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TransKkriptom

Genova exprese:

Geny jsou exprimovany tehdy, jsou-li prepsany do RNA (mRNA).

Rozdilna genova exprese:

typ bunky, organu, dany Casovy usek, bunécny cyklus, zivotni obdobi
organismu

Zmeny v genove expresi:

Experimentalni podminky, zmeny prostredi, leky...

Realizace genove exprese — preklad do proteinu a jeho funkcni stav.



De fekce a kvan rifikace mRNA
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PCR semikvantitativni RT-PCR
kvantitativni RT-PCR (qRT-PCR), real-time RT-PCR
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Southern E.M. (1975) Detection of specific sequences among DNA fragments separated by gel electrophoresis. Jornal of Molecular
Biology 503-517.



RPA
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- denaturaCni gelova elektroforéza, hybridizace (+ autoradiografie....)

Pouziti : kvantifikace mRNA

mapovani konc mRNA — alternativni splicing
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SNP

Vysoce specifické, naroCné na Cas



Priubeh PCR

polymerase chain reaction

1. krok - denaturace

2. krok — navazani

primeru

3. krok - extenze
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Mullis (1987) U.S. patent 4, 683, 195, July 1987 and U.S. patent 4, 683, 202, July 1987



Semikvantitativni RT + PCR (RT-
PCR)

A. PocatecCni amplifikace — two tubes, one-tube

B. Post-PCR analyza (end-point) amplifikovaného produktu

Gelova elektroforéza
a) Densitometrie

b) Prenos na membranu

Hybridizace se znacenou sondou (vétsinou cela ¢i parcialni cDNA
sekvence obsahujici inkorporované znacené nukleotidy (radioaktivné- 32P ¢i 33P,

biotin)

Po odmyti nespecifického zna€eni je signal detekovan expozici na
X-ray film €i Fuji film a vyhodnocen (na Bas 2500 + SW, streptavidin-kifenova

peroxidéza)



Real-time detekce
amplifikovanych produktd

Real-time - 1-stupnovy proces

PCR amplifikace se soubézné provadénou detekci béhem
kazdeho cykiti P2

Zakladem real-time amplifikace:

Mezi poCateCnim mnozstvim templatu a mnozstvim vznikajiciho
produktu béhem exponencialni faze amplifikace existuje
kvantitativni vztah.

R_eal,-i[ime systémy jsou zalozené na kvantifikaci fluorescencniho
signalu



Real-time chemismy

Pouzivané substraty Ize zaradit do skupin:
a) nespecifické - nespecificky se vazou na dvouvlaknovou DNA - SYBR
Greenl

b) specifické - sondy - ve své strukture maji oligonukleotidovy retézec, kterym
se hybridizuji k PCR amplikonu

c) samosvitici primery

Pracuji na principu FRET (fluorescence resonance energy transfer) mezi

fluorescenénim barvivem (fluorofor - F nebo R) a zhase€em (quencher - Q).



Interkalacni (sysréreen o

*
fluorescencni barva, vaze se na dsDNA (citlivost je 25x
vétsi nez u EtBr)

nizké pocatecni fluorescencni pozadi

po navazani do retézce vysoky narust fluorescence
(intenzita signalu odpovida mnozstvi dsDNA)

snadné pouziti- neni potreba navrhovat slozité sondy

umoznuje provedeni melting analyzy amplifikovanych
produkt

neni sekvencéneé specificka - umoznuje pouziti pro
nejruznéjsi templaty

nelze pouzit pro multiplex analyzy



SYBRGreenI -mechanismus
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Jednoduse znacené FRET sondy

hybridizani sondy
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Dvojite znacené sondy
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Molecular beacons

PCR Product-Specific Nucleotides
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Molecular scorpions

(scorpion primers™, sunrise primers™ and lux primers)™
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Kvantitativni real-time PCR (gRT-PCR)

Absolutni O absolutni standardni kfivka

— zjisténi presného mnozstvi kopii teplatu ve vzorku
vysledek v kopiich na mnozstvi celkové RNA

pocet bunék
mnozstvi vzorku....

vhodny referenéni gen (house-keeping gene)
- interni

- externi

Relativni O relativni standardni kfivka

- zjiSténi zmén mnozstvi teplatu mezi vzorky vzhledem k interni

kontrole - kalibrator

O komparativni Cl metoda

- nevyzaduje standardni kfivku, vysledk( dosahovano vypocétem

O multiplex

- vice primerovych paru v jedné zkumavce (jeden primerovy

par amplifikuje endogenni kontrolu, ostatni sledované geny)



Absolutni kvantifikace

| ")

absolutni stand. krivka

Predpoklady a podminky:

* nezavisle zmérena koncentrace standardu (plazmidové DNA ¢i in vitro
transkribované RNA)

koncentrace je zmérena prostrednictvim A,q, a prevedena na pocet kopii
dle molekulové hmotnosti DNA ¢i RNA

standard musi byt nekontaminovany cizorodou NA (plazmidy z E.coli !)
spiesné pipetovani- redéni standardi pres nékolik radu (106- 1012)
stabilita standardu

*neni mozné pouzit DNA jako standard pro absolutni kvantifikaci RNA-
chybi kontrola efektivity reverzni transkripce

Bustin, S.A. Quantification of mMRNA using real-time reverse transcription PCR (RT-
PCR): Trends and problems Journal of Molecular Endocrinology 29 (1) , 23-39 (2002).



Relativni kvantifikace
relativni stand. krivka

Kvantita je vyjadrovana ve vztahu k néjakému zakl.vzorku- kalibrator.

Mnozstvi experimentalnich vzorkul jsou stanovena ze standardni
krivky a vydélena cilovym mnozstvi kalibratoru. Kalibratorem se stava
jeden ze vzorkl a mnozstvi ostatnich je vyjadireno jako n- nasobné ve
vztahu ke kalibratoru.

