Corso di laurea: Biotecnologie Anno Accademico 2016-2017
Docente Nicoletta Bianchi

Esercitazioni di laboratorio Tecnologie Molecolari e Ricombinanti

Orari e argomenti trattati:

» Giorno 1: Estrazione di microRNA da plasma e Retro-trascrizione miRs
(laboratorio didattico, dipartimento SVeB, mammuth, ultimo piano, sez Biochimica
e biologia molecolare)

22 (turno A) e 27 (turno B) marzo 2017 dalle 14.00 alle 18.30

» Giorno 2: Allestimento reazione ddPCR
(laboratorio didattico, dipartimento SVeB, Mammuth, ultimo piano, sez
Biochimica e biologia molecolare, al termine dell’allestimento della reazione ci si
spostera, presso laboratorio di Bio Tech, palazzina ex macello, piano rialzato)

24 (turno A) e 29 (turno B) marzo 2017 dalle 14.00 alle 18.30

» Giorno 3: Analisi dei dati ottenuti (auletta didattica, presso palazzina ex macello
piano rialzato)

26 (turno A) e 31 (turno B) marzo 2017 dalle 14.00 alle 18.30



Scopo dell’esercitazione

Valutare l'espressione del miR-210 nel plasma di 2 gruppi pazienti B-talassemici:

v’ Pazienti B-talassemici con alti
livelli di emoglobina fetale (HbF)

v'Pazienti B-talassemici con bassi
livelli di emoglobina fetale

Esiste una correlazione tra livelli di miR-210 ed emoglobina fetale?




Background
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Expression of miR-210 during erythroid differentiation and

induction of y-globin gene expression
Nicoletta Bianchi', Cristina Zuccato', llaria Lampronti’, Monica Borgatti' & Roberto Gambari'™™"
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Isolamento del Plasma da sangue periferico
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Plasma
(55% of total blood)

Buffy Coat
leukocytes & platelets

(<1% of total blood)

Erythrocytes
(45% of total blood)
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2 tipi di campioni

v’ Pazienti B-talassemici con alti
livelli di emoglobina fetale

v'Pazienti B-talassemici con bassi
livelli di emoglobina fetale

Protocollo

Raccolta sangue totale in provette
con EDTA

Centrifugazione 2.000 g per 10 minuti
Recupero della fase superiore (gialla)
Centrifugata 16.000 g per 10 minuti
Recupero del surnatante

Conservare il plasma a -80°C
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1. Raccolta sangue totale in provette 3 1 value 3.16-41
con EDTA EE 0
2. Far coagulare a temperatura (15-25°C) ;;—; 15 14
ambiente per 1 ora 29 10
3. Centrifugazione 2.000 g per 10 minuti E 5
4. Recupero della fase superiore (gialla) Y
5. Centrifugata 16.000 g per 10 minuti . f@ oo e Qﬁﬁiﬁ}‘i \:é;::@%zﬁ
6. Recupero del surnatante @Q@‘ . :’Sfm\ RO
7. Conservare il plasma a -80°C

Wang, PlosOne, 2012



miRNA

| microRNA sono molecole di RNA a singolo filamento (ssRNA), di lunghezza variabile dai
20 ai 25 nucleotidi (scoperti da Ambros, 1993).

v'Attualmente ne sono conosciuti circa 2500 (www.miRBase.org)

v'La loro funzione principale & quella di regolare negativamente I'espressione di proteine
target, agendo a livello della fase post-trascrizione

v'Controllano diverse funzioni a livello cellulare

Cell Proliferation

mi| ciclo cellulare

=processi metabolici 7 A%
=|a proliferazione cellulare / \ /

«il differenziamento cellulare P>, Degadaionolagetmias __ <EIEIITIIN

=i processi di apoptosi | m
‘____’

. . . “ ; pigenetics
e a livello dell’intero organismo \ ‘/lnhubmon ojtranslatm\

=*|o sviluppo embrionale

=|a risposta immunitaria

NaturemiRI


http://www.mirbase.org/
http://www.mirbase.org/
http://www.mirbase.org/
http://www.mirbase.org/
http://www.mirbase.org/

Cell Free miRNA (cfmiRNA)

I miRNA sono stabili in diversi fluidi biologici

Detection and Characterization of
Placental MicroRNAs in Maternal Plasma

Stephen 5.C. Chim,'-*" Tristan K.F. Shing,"** Emily CW. Hung,'* Tak-yeung Leung,? Tze-kin Lau,'*

Rossa W.K. Chiu,™* and ¥.M. Dennis Lo™3"
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Cf-miRNA come Biomarker

