PCR w czasie rzeczywistym
(Real Time PCR)

czyli

qPCR (PCR ilosciowy)
(Quantitative PCR)

Michat Koper, IGiB UW
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Pionierskie prace o qPCR
(zwanym takze kinetycznym PCR)

 Higuchi R., Dollinger G., Walsh P.S,,
Griffith R. (1992). Simultaneous
amplification and detection of
specific DNA sequences.
Biotechnology 10:413-7.

e Higuchi R., Fockler C., Dollinger G.,
Watson R. (1993). Kinetic PCR
analysis: real-time monitoring of
DNA amplification reactions.
Biotechnology 11:1026 -30.
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Zastosowania qPCR:

e Badanie ekspresji genow (RT-qPCR)

e Wykrywanie kwasow nukleinowych
patogenow: wykrywanie obecnosci i
okreslanie stezenia wirusow i
bakterii w surowicy

e Genotypowanie: analizy SNP Ilub
HRM

e Wykrywanie GMO w paszach i
ZYWNOoSCi
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qPCR oparty jest o detekcje przyrostu
ilosci produktu PCR w czasie

e Metoda wyznacza stezenie DNA dla
kazdego cyklu reakcji, wykorzystujqca
fluorescencje

e Barwniki fluorescencyjne wigzace
dsDNA Ilub sprzegniete 2z sondami
hybrydyzujacymi z wybrang nicig
badanego amplikonu

e Wymaga ukiadu wzbudzajacego: lampa
ha‘{ogenowa, ukiad LED Iulgalaser

e Wymaga uktadu detekcji: oddzielne
elementy CCD, matryca CCD lub ukifady
fotopowielacza
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Przyktady cyklerow qPCR

Roche LightCycler 480

R \ BioRad
= fﬁ' CFX96/
=-==  CFX384

Molekularne techniki analizy RNA 2019



Schemat aparatu qPCR

5. ccd

b - detector
. halogen 1 e 350,000
tungsten lamp 2b. emission pixels

filters

2a. excitation
filters

4. sample plate

www.biorad.com
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Sposoby detekcji
produktow w qPCR




Barwniki wiqzace DNA: SYBR Green

SYBR Green I, za: Wikipedia
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Nalezy do barwnikow

cyjaninowych
(zawierajacych pierscienie
heterocykliczne z
wigzaniami -C=)

Wiaze dsDNA, stabo
ssDNA

Wzbudzany swiattem
niebieskim (Amax =
488 nm)

Emituje swiatlo
zielone (Amax = 522
nm)




SYBR Green

@® SYBR Green

15!

18!

excitation sthission

v,

Vi

5l
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e Wykrywa wszelkie
dsDNA

e Wykrywanie na etapie
ELONGACII

e Startery nie mogq
tworzyc DIMEROW

e Wielkosc¢ produktu
najlepiej w przedziale
100-200bp

e Wielkos¢ wykrywanych
produktow dla roznych
genow musi by¢
BARDZO ZBLIZONA

e Umozliwia analize
KRZYWYCH
TOPNIENIA

e Metoda NAJTANSZA




Projektowanie starterow do qPCR
o Elugoéé ampkikonu najlepiej mniej niz 150
B

e Unikac komplementarnosci sekwencji w
obrebie startera lub pomiedzy starterami
=,primer dimer”

e Unikac niesparowanych zasad

e Najlepiej G lub C na 3’ koncu, nigdy T
e Dlugosc starterow 18-30 nt

e Zawartosc¢ GC 40-60%

e Tm = (A+T)x2°C + (G+C)x4°C

e Stosowa¢ przynajmniej 2 programy i
porownywac wyniki!l!
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Sondy hybrydyzacyjne




Sondy TagqMan - hydrolizowane

@ Fluorophore ® Quencher

1l
DNA Pol Exo*!!! @ Cleaved nucleotides

excitation

T e
S

3|L ]5!

eXCIfOtIO\ AISSIOH
Prumer ﬁ

3 L ] 5
ABI, Roche (UPL)
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Zasady projektowania sond TagMan

e Krotkie ampkikony: 70-150 bp

e Tm sondy = 68-70°C

e Zawartosc¢ GC 30-60%

e Nigdy G na 5’ koncu, (naturalny wygaszacz)
e Dlugosc sond maks. 30 nt

e Unikac¢ ciaqgow identycznych zasad

e Unikac struktur II-rzedowych

e Unika¢ komplementarnosci ze starterami

e Wybierac nic¢ z wiekszgq zawartoscia C
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Ztozony qPCR (ang. ,multiplex”)

Rozne formaty detekcji i rézne
—d——=a __ barwniki pozwalja na wykrywanie
wiecej] jak 1 produktu w
pojedynczej reakcji
(po za SYBR Green!!!)
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Okreslanie ilosci RNA
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Klasyczna technika northern-blot

control

expt

«—target gene 'lnx

——internal control gene zx
actin, GAPDH, RPLPO etc

Corrected fold increase = 10/2 =5

Ratio target gene in experimental/control = fold change in target gene

Molekularne techniki analizy RNA 2019

fold change in reference gene

Microbiology and Immunology On-line;
University of South Carolina School of Medicine