Neni nutné znat koncentraci standardu, staci jakakoliv zasobni cilova
NA.

Predpoklady a podminky:
» pfesné redéni zasobni NA

 je mozné pouzit DNA pro relativni kvantifikaci RNA (za predpokladu
stejné efektivity reverzni transkripce mezi vzorky)

Bustin, S.A. Benes, V. Nolan, T. Pfaffl, M.W. Quantitative real-time RT-PCR - A
perspective Journal of Molecular Endocrinology 34 (3) , 597-601 (2005).
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Vyhody a nevyhody PCR
Vyhody:

O PCR je vysoce sensitivni v dusledku exponencialni amplifikace templatu
DNA

(uvadi se, Ze zachyti geny 1 nadorové bunky na cca 100 000 zdravych bunék)
O PCR je vysoce specificka v disledku specifity navazain primeru
(zvlasté pfi pouziti sond)
O PCR je rychla metoda (minuty aZ hodiny)
Nevyhody:
O minimalni mnozstvi kontaminace muze vést k negativnim vysledkim
O pritomnost inhibitord PCR muze vést k negativnim vysledkdim

O PCR detekuje transkript, ne funkéni protein
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Aplikace real-time PCR (RT-PCR)

Kvantifikace genové exprese

Ovéreni vysledkt arrayi, DD, SSH
Monitorovani leCby, MRD

Real-time imuno-PCR (IPCR)

Chromatinova imunoprecipitace (ChlP)
Detekce patogenu, HRM

Diagnoza virovych infekci (CMV, meningokok)
Citlivost bakterii k antibiotikim a detekce rezistentnich kmenu
In vivo imaging bunéénych procesu

Studie mitochondrialni DNA

Detekce methylaci

Detekce inaktivace X chromozomu

Detekce trisomii

Analyza mutaci, deleci, aberaci
Haplotypizace

Kvantitativni analyza mikrosatelitu

Prenatalni diagnoza

Forenzni genetika Oveéreni VS’SledkloJ ZiSkaHYCh
z mikrocipu



Mikrocipy

1997 — Londyn, Affymetrix

moderni technologie, na nosicCi neni
fixovan vzorek, ale naspotovany cCi primo
nasyntetizovany cDNA sondy....

* moznost detekce velkeho mnozstvi
(stovky — sta tisice) genu v jedné analyze!!

* pocCitaCovy software pro vyhodnoceni

Schena M, Shalon D, Davis RW, Brown PO (1995) Quantitative monitoring of gene expression patterns with a

complementary DNA microarray. Science 270, 368-371



Typy mikrocipd

O  DNA mikro¢ipy (“cDNA arrays”)

PCR produkty (nebo dlouhé nasyntetizované oligonukleotidy znamych genu
~25-60 nt,) jsou naspotovany na sklenéné mikroskopické sklicko, silikonovée

Ci nylonové membrany pomoci spotovaciho robota (lnk-jet microarrays od
Agilent)

O Oligonukleotidové mikrocCipy:
- velké mnozstvi kratSich oligo 20-25 nt/gen

- komercné dostupné

- sondy jsou syntetizovany in situ pomoci fotolitografie (GeneChip od
Affymetrix), tisku tryskou (OligoChips od Agilent) nebo elektrochemické syntézy
(Combimatrix)
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Kroky:

1 Experiment — 2 vzorky

2 Izolace mMRNA, priprava aRNA,
amplifikace cDNA

3 Znaceni fluorescencni latkou

4 Hybridizace na DNA ¢ip

5 Detekce navazané cDNA -
technologie — étecka

6 Analyza dat — poéitacové databaze

laserova

Predzpracovani a normalizace dat,
odstranéni podezielych hodnot



Aplikace technologie mikrocipl

O Genova exprese — identifikace rozdilné exprimovanych genu

- typy bunék, tkani; béhem léCby; rlzné experimentalni stimulace;
normalni vs. nemoc

— identifikace spolecné exprimovanych genu

- noveé spojeni mezi geny, stanoveni stupné podobnosti mezi
biologickymi vzorky, signalni drahy, tvorba biologickych siti

O Molekularni diagnostika:

- klasifikace nemoci, detekce patogenu, detekce mutaci; detekce
SNP

O Vyvoj Iéka

- identifikace cilu, nezadouci ucinky



Mikrodip v ultrafialovém svétle

As defined by Schena et al. (Science 270, 467-470, 1995), a DNA microarray is "an ordered array of

nucleic acids, proteins, small molecules, that enables parallel analysis of complex biochemical samples".
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Aktivace embryondlniho genomu -
EGA

na pocatku deleni — embryonalni genom neaktivni
vyvoj zavisi na maternalnich produktech
nakumulovanych v oocytu béhem oogeneze

v prubéhu dalSich fazi — degradace maternalnich mRNA a proteint

a aktivace embryonalnich genu (zavisla na ¢ase
uplynutém od oplozeni, nikoliv na vyvojovém
stupni)

EGA kriticka udalost pro uspésny vyvoj

mechanismus regulujici EGA je u savcu konzervovany,
nacasovani rozdilné



Genova exprese

MGA - maternal gene activation —» ZGA (EGA) - zygotic(embryonic) gene activation

©00 00

maternal RNA

mouse

embryonic RNA

Minor gene activation X Major gene activation
Nizka droven Vysoka uroven

transkripcni aktivity
Mys: pozdni 1-b 2-b

Skot: mezi 1- a pozdni 4-b 8-b
Kralik: 2-b 8/16- b



Typy transkriptu u skotu

Materndlni + Embryondlni
mbryonalni

Maternalni

Minor Gene Activation Major Gene Activation
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