Molecole ‘predittive’ della presenza di patoloqgia

Analizzati in diverse patologie Vantaggi

=Cancro v'Stabili nei fluidi biologici
=Patologie epatiche v'Metodica non invasiva
=Patologie cardiache

=Miopatie Svantaggi

=Diabete v'"Non esiste ancora una metodica

standardizzata

=Patologie inflammatorie
v'Necessita di normalizzare il dato

=Patologie neurodegenerative
v'Specificita



Srum/plasma Estrazione di miRNA da plasma

T s
» Permette di processare piccoli volumi di plasma (50-200 ul)
“Tﬁ Add chioraform »Combinazione di due metodiche: lisi con fenolo-guanidina
p - tiocianato associata a purificazione in colonnina
T Separaie phasas
é;? » Recupero RNA totale
l Add sthansl te
equeous phase

Bind folal RNA

including small RNAs
Maoamum binding capacity 45 pg RNA

t Moaamum loading volume 700 ul
= RMNA size distnbution RMNA =18 nuclectides

Wash approxmately
Minimum eluhon volume 10 ul

Elute Moamum amount of serum or plasma 200 ul

Q) <)

.I;I:
Tobal RMA
including small RMAs



Estrazione di miRNA da plasma

Perché usiamo miRNAEasy Serum/Plasma Kit?

MicroRMNA concentration (pa/uL)
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Anal Brochem 2012 December 1; 431(1): 69-73. do1:10.1016/7.ab.2012.09.007.

METHOD FOR MICRORNA ISOLATION FROM CLINICAL SERUM
SAMPLES
Yu Li'* and Kris V. Kowdley #




Detection di microRNA tramite metodiche PCR

» Primers molto corti

» % di GC nella sequenza dei vari miR € molto
variabile

» % di miRNA sull’'RNA totale & molto bassa
(0.01%)

» Livelli di espressione estremamente diversi da
miR a miR

v'TaadMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystem)

v'miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR
(Exiqon)



Retro-Trascrizione miRNA

TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit

1. Legame del primer

ature miRNA

stem-loop
AT < HT primar

Zona di complementarieta con
il miR

2. RetroTrascrizione

ature miBRNA __
<€
Trascrittasi inversa
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» miR-specifica

» Consente di ottenere un cDNA
complementare al miR ‘target’.

> utilizza un ‘innesco’ a forma di
‘forcina’

> Riconosce solo miR maturi



Amplificazione dei miRNA

TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit

cDNA ottenuto dall’RT

T )

denaturazione
D DL L L e

v'Doppia specificita: in fase di
retrotrascrizione e in fase di
amplificazione

Annlealing dei primers
v'Discrimina fra miR maturo e pre/pri-

mMiRNA

E forward primer

v'Utilizzabile sia in RTqPCR sia in ddPCR

Primer foward: miRNA specifico
Primer reverse: universale



Retro-Trascrizione miRNA

MiRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR
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*Polyadenylate polymerase builds
the poly(A) tail by adding
adenosine monophosphate units
from adenosine triphosphate to
the RNA

v'Si ottiene un cDNA universale: possono
essere analizzati tutti i miRNA

v'Rapido (one step)

v'Non discrimina fra miR maturo e

precursori (la discriminazione avviene in
fase di RTqPCR)



Amplificazione dei miRNA

MiRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR
mif-speahc

forward primer

L'impiego di primers a LNA garantisce
L,
v Alta specificita
O / Alta sensibilta

L Utilizzabile sia in RTqPCR sia in ddPCR
i
1 Hevers= primer

COTTT T

Deetection weth STER Gre=n



1980

PCR
Qualitative

Droplet Digital PCR (ddPCR)

N

Che cos’e la ddPCR?

2010
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Droplet Digital PCR
Absolute Quantitation

Real-time PCR
Relative Quantitation



Metodi tradizionali

v'Campione
v'Primers

v'DNA Polimerase
v dNTPs

In un unico sistema
omogeneo

Droplet Digital PCR (ddPCR)

VS.

ddPCR

v'Campione
v'Primers

v'DNA Polimerase
v dNTPs

Separati in circa 20.000
goccioline



Droplet Digital PCR (ddPCR)

QOO0

L OO00 |

. @000
OO00

gDNA, cDNA, RNA, Sample partitioned @ Positive reactions
into many reactions @ Negative reactions




Droplet Digital PCR (ddPCR)

Caratteristiche delle droplets

c tubes from source v'Emulsione acqua (drolets) in

Thermal olio
cycler

v'Dimensioni di alcuni nanolitri

v'Circa 20.000 per campione

intardace

Fluorocarbon
ol exterior




1.Set up the reaction

v'SuperMix
v'Template
v'Probes

I—) 2.Generate droplets

F=T

e

(QX-200 Automated Droplet Generator)

> 3.Seal the plate

(PX1 PCR Plate Sealer)

> 4.Amplification

Droplet Digital PCR (ddPCR)

ddPCR Work-Flow

5.Read the plate

(QX-200 Droplet Reader)



Droplet Digital PCR (ddPCR)

Automated Droplet Generator
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emulsifies 8 samples independently

Make Droplets



Droplet Digital PCR (ddPCR) |
QX200™ Droplet Reader L . |',J” L




Droplet Digital PCR (ddPCR)

Che molecole puo leggere?