Teoretyczne podstawy qPCR
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4 fazy reakcji qPCR

e 1 faza: fluorescencja na poziomie tia,
reakcja zachodzi wykladniczo ale nie
mozliwa detekcja

e 2 faza: przyrost wyktadniczy mozliwy do
wykrycia, fluorescencja powyzej tta

e 3 faza: ,stromy” przyrost fluorescencji
pozwala wykry¢, ze reakcja zachodzi liniowo

e 4 faza plateau: zatamania 1 wysycenia
reakcji

M. W. Pfaffl: Quantification strategies in real-time PCR w A-Z of quantitative
PCR (Edytor: S.A. Bustin)
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Reakcja liniowa w przedziale ~20 do ~1500
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Reakcja liniowa w przedziale ~20 do ~1500
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Czutosc¢ i powtarzalnosc reakcji
qPCR vs semi-qPCR

e Zakres dynamiczny: do 9 rzedow wielkosci (1029)
w qPCR a w potilosciowym-PCR najwyzej 2
(102?)

e Warinacje wewnatrz eksperymentu qPCR - do
kilku % a w semi-qPCR do 30-40%

e Warinacje pomiedzy eksperymentami qPCR- do
kilkunastu % a w semi-qPCR do 50-70%

e Poziom detekcji w qPCR: ok. 10 czagsteczek przy
powtarzalnosci 50% i ok. 100 przy
powtarzalnosci 100%.

M. W. Pfaffl: Quantification strategies in real-time PCR w A-Z of quantitative _____
PCR (Edytor: S.A. Bustin)
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Rozne algorytmy dla okreslenia wartosc¢
cyklu ,,przegiecia” (odciecia; oznaczenia)

Ct = Cp =Cq

Threshold cycle - Maksimum 2-giej Quantification cycle —
odcigcia; progowy pochodnej (Roche)  oznaczenia ilosciowego

Molekularne techniki analizy RNA 2019



Dwie metody kwantyfikacji

e ,ABSOLUT QUANTIFICATION" czyli
metoda krzywych standardowych

e ,RELATIVE QUANTIFICATION"

e Obie metody sq w istocie proporcjonalne!

Molekularne techniki analizy RNA 2019



Metoda krzywych
standardowych
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Znajomosc wydajnosci
reakcji PCR jest kluczowa

Molekularne techniki analizy RNA 2019
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CYCLE AMOUNT OF DNA AMOUNT OF DNA AMOUNT OF DNA AMOUNT OF DNA
100% EFFICIENCY 90% EFFICIENCY 80% EFFICIENCY 70% EFFICIENCY
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8 256 170 110 70 90% = 1.90x

9 512 323 198 119 0/, —
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26 67,108,864 17,684,534 4,335,959 981,007

27 134,217,728 33,600,615 7,804,726 1,667,711

28 268,435,456 63,841,168 14,048,506 2,835,109 Microbiology and Immunolog
29 536,870,912 121,298,220 25,287,311 4,819,686 Onoline: Unversity of South
30 1,073,741,824 230,466,618 45,517,160 8,193,466 Carolina School of Medicine
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Wyznaczanie wydajnosci reakcji qPCR

4 metody wyznaczania E qPCR:

1. Wyliczana z nachylenia krzywej wzorcowej (kalibracyjnej),
czesto E zawyzone

Mozliwe dla kazdej reakcji z osobna:

2. Wyliczana na podstawie historii przyrostu fluorescencji przy

pomocy regresji liniowej — metoda ,,reczna”, czesto E
zanizone

3. Dopasowanie krzywej wg zatozonego modelu do wartosci
fluorescencji od 1 do ostatniego cyklu - czesto E zanizone

4. Wyliczana na podstawie wielomianowego dopasowania
krzywej do danych fluorescencji tylko z 2 fazy qPCR -
wartosci posrednie

M. W. Pfaffl: Quantification strategies in real-time PCR w A-Z of quantitative
PCR (Edytor: S.A. Bustin)

Molekularne techniki analizy RNA 2019



Wyznaczanie wydajnosci reakcji qPCR
na podstawie krzywych wzorcowych

3] ;
8 s
g 3 7
§ ]
- T
Seryjne rozcienczenia, E = 10 -1/slope_1

min. 5, lepiej 6 do 8

Za TATA Biocenter
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Rownanie reakcji qPCR

Nei = No(1+E)C

N: ilos¢ czasteczek po Ct cyklach
amplifikacji

N,: poczatkowa iloS¢ czasteczek

E: wydajnosc reakcji PCR

Ct: wartosc¢ ,,cyklu przegiecia”

Molekularne techniki analizy RNA 2019




Metoda PFAFFLa
czyli ,,Realtive Quantification”

M.W. Pfaffl, Nucleic Acids Research,
2001, 29:2002-2007

NORTHERN

— —target gene

— —4—internal control gene
actin, GAPDH, RPLPO etc

ratio = fold increase in target gene
fold increase in reference gene

4
Microbiology and Immunology On-line; University of South Carolina School of Medicine
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C <—{riplicates cDNA target
primers

O

E reference

: <«triplicates cDNA [primers

B

Microbiology and Immunology On-line; University of South Carolina School of Medicine
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Ratio vit/con = (1.93)29.63-18.03 =1 931160 = 2053 Ratio vit/con = (1.87)19-93-19.80 =1 87013 = 1,08

ratio = change in IL1-B_ =2053/1.08 = 1901
change in RPLPO
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(E ¢ )ACt ref (control-treated)
re
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Znajomosc¢ wydajnosci reakcji jest
konieczna!

