsim vzorkd cDNA, které nebyly precistény od reakcnich komponent
po syntéze cDNA a které mohou PCR reakci znehodnocovat. Z toho divodu musi byt vzorky od viech mozZnych
primési precistény (napf. s vyuzitim purifikacnich kolonek) nebo jednoduse musi byt dostatecné naredény
vodou. Naredénim vzorkl klesne koncentrace pritomnych pfimési na dostatecné minimum, avsak koncentrace
DNA je stale dostate¢nd na to, aby slouZila jako templat reakce. Miru fedéni je tfeba stanovit empiricky,
nicméné ve vétsiné pripadl se pouZziva fedéni 5-10x. VSechny testované vzorky naredime stejnym zplsobem a
dikladné promichdame. ProtoZe real-time PCR je zna¢né nachylna na nepresnosti v priibéhu pfipravy reakce,
jako predevsim na chyby pfi pipetovani, vzorky priddvame do reakce pokud moZno radéji ve vétSim objemu,
napf. 5ul.

P¥iprava reakce

* PYi pfipravé reakci pouzivdme pipetovaci Spicky s filtrem.

e Reakce pfipravujeme v Master mixu, pfiéemz pocitdame stim, Ze reakce je u kazdého vzorku provadéna
v triplikatech, tzn., reakci pfipravujeme v 3x vétSim objemu. Pocitdme s 1-2 reakcemi navic jako rezervu.

¢ Pokud je tfeba, pfipravime si reakce i pro standardni kivku.

e Reakci pfipravime smichanim vody, SyberGreenu a paru primerd a dbame pokyn( v navodu dodaného
vyrobcem k pouzivanému SyberGreenu.

e Zahrneme i kontrolni vzorky, a to predevsim negativni kontrolu na kontaminaci pfi ptipravé reakce tak RT-
kontrolu.

e Pfipravené Master mixy dikladné promichame (pozor, nékteri vyrobci nedoporucuji intenzivni vortexovanil).

Reakce v triplikatech Reakce v triplikatech Reakce v triplikatech cilového Reakce v niplikatech
cilového genu referenénino genu genu fedici fady referenéniho genu fedici fady
vzorkii 1,2,3a 4 vzorkli1,2,3a4 vzorku 1 vzorku 1
1 10 11 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Nanaseni reakci na PCR desticku

v. , . . , , A| Target Targel  Target Ref Ref Ref Target1 Target1 Target1 Ref Ref Ref 1

e Pfipravime si pipetovaci schéma, podle 1 1 E 1 1 1 wo Ax X - ;
kterého budeme reakce nandSet do ) . s | 0 |
. . . .y B| Targst  Target Target Ref Ref Ref  Target Target Tarzg\et F\_:- F\: F_:
jednotlivych jamek desticky. 2 2 2 2 2 2 ox X | 2 =
C Taggel Ta;get Taargel F\A R- F\‘ Tariet 1 Tarjyet 1 Taag)_et 1 F\; 1 F\; F\;

e Pfipravenou reakci pipetujeme do jamek
PCR destléky, a to Obekle VObjemU 25ul D Tirge( Ta;get Ta;gel Ref Ref F\: Taragel‘ Ta‘ra;iel‘ Tarsg)(et‘ F\A F\‘ Fv
(obvykle dostatec¢né) nebo 50ul.

E Target1 Target1 Target1 Ref1 Ref Ref
8x 8x Bx 8x 8x 8x
® K reakcim pridame testované vzorky.
E
* Pfi pipetovani dbdme na presnost!
G
¢ Desticku seshora prikryjeme foélii, pficemz se "
snazime desticku fdlii co nejlépe utésnit, tak
aby se minimalizovalo odparovani. ldedlné
celou desticku kratce centrifugujeme
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Reakce
Desti¢ku vloZzime do cycleru a nastavime reakéni profil. Zvolime poZzadovanou teplotu pfisedani primer( a dobu
extense, dalSi parametry reakce nastavime dle manualu dodaného vyrobcem k cycleru ¢i SyberGreenu.

Vyhodnoceni experimentu

¢ Po ukonceni reakce zkontrolujeme spravnost pribéhu reakci dle amplifikaéni kfivky a kfivky tani.

¢ Zkontrolujeme rozptyl jednotlivych ct hodnot v kazdém opakovani. Je Zadouci, aby rozptyl byl co nejmensi,
bézné se uvadi < 0,3 cyklu, ale konkrétni pozadavky se mohou lisit v zavislosti na daném experimentu. Napf. si
mulZeme snadno odvodit, Ze rozdil jednoho cyklu se pfi 100% ucinnosti rovnd dvoundsobnému rozdilu
v mnozstvi DNA. Na zakladé nasich poZadavk( a toho, jak velké rozdily mezi vzorky olekdvame, si mizeme
stanovit, jak velky rozptyl v danych opakovanich je pro nas pfijatelny a jaky jiz ne.

e Optimalné by se Ct hodnoty mély pohybovat mezi 20-25, pokud jsou Ct hodnoty vyrazné vyssi, napf. > 35,
zvySuje se riziko nepfesnosti reakce. Rovnéz neni zadouci, aby Ct hodnoty byly < 10.

e Ziskané hodnoty vyuzijeme pro vyslednou kalkulaci.

PROBLEMY S REAL-TIME PCR

Velky rozptyl Ct hodnot v jednotlivych opakovanich

Mozné dlvody:

» problémy pfi pipetovani — snazte se pipetovat ve vétsich objemech. Vzorky nanasejte v objemu nejméné 5 ul
e pfitomné kontaminanty (fenol, reakéni komponenty po syntéze cDNA), které ovliviiuji pribéh reakce - pokud
jsou Ct hodnoty dostatecné nizké (< 28), vzorky vice naredte, pfipadné reakci purifikujte purifikaéni kolonkou

¢ kontaminace cizi DNA pfi nanaseni vzork( na desticku — pouZivejte Spicky s filtrem

® nizkd ucinnost PCR — ovérte ucinnost pomoci standardni kfivky a pfipadné navrhnéte nové primery s lepsi
ucinnosti

Nepfirozeny tvar amplifikacni kfivky

Mozné dlivody:

e pfitomné kontaminanty (fenol, reakéni komponenty po syntéze cDNA), které ovliviiuji pradbéh reakce - pokud
jsou ct hodnoty dostatecné nizké (< 28), vzorky vice natedte, pfipadné reakci purifikujte purifikacni kolonkou

e pfili§ vysoka koncentrace vychozi DNA — vzorky vice nafedte

Vicevrcholovy tvar krivky tani

MozZny dlvod:

* nespecifické nasedani primer( - zvysSte teplotu nasedani primer( ¢i upravte sekvenci primerd
 kontaminace cizi DNA pfi nanaseni vzork( na desticku — pouZivejte Spicky s filtrem

P¥iliS nizké Ct hodnoty (<10)
* prilis vysoka koncentrace vychozi DNA — vzorky vice naredte

Prilis vysoké Ct hodnoty (>35)
¢ pfili§ nizkd koncentrace vychozi DNA — snizte fedéni vychozi DNA, pfipadné vychozi roztok DNA purifikujte
pres kolonku a rozpustte v mensim objemu, pfipadné snizte teplotu nasedani primerd

Ct hodnoty v negativni kontrole

¢ znaci kontaminaci béhem pfipravy PCR

¢ pokud je Ct hodnota v RT(-) kontrole, znamena to kontaminaci genomovou DNA — pfi pfipravé vzorku RNA,
zahriite pusobeni s DNazou, pfipadné poufZijte primery k riznym exonim s dostate¢né dlouhym intronem mezi
nimi.
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