EvaGreen ™ Sonde TagMan ™

j Chovral 1 Chanrnd 7 Chaconld  Chaend & Choannd 5
Excitation ‘Clwedi Chave? Cterndl Chamesld Cimmass

Novel “Release-on-Demand” DNA Binding Mechanism Heporier dye: - N N Vil e TR
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Droplet Digital PCR (ddPCR)

Principali vantaggi ddPCR

v"Non sono necessari replicati

v'Maggiore riproducibilita alle basse
concentrazioni

v'Quantificazione assoluta (copie/ul
per pozzetto)

v'"Meno sensibili agli inibitori della
reazione di amplificazione

v'Possibilita di confrontare campioni
analizzati in momenti diversi e/o in
laboratori diversi

Ct value

Measured [mirt135b] (cp/ul)

ddPCR miR135b In Water

Ct Value

GPCR miR135b in Water

355

25

1 * 100
Predicted [mir-1350] [cpial)

U

Sample

Real-time gPCR
Relative fo calibrant

Vo U 0§

Log (calibrant copy number)

Prodicted [mir-135b] (cp/ak )

Digital gPCR
Absolute counting



Droplet Digital PCR (ddPCR)

Legge di Poisson (Legge degli eventi rari)

positives
total counted

| Sin;éon..[;e:isis;solnL n (DGSHIHEE * HEQE’[WES}

(1781-1840)

In(1-

Vi & una distribuzione casuale (di eventi indipendenti) delle molecole di DNA da analizzare nelle gocce:
gueste molecole vengono ripartite casualmente durante la formazione dell’lemulsione del campione. Alcune
non conterranno templato, altre 1 sola molecola, altre ancora piu di una. Producendo un numero

sufficientemente elevato (20.000) di gocce avremo piu probabilita che queste conterranno una sola
molecola di DNA.

Il numero di gocce contenenti una molecola di DNA/cDNA dipendera dalla concentrazione di
DNA/cDNA del campione di partenza



Droplet Digital PCR (ddPCR)

Sample 1 Sample 2 Sample 3 Sample 4

NO Low Medium High
targets concentration concentration concentration

L'equazione di Poisson puo essere utilizzata per determinare il numero di molecole di templato
che andranno a finire in ogni goccia.



Droplet Digital PCR (ddPCR)

Legge di Poisson (Legge degli eventi rari)

Target copies per droplet

Copies of target in 20 ul sample

02 04 06

p = fraction of positive droplets

_ positives
P = otal counted

{pc-sitiues + negatives}




Droplet Digital PCR (ddPCR)
Analisi dei dati
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FAM

Channel 1 Amplitude
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Droplet Digital PCR (ddPCR)

Analisi dei dati

plofeo
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HEX

Per analisi con 2 fluorofori



Conc(copies/pL)

Droplet Digital PCR (ddPCR)

300
250 — e 1 Rapporto
FAM/HEX
200 FAM
150 —
118 T
100 —
HEX
50 —
0 |
Campione

X



Events

Events

Droplet Digital PCR (ddPCR)

Ch1Ch2Accepted:146424
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Droplet Digital PCR (ddPCR)

Saggi in ddPCR

1.RED (Rare Event Detection) ricerca di target espressi in quantita minimale all’interno di una
matrice con caratteristiche molto simili.

v'Ricerca di DNA batterico o virale all'interno di una matrice complessa come il DNA umano

v'Ricerca mutazioni rare (di solito mutazioni puntiformi presenti in quantita inferiori al 1% in un

contesto di DNA wild type)
99% wild type sequences
0.1% mutant sequences
cassic G P T compartimentalisation
procedures 3 ~. o g “of ir)d_widual molecules

Campi di applicazione: —_—— ===

-Analisi di mutazioni tumorali == == e e -

analysis of each
Global analysis compartment individually

-Diagnostica prenatale 4** D
L o & o o

low or no signal corresponding 99% wild type sequences
to mutant sequence 0.19% mutant sequences

2. CNV (Copy Number Variation): valuta il cambio di ploidia di alcuni geni

3. GEX (Gene Expression): per target poco espressi, per analisi da singola cellula.