Given: slope: -3.9 from a standard curve
Ct(sample A) = 23.5
Ct(sample B) = 26.5
Calculate: (A) PCR efficiency
E = 10-slope -1 = 80 %
(B) Relative expression between sample A and B:
(1+E)ACt = 1.8065-239) =58
(C) Interpretation:

Sample A contains 5.8 times more target than sample B

TATAA Biocenter
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Znajomosc¢ wydajnosci reakcji jest
konieczna!

Given: slope: -3.5 from a standard curve
Ct(sample A) = 23.5
Ct(sample B) = 26.5

Calculate the relative expression:
E=10"slore_1 =93 %
(1+E)2R = 1.93023.9) =72

Interpretation:

The relative expression increased from 5.8 to 7.2 when the
PCR efficiency was 13% higher.

TATAA Biocenter

Molekularne techniki analizy RNA 2019



Znajomosc¢ wydajnosci reakcji jest
konieczna!

E=80% Ct, = 20 E =95%

1.8 Ct, = 21 1.95
5.8 Ct, =23 7.4
19 Cty = 25 28
61 Ct, = 27 107
198 Ct, = 29 408

TATAA Biocenter
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Biad w reakcji qPCR akumuluje sie
wyktadniczo!

450 1
i —e— E=E0%
- —e— E=05% | =
350 f
. /' o~
2
§ = A
: 2&- J/ 82
‘§ 3!-: z 10
L 190 < '
8 ; §
§ m] e
¢ “
m-‘
04 '
.m T L v v . v L2 v L ¥ " ‘[ v " 1 v ' 1
20 2 4 % 2 0 20 22 24 2¢ 23 30
CT (Sampie B) CT (Sample B)

TATAA Biocenter
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Rownanie mRNA

n — wydajnosé RT CT — wartosc¢ (cykl) Ct
E — wydajnos¢ PCR Krs — wzgledna czutosé qPCR
TATAA Biocenter
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Kwantyfikacja: 2 proby, 2 geny

—

[ No, | I (1+E,, )
Sample A ok N Ores Jsamplea _ L (1+E, )Crm Isamplea
SampleB | No,, i 1+ E, )" =

5 N Oref | SampleB | (I+ E"” )Ctm JSample B

CtA,or —CtB,

Sample A (I+£,,)
SampleB (1+E, )CrA,a,—CrB,,,,
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~garbage in, garbage out”

~Real-time quantitative RT-PCR is a
wonderful method for fast, accurate,
sensitive and cost-effective gene
expression analysis. However, the
simplicity of the technology itself makes
it vulnerable for abuse in experiments in
which the operator does not perform the
required quality control throughout the
entire procedure.”

Derveaux S. et al., Methods 50 (2010) 227-230
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RT-qPCR w praktyce

Molekularne techniki analizy RNA 2019



Jakos¢ RNA to podstawalll

Inkubacja z Jakos¢ RNA = czystosc¢ + integralnosc
DNaza, 1h 37°C

- + Czystos¢ - oznaczana
spektrofotometryczne
(OD 60,230 =>2,0; OD560/280>1,8)

Konieczna kontrola jakosci RNA po
izolacji!

Zawsze konieczne DNazowanie prob!
209% ludzkich genow posiada 1 egzon,
lub wystepujq eksprymowane
retropseudogeny lub kopie pozbawione
intronow!!!

Zalecane stosowanie inhibitorow RNaz
przy RT!

Molekularne techniki analizy RNA 2019




Projektowanie starterow - minimalizacja sygnatlow
dla kontaminacji gDNA

1. Primer spans an exon-intron boundary:
3,
s J
genomic NO

s S ———————————

DNA 2 = product
exon 1 intron e £XON 2

3 5
N

cDNA
exon 1 e eXOn 2
2. Primers flank an intron:

: — NO
genomic !
— | ———————
DNA , => product
exon | long intron e €XON 2
a—

CON A

exon 1 P exon 2

Za:
https://www.thermofisher.com/pl/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/basic-principles-rt-gpcr.html
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Ocena integralnosci RNA

Test integralnosci
koncow 5’-3’' RNA

)

Molekularne techniki analizy RNA 2019
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Jakosc wptywa na wyniki!!!

RIN: ,,RNA Integrity Number”, min. 7
(wg Bioanalyzer, Agilent Tech.)

45
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O 35-
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O
3 30
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O
.C&U) 25 -
= ® UBQ
s A |DH
g 20 - B Caspase 3
= ® IL-1beta
@ ACTB
154 4 p53
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Molekularne techniki analizy RNA 2019 RIN Becker C. et al., Methods 50 (2010) 237-243



Najbardziej
kluczowym elementem

qPCR
jest reakcja

odwrotne)
transkrypcjil!!

ki analizy RNA 2019



Wydajnosc i specyficznosSc RT

Specyficznosc¢ i wydajnosc¢ reakcji odwrotnej transkrypcji
SILNIE zalezy od:

e Metody startowania (primowania) reakcji.

e Rodzaju odwrotnej transkryptazy (cech enzymu).

e Sekwencji DANEJ] czasteczki RNA, w szczegodlnosci od

struktur 2-rzedowych w jej obrebie.
e ROznice wydajnosci moga siegac nawet 100X!!!

e Optymalne warunki RT zawsze nalezy wyznaczy¢
eksperymentalnie.

Molekularne techniki analizy RNA 2019



Metody startowania RT — wady i zalety

Primer Structure and .
Standard oligo dT . . Advantages Disadvantages
7 5 Options Function
—ReICPEET *Generation of full
5. mRNA AAAAAAAAAAAAAAA length cDNA from +Only amplify gene

V dGTP, JATP or dCTP
Anchored oligo dT
Ky 5
NVTTTTTTTT
‘AAAAAAAAAAAAAAA
5 mRANA . ) .

ﬁ any base
Random primers
3.5 -
NNNNNN NNNNN
mRNA AAAAAA 3

Gene-specific pnmers

mANA UGAAGCUUC ARAPAR

-

Za:
https://www.thermofisher.com/pl/en/home/brands/thermo-
scientific/molecular-biology/molecular-biology-learning-center/molecular-

biology-resource-library/basic-principles-rt-qpcr.html

Molekularne techniki analizy RNA 2019

Stretch of thymine poly(A)-tailed

residues that mRNA
*Good to use if
anneal o poly(A) little startin
Oligo(dT)s (or tail of MRNA; rarting
material is
anchored anchored available
oligo(dT)s) oligo(dT)s contain

*Anchor ensures

one G, C, or A (the y -1 oligo(dT)

anchor) residue at

the 3" end 5 end of the

poly(A) tail of
mRNA

*Anneal to all RNA
(tRNA, rRNA, and

mMmRNA)
*Good to use for
Six to nine bases transcripts with
long, they anneal significant
Random Primers at multiple points secondary

along RNA structures, or if
transcript little starting
material is
available
*High cDNA yield
*Specifc cDNA
Custom made pool
Sequence Specific primers that target <Increased
Primers specific mMRNA sensitivity
sequence *Use reverse
qPCR primer

with a poly(A) tail
*Truncated cDNA
from priming
internal poly(A)
sites*2

*Bias towards 3’
end*

*Minimized if

primer binds at the anchored

oligo(dT)s are
used

*cDNA is made
from all RNAs
which is not
always desirable
and can dilute
mRNA signal
*Truncated cDNA

*Synthesis is
limited to one gene
of interest
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Zaleznos¢ wydajnosci RT od metody startowania

Wydajnosé RT

1 - losowe heksamery
iy - oligo dT
- - genowo specyficzne
i E:l mieszanina genowo-specyficznych

Biubulin Cav1D Gapdh Ins 1 Glui2

Sthalberg i wsp., 2004, Comparison of reverse transcriptases
in gene expression analysis, Clin Chem. 50(9):1678-80.

Molekularne techniki analizy RNA 2019



Specyficznos¢ metod startowania

RT priming*  p-tubulin’ CavlD’ GAPDH' Insulin I° Glut2’
hexamers 195 26.5 158 169 1.5
oligo(dT) 18.1 288 16.6 159 284
specific 188 28.7 164 174 318
mix 19.1 279 16.2 16.6 293

Stahlberg i wsp., 2004, Comparison of reverse transcriptases
in gene expression analysis, Clin Chem. 50(9):1678-80.
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Zaleznos¢ wydajnosci RT od metody startowania

RTpriming  f-tubulin® CaVI1D¢ GAPDH® Insulin 11¢ Glui2¢

CaV1ID 27.0 m 19.9 228 b

GAPDH 30.1 164 20.1 297
Insulin 23.5 316 20.0 174 31.0
Ghut2 25.8 31.9 227 227 m
nopimer | 27.6 337 23.6 23 1 32.6

Stahlberg i wsp., 2004, Comparison of reverse transcriptases
in gene expression analysis, Clin Chem. 50(9):1678-80.
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Roznice w wydajnosci RT moga siegac¢ 100X!

3 :

= | »

Stahlberg i wsp., 2004, Comparison of reverse transcriptases
in gene expression analysis, Clin Chem. 50(9):1678-80.
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Optymalizacja RT

37°C
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18 unpaired bases

Za TATA Biocenter
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Zawsze KONTROLE!!!

Kontrole negatywne:

e -RT: kontrola kontaminacji DNA
genomowym, konieczna!

e NTC: ,no template controle”: kontrola
czystosci odczynnikow!!!

Kontrola pozytywna:

e min. 2-3 pro
kontrola wyc

oki np. z krzywej standardowej —
ajnosci reakcji! (IRC = ang.

Jnter-run ca

Molekularne techniki analizy RNA 2019

ibrators”)




Wybor pomiedz 1-etopowa albo 2-etapowa
reakcja RT-gPCR

- * Qligo(dTls

mANA -&1"“”“7'\1'5‘# 7 = Random Primers

AT : * Sequence-specific
. Primers

ona Pol @,

1-step

2-step

Molekularne techniki analizy RNA 2019

*Less experimental variation since both
reactions take place in the same tube

*Fewer pipetting steps reduces risk of
contamination

*Suitable for high throughput
amplification/screening Fast and highly
reproducible

A stable cDNA pool is generated that can be
stored for long periods of time and used for
multiple reactions

*The target and reference genes can be
amplified from the same cDNA pool without
multiplexing

*Optimized reaction buffers and reaction
conditions can be used for each individual
reaction

*Flexible priming options

Za:

https://www.thermofisher.com/pl/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-

e LI S / ——

= Bulfer + / 4 g .

Sequence-specific : il X){?C = N

Primers B 4
cONA e T8
/ Sequence-specific
Primers
RT-gPCR RT qPCR
One-Stop Vs Two-Step
Advantages Disadvantages

sImpossible to optimize the two reactions
separately

*Less sensitive than two-step because the
reaction conditions are a compromise between
the two combined reactions

*Detection of fewer targets per sample

*The use of several tubes and pipetting steps
exposes the reaction to a greater risk of DNA
contamination

Time consuming

*Requires more optimization than one-step

biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-

library/basic-principles-rt-gpcr.html
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Dobra praktyka laboratoryjna
TO PODSTAWA!!I

e Nie pipetowac recznie mniej jak 2ul na raz!

e Oddzielne miejsce dla przygotowywania
reakcji bez matrycy i oddzielne dla
dodawania DNA!

e Rekawiczki bez talku!

o Skiadanie reakcji w ,,MIXach” a nie
oddzielenie!

e Nie otwierac¢ probowek/ptytek po reakcji w
pomieszczeniach do ich przygotowywania!

e Komory z przeptywem laminarnym!
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Podstawowa analiza
reakcji qPCR

Molekularne techniki analizy RNA 2019



Krzywe amplifikacji - ,,surowe” dane

Chart ~ Axis ~ Filte{[483-533_] v Ptog;ams ~ Baseline

Fluorescence History

Ll

Fluorescence (483-533
—
N = o
PP P e A 2P 2T n S s 2 S e WP O

Molekularne techniki analizy RNA 2019



Odjecie linii podstawowe]j
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1 qPCR = 3 powtorzenia reakcji
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Fluorescence (483-53
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Inspekcja krzywych amplifikacji

Gen badany

v

Chat ~ Axis ~ Filter[483-533) » Programs v Baseline -
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Inspekcja krzywych amplifikacji

Gen referencyjny

Chart ~ Axis ~ Filtey_[483-533] v Ptograms + Baseline -

Select [Zoom]
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Analiza krzywych topnienia

Mozliwa giownie dla SYBR Green

Select|[Zoom

Melting Curves
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Analiza krzywych topnienia

Tm - wypadkowa dtugosci i zawartosci GC/AT

T T IO XET -
Select][Zoom

Melting Peaks

9627
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Analiza krzywych topnienia

Czysty produkt qPCR

Melting Peaks M(Zoom]
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Analiza krzywych topnienia

Problem niespecyficznych produktow
Melting Peaks Zoom
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Analiza krzywych topnienia

Problem ,,primer-dimer”

Melting Peaks Zoom
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Analiza krzywych topnienia
Nie wierzyc slepo krzywym topnienia!!

Diluzszy produkt bogaty w pary AT moze miec
ta sama Tm co krotszy bogaty w GC!!

Produkty dla kazdej nowej pary starterow
zawsze sprawdzi¢ na wysokorozdzielczym
zelu! Przynajmniej raz, na etapie ,,ustawiania
reakcj”.
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Standaryzacja
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Wybor genu referencyjnego

NIE ISTNIEJE ,,DOSKONALY” GEN REFERENCYJNY!!!

e Rowna ilos¢ kopii RNA we wszystkich komoérkach
e Eksprymowany we wszystkich komoérkach
e Eksprymowany na srednim poziomie

e Nalezy stosowac przynajmniej 2 rozne geny
referencyjne! Lepiej 3 do nawet 5!!!

e Standaryzujemy wzgledem Sredniej geometrycznej
dla referencji.

e Geny nalezy wybra¢c EKSPERYMENTALNIE z wiekszej

11
grupy:: Vandesompele et al., Genome Biology, 2002,
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Analiza statystyczna wariacji wartosci Ct
dla genow referencyjnych

http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/

Change Data

GAPD ACTB HPRTI UBC YHWAZ Normahsation
FIB1 0,516257 0,499303 0,462906 0,447207 0,572560 8,502
FIB2 0,287796 0,238713 0,313899 0,221805 0,351638 9.2787
FIB3 0,160974 0,262108 0,147588 0,177935 0,306647 §,2024
FIB4 0,462392 0,151078 0,284928 0,372176 0,221805 8,2774
FIBS 0694914 0,678860 0,765572 0,572560 0,851906 0,7066
FIBé 0,001146 0,000160 0,000765 0,000377 0,000690 0,0005%
FIB? 0,487767 0,574475 0,512821 0,418316 0,685694 98,5285
FIB8 0,192781 0,183976 0,151584 0,181536 0,169808 9,1753
FIBY 0,393914 0,281148 0,386101 0,41139 0,342369 8,3597
FIBI0 0,011902 0,005503 0,009390 0,010310 0,012347 #0095
FIBI11 0,016844 0,008107 0,013740 0,022522 0,023837 80159
FIB12 0,011059 0,014301 0,011902 0,017709 0,015443 8.0139
FIB13 0,000438 0,007141 0,009676 0,010589 0,014206 8.6097
FIB14 0,593982 0,697238 0,6244%0 0,550071 0,708977 0.6328
FIBIS 0,283978 0,196683 0,218133 0,445716 0,234760 80,2637
FIB16 0,572560 0,423%41 0,544589 0414147 0,528466 §.4923
FIB1?7 0,720813 0,990033 0,877696 0,860833 0,983443 §,0050
FIBI18 0,514536 0,504330 0,533786 0,590028 0,467047 85204
FIB19 1,00E+00 1,00E+00 1,00E+00 1,00E+00 1,00E«00 1,0008
FI1B20 0,399211 0,316002 0,283978 0,441273 0,349298 89,3535

M<1.5 0513 0664 0.432 0.523 0.475

Vandesompele et al., Genome Biology, 2002,
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Wybor genu referencyjnego

Ewentaulanie...

e Zaufac¢ opublikowanym danym, np. dla komorek
ludzkich: GAPDH, albumina, aktyny, tubuliny,
cyklofilina, mikroglobuliny, 18S lub 28S rRNA...
choc¢ ryzykowne

e np. http://www.rtprimerdb.orq/

e lub wykorzysta¢ komercyjne panele starterow
(mozliwe tylko dla niektorych organizmow
modelowych)
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http://www.rtprimerdb.org/

Projektowanie ukiadu
doswiadczenia




Akumulacja btedu

SD iRM4 — SDET + SDE)PCR
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2 schematy ukiadu doswiadczen

e Metoda ,,maksymalizacji prob”: jak najwiecej roznych
prob analizowanych w tej samej reakcji. Czyli rozne
geny analizowane w roznych reakcjach. (preferowana w
rutynowej pracy badawczej)

e Metoda ,,maksymalizacji genow"”: jak najwiecej roznych
par starterow w jednej reakcji. (preferowana w
komercyjnych zestawach diagnostycznych)

e Bez wzgledu na wybor metody nalezy stosowac IRC

Hellemans et al., Genome Biology, 2007,
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Ile powtorzen biologicznych, RT, qPCR?

A P |
QpCRHH A\ YA\

2S%O,P"+S%-‘(Sqrzs .

Ref: Stahlberg et al. Properties of the reverse transcription reaction in mRNA
quantification Clin Chem 2004;50:3

e=1(

&;

TATAA Biocenter
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Optymalizacja
reakcji qPCR




Optymalizacja reakcji gPCR

e Optymalizacja warunkow reakcji: stezen dNTP, Mg2+,
starterow, SYBR Green - obecnie trudna bo wiekszos¢
,mix’ow"” jest ,,gotowa do uzycia” i 2X stezona.

e Optymalizacja programu: temperatury i czasu przytaqczania
starterow i syntezy.

e PCR 4-stopniowy (pomiar fluorescencji SYBR Green pow.
Tm dla produktu) lub 2-stopniowy (tylko 95i 72°C -
wspolna temp. przylaczania starterow i syntezy)

e PCR ,touch-down”, Taq Pol typu ,,hot-start”

e Najszybciej optymalizowac przez przeprojektowanie
oligonukletodoéw
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ROZNICA Tm STARTEROW: PRZEWIDZIANA
A WYZNACZONA DOSWIADCZALNIE

T T &
j Ody .................. ...--.‘ ............................

5]
P2()trcccccccccna ®-- - 8- ..-..’. ------------------
1 04® ... . [ B e e i e

0.0+—e l s
3 ~ ~ m{ Primer Express)

= B 4 [ e S SRR R SRS e - - ———-
D Nteeee-- .. ......... ‘. cocevesmwscssns ... .................

ATm

A QFeccercnccnnnansnscnnsa wollliooreeveonsnnersunsmrennaomun

40¢ ....... .., ..........................................

Source: ABI User Bulletin 6 ABI PRISM® Sequence Detection System

LA A Birocenter
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Podsumowanie
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Nalezy trzymac sie standardow!!!

Clintcal Chemistry 55:4 SpeCial Report

611-622 (2009)

The MIQE Guidelines:
Minimum Information for Publication of Quantitative
Real-Time PCR Experiments

Stephen A. Bustin,'” Vladimir Benes,? Jeremy A. Garson,”* Jan Hellemans,” Jim Huggett,®
Mikael Kubista,”-® Reinhold Mueller,” Tania Nolan,'® Michael W. Pfaffl,"' Gregory L. Shipley,'?
Jo Vandesompele,” and Carl T. Wittwer'*'*

http://www.gene-quantification.de/miqe.html

Methods 50 (2010) 51-55

Contants liste avadable at ScienceDirect

Methods

journal homepage: www.elsevier.com/locate/ymeth

Mini-review
A practical approach to RT-qPCR—Publishing data that conform to the MIQE

guidelines ™™™
Sean Taylor, Michael Wakem, Greg Dijkman, Marwan Alsarraj, Marie Nguyen -

fb-Rad [nboromries e Herrubes CA 948547 114
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www.Gene-Quantification.info

' GREEN SYBR® reagents

JGene-Quantification.info
The Refarence In qPCR - Academlc & Industrial Information Platform
The Gens Qunbbcabon page descobes amd surmmanses all techncal aspects mobnd i quanbtales gene expression analysis wsing realtime gPCH & Gr\‘:’
# fnup|  gRT-PCR. i presents a lot of pew and innovative gPCR apglications, chemisties, methods, ahgorithms, MIOE and OC strategies. cyclers, kits, dyes, analysis e g‘ke
mailing list methods, evenls, and seraces mmokbed. Commencial and acaderme ivstdubons can present thew gPCH tools nght bere on our gHPCH plallorm. Please biowse ow
+] HE . [
EHARE & I Gaogla Samch |
HEWS & MIGE & API's Evolution / Onbng transkation £ 284 poral F MIGE - press review ... UPDATE ! statstics e B G AL
InfoPartal Erctacols / Methods / Databases / Alets / Dooks / gBooks / Fonums / gPCR qroups
qP'CR & Webinars real-time PCR 7 Ivteresting reviews / TALKs ¢ Webinars { Podzast ( MulsiMedia
(uantilication sralogy Quanlsheation siradeges m gl T PCR. absolule Suantification & pelatne Quantiicadio : i
Hormallsation ET-gPCR normalisation sirategies & microRNA - Genorm Destiesper RefGenes NCW ﬁe?t
Uiptimisation Oplrwsatan of rectaon selup & gPCR procedum F BIGE { EomecBecomces & Algonlhms tl }
Dicinformatics & Downloads data analysis ghace QPCR algorithms clustenng oFCR siatistics LinFlegPCR h
HEW downloads! REST ... main page REST - 2005 RefCenes GenEx 534 . NEW VERSION Working with
EHA intarfaranca SiRNS saRhA microRtls & microRflA normalisstion midren MEW you o meel
Events & e Seminars eConference O swee  Bec gPCR 2010 qPCR 2011 In PRAGUE gPCR 2011 your gools
Foad vorur QPCR Anay & digital PCR - gPGH ary apphcatons, dati analysis & pormileistion, goisyse sollwire digital PER o P o orclily
canes ol Cyclars & Robots real-time PCR hardware: Cyclers ... UPDATE [ gPCR mpbotics = Commmimasi
GanaClobal RHA R K] & KHA QL s ansenpbon § mENA ansonpt analess 1 RNA QU X HNA ¢ NA fnlearity _"""h'li il
Dyes & HEM dyes detection dyes, probes. and chemistnes in realtime PCR/MEMdyes |
Yok o Maolecular Physiology CHa HAEM CHY microRNA siRMNA saRNA BNAT digital PCR single-cell gPCR s |
rlasar Laak aPCR Cificiency determination of real-time gPGR officiency by various mathods .. now papoers | -
Chips & Lab-on.Chip verification of gRT-PCR wa cONA array and microarray Lab-on-Chip PCR & qPCR
qPCH applicalions cunulating mucloe aculs = CHA single-cell handhng  singhe-coll gPCH HEM  digilal PCH
QRT-PCR applications microBNA  Copy Humber Varants BHA intederence siRNA small actvating RNA (zaRMA)

i Phesnmifidene
.8, {'ulnrﬁ': Dt high quiality r Superior pssay performance o
¥ mwo operon .p,-_:.,:m, Lﬂﬂlﬂ Stﬂlmrifﬂyh with -:uﬂuqu{R probes ﬁ

i qPCR News . .. ... . > e

15 spansored by CQLAGEN

qPCR platferm panlcipating companies: aPCR platdform paricipoating companies in alphabetlcal order
Roche Applled Sclence - PCR Workflow System
HilH i i (PR ilication.i S up your warkllow o spend less Gme ppetlng and mone Gme adsancing yow
rasearch
m Eurﬂgﬂ“tf{‘: Euragentec gene-quantlfication fnfo Eurogentec - Your one-stop-shop Real-Time PCR supplier
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PODSUMOWANIE

e qPCR to bardzo wydajna, szybka i dokiadna
metoda kwantyfikacji kwasow
nukleinowych

e Umozliwia nisko i Srednioprzepustowe
badania ekspresji genow

e Oparta o detekcje DNA barwnikami
fluorescyncyjnymi w czasie rzeczywistym
reakcji

e (1+E)™ czyli 2" jezeli E=100% (224¢t)

e Bardzo istotona kontrola jakosci
wykonania | poprawne zaprojektowanie
eksperymentul!!!
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Dziekuje za uwage
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Suplement 1- przyktady
zastosowania qPCR




ACti n Q PC R Za: David Barras
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qPCR z zawartosci pojedynczej komorki
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Figure 1. Histograms showing the expression levels of 96 cells express-
ing ActB in logarithmic and linear scale (inset). Logarithms of transcript
levels are mean-centered for the two glucose concentrations. Solid line
describes lognormal distribution centered on the geometric mean (2.06)
of the ActB expression levels. Inset shows histogram of the expression
levels in linear scale.

Bengtsson M, Stahlberg A, Rorsman P, Kubista M.
Genome Res. 2005 Oct;15(10):1388-92.




Digital PCR - dPCR

Q000 MR
0000
- O000
) OOO @ positive reactions

" S e R
O negative reactions

sample partitioned absolute
into many reactions quantification

Absolute Quantification Absolute Quantification
(Digital PCR Method) {Standard Curve Method)
In absolute quantification using the Standard Curve Method, you
guantitate unknowns based on a known guantity. First you create a

standard curve; then you compare unknowns to the standard curve
and extrapolate a value.

In absolute guantification using Digital PCR, no known standards
Overview are needed. The target of interest can be directly quantified with
precision determined by number of digital PCR replicates.

Quantify copies of rare allele present in heterogenous mixtures.

Count the number of cell eguivalents in sample by targeting
Example genomic DNA. Correlating viral copy number with a disease state.

Determine absolute number of viral copies present in a given
sample without reference to a standard.

Molekularne techniki analizy RNA 2019
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dPCR - przykiadowe, dostepne platformy

Biorad QX200 Fluidigm Biomark HD
Mozliwe przygotowanie 1-8 prob jednoczesnie (takze masowy qPCR!)
Do 20 000 reakcji / prébe Od 2 304 do 36 960 niezaleznych
. . fp L. reakcji
Mozliwe odczytanie do 96 préb jednoczesnie (np. uklady 48x48, 192x24, 48x770)

PCR DNA
in droplets

Read and
analyze results

Molekularne techniki analizy RNA 2019 http://digital-pcr.gene-quantification.info/



Immuno-qPCR
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aribody l E E Ij s ke
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13
A,Immuno-PCR

T. Sano, C.L. Smith, C.R. Cantor, Immuno-PCR: very sensitive antigen detection
by means of specific antibody-DNA conjugates, Science 258 (1992), 120-122

Za: M. Niemeyer; gPCR 2007
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Analiza wysokorozdzielczych krzywych
topnienia

Amplicon melting

hat

HHHHHHHH

Differentiation by
melting curve shape

Za Roche
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Analiza HRM = High Resolution Melting

« Zamiast SYBR Green barwniki SATURUJACE
DNAI!!!

 Rozdzielczos¢ do 50 pomiarow / 1°C
 Amplikony roznej diugosci
 Wydajnosc¢ nie ma znaczenia: analiza end-point!

« Standaryzacja stezen matrycy mniej istotna
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Analiza HRM = High Resolution Melting
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Suplement 2 -
wykorzystanie qPCR do
analizy statusu metylacji
chromatyny




Metylacja DNA wycisza transkrypcje

A B

H2  DNA methyi- NH, Methylated DNA
transferases N CHj3 '
0T N o'J\N
N\ N\
5-CpG-3 Unmethylated i b
3.—GpC-s. \MJ]
C transcripnon

’ ® ® 999 'Normal'DNA
OGO M:‘J‘M
I_.

,” ,’ ’ Methylated CpG site
/ﬂ J\www J\wm Cancer DNA

X

http://philos.biol.mun.ca
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Traktowanie DNA dwusiarczkiem sodu

 Dwusiarczek sodu zmienia CYTOZYNE w URACYL
* Nie modyfikuje metylowanej CYTOZYNY
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Wady:
- niewydajna konwersja
- degradacja DNA

g-methylcytosine
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Traktowanie DNA dwusiarczkiem sodu

Allele 1 (methylated) Allele 2 (unmethylated)

Im
---ACTCCACGG---TCCATCGCT—-- ~--ACTCCACGG---TCCATCGCT---
~=~TGAGGTGCC-~~AGGTAGCGA-~~ ~—-TGAGGTGCC---AGGTAGCGA-—--

Bisulfite treament
Alkylation

Spontaneous denaturation '
——-AUTUUAUGG---TUUATCGUT--- ~--AUTUUAUGG---TUUATUGUT--~-
~—-TGAGGTGU——-AGCTAGCGA——~ ---TGAGGTGUU---AGGTAGUGA---

\/

Non-methylation-specific PCR
Methylation-specific PCR

:

Differentiation of bisulfite-generated polymorphisms
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Analizy Met-DNA

Bisulfite-specific primers

—==TAAN -
—==TAA - = T
-
——TAAL - m —=TAAL -
3/ -—-AUTUUAUGG---TUUATCGUT--5" 3’ --AUTUUACGG---TUUATUGUT--5"
——— e
PCR

5/ --TAAAATGCC---ARATAGCAA--3' 5/ --TAAAATGCC---AAATAACAA--3'

3! =-ATTTTATGG---TTTATCGTT-~5" 3! --ATTTTATGG---TTTATTGTT~~5"
Sequencing CpG site-specifi In vitro transcription
primers pﬁm p sstiction Non-denaturing RNaseA

digest gel
Direct sequencing MS-SnuPE HRM  COBRA MS-ssca Base-specific cleavage
Pyrosequencing MALDI-TOF

Za: Wikipedia, Bisulfite sequencing
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Analizy Met-DNA

Methylation-specific primers

—_—

<+GCAA--~
/ *FCM—_— \
— -
--=AlUTUUAUGG---TL AT”“G U st *---A JITUUACGG---TUUATUGUT---
- GCARA——-
PCR
i v b Wk o2 b 2 il b e T Sy e ] g
---TARAATGCC---AAATAGCAA--- Ne pragduct
Gel electmphnresisl Real-time Heat/melting curve
detection
MSP MethyLight Mc-MSP

ConLight-MSP
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Analiza statusu metylacji za pomocg wysokorozdzielczych
krzywych topnienia czyli MS-HRM
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PROTOCOL Methylation-sensitive high resolution melting
Methylation-sensitive high-resolution melting (MS-HRM): a new approach for sensitive and

high-throughput assessment of methylation
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