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Real-Time PCR — PCR ilosciowy — gPCR

« PCR w czasie rzeczywistym

* metoda stanowigca rozwiniecie ) -
konwencjonalnego PCR F — —
« wykorzystuje techniki =
fluorescencyjne
« pozwala na monitorowanie ilosci
produktu reakcji w kazdym cyklu
cycles

prowadzonej reakcji PCR

high concentration /
high efficiency

high concentration /
low efficiency

low concentration /
high efficiency
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Real-Time PCR to:
"Oglgdanie PCR-u w czasie jego trwania”

Proces ten mozemy ogladac dzieki:
fluorescencji znakowanego DNA
instrumentom odczytujgcym fluorescencje

Detekcja amplifikacji poprzez pomiar
fluorescencji w kazdym cyklu reakcji PCR

Analiza komputerowa liniowej zaleznosci
cykl/fluorescencja w czasie
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Metody wykrywania amplikonu

Znakowanie amplikonu

SYBR-Green (barwnik interkalujacy
do DNA)

EVA-Green
LUX™ starter

Wykrywanie amplikonu z
uzyciem znakowanych sond
Sondy Tag Man

Sondy hybrydyzacyjne
Molecular beacons
Sondy Scorpion

TagMan probe ‘
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Real Time PCR — barwniki interkalujgce

« SYBR Green
 EVA Green
* Interkalacja do dwuniciowego DNA

« Emitowana fluorescencja jest proporcjonalna
do liczby zamplifikowanych czgsteczek i
rosnie w kazdym cyklu

« Konieczne okreslenie specyficznosci reakcji .

przez analize krzywej topnienia produktu o PR AR AR =
emib e SO

Mozliwos¢ wigzania barwnikdw z nieswoistymig =t | s L J L
produktami PCR (dimery starterow, produkty gl -
nieswoiste] amplifikacji), - btedna mterpretaqa gRESikS (ESSenRmEEERnsaeassana s ssssansaea -

B2 54 B6 58 B0 B2 64 66 68 70 72 74 76 78 BO B2 B4 BE B8 90 02 04 96

Wyn I kOW rea kCJ I Temperature, Celsius

[




2 Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — Panstwowy Instytut Badawczy (IHAR-PIB)

Zasada dziatania sond Tagman

« 20-40 pz
e vl--*.- o 40-60% GC
Denature « Brak powtorzonych
PLLLL e prrrrr gl sekwencji,
identycznych
T oo T Tt Awnoes nukleotydow GGGG,
« Brak hybrydyzacji ze
M starterami,

@ e « Bez G na koncu 5’

| | Extend II'

 5°C Tm>od starterow



Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — Panstwowy Instytut Badawczy (IHAR-PIB)

* Pozytywny wynik reakcji przedstawiony jako
wykres zmian w intensywnosci fluorescenciji
poszczegolnych fluoroforow.

« Dwa barwniki zwigzane z sondg TagMan to np. 2 JER—
6-karboksyfluoresceina (FAM) i 6-karboksy- ey e AN
tetrametyl-rodamina (TAMRA). Pozytywny - 45----------&;;;
wynik reakcji obrazowany jest przez wzrost g300 e :
intensywnosci fluorescencji FAM i spadku - mﬂ______________________:_‘::-H‘::"
intensywnosci fluorescencji TAMRA. E ‘

« Pasywny barwnik referencyjny np. ROX- $ “””--..--------------------------__________‘::::__f:’lif-‘i'-*i‘fé
barwnik bedgcy wewnetrznym odnosnikiem w s o BACKGROUND
reakcji, stosowany do normalizacji i porownania |= =%°

z barwnikiem reporterowym, w celu korekty
btedow wynikajgcych z pipetowania czy
zmiennych stezen probek



Krzywa amplifikacji PCR Przebieg krzywej amplifikacji
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numer cyklu Faza powielania DNA Numer cyklu

-1 ponizej progu detekdji
Ciesielska i Sikorski, 2008

1. Powielanie DNA ponizej progu detekcji
C+- wartosc¢ cyklu przy ktérym fluorescencja 2. Faza logarytmiczna - w warunkach idealnych dochodzi do
przekracza ustalong linie graniczng podwajania sie liczby kopii DNA w kazdym cykiu,

3. Faza przejsciowa - obserwuje sie hamujgcy wptyw
niedoboru polimerazy, starteréw oraz nagromadzonych
produktow PCR, przez co amplifikacja stopniowo staje sie
coraz mniej efektywna,

Faza koncowa - plateau, w ktorej nie dochodzi juz do

powielania DNA.

Baseline —linia bazowa, linia podstawowa —
poziom szumow w pierwszych cyklach, bez
wyraznych zmian fluorescencji (zazwyczaj 5- 4
20 cykli, ustalana dla kazdej probki) '
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llosSciowe oznaczanie GMO

* Rdéznica w amplifikacii
sekwencji specyficznej dla
GMO i endogennego genu
referencyjnego- podstawg
do obliczenia zawartosci
GMO w prébce

Gen

: / GMO
referencyjny

/ o * Porownanie do amplifikacji
e e R materiatu referencyjnego
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llosSciowe oznaczanie GMO

* powielane sg specyficzne sekwencje
transgeniczne, a ich ilosC okreslana
jest w stosunku do endogennego genu
referencyjnego okreslajgcego
catkowitg ilos¢ DNA w probce

gmDNA
referencynyDNA

%GMO = x100

« system wymaga starterow
specyficznych dla transgenu |
starterow gatunkowo-specyficznych
komplementarnych do endogennego
genu referencyjnego
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Geny referencyjne w
analizach GMO

gatunkowo —specyficzne

pojedyncze kopie w genomie
haploidalnym

reprezentatywne dla réznych
linii tego samego gatunku

podczas analizy powielane
jak GMO
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Wyznaczanie zawartosci GMO w probie

1. Metoda krzywe| standardowej

Wynik ilosciowy otrzymuje sie dzieki wyznaczeniu
Krzywe] standardowej

« wymagane jest zastosowanie seryjnych rozcienczen

standardu DNA o znanej liczbie czgstek (dwie krzywe -dla
GMO i genu referencyjnego)

« zastosowanie izolatdw DNA z r6znych CRMéw — jedna
krzywa standardowa, metoda ACt

2. Oznaczenie ilosciowe wzgledne - metoda
porownawcza AACt
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Dwie oddzielne krzywe standardowe:
dla genu referencyjnego | dla transgenu

(wyliczenie ilosci specyficznych sekwencji GMO i referencyjnych sekwencji endogennych)

=-31475% + 36 828 ]
' R0,9807 = RRS Detection y=-31911x + 39,439
3500 S RA0,3988 =
| 40,00
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2500

20,00

20,00

log copy numhbers log copy numbers

liczba sekwencji GMO w genomie haploidalnym

liczba sekwencji endogennego genu referencyjnego
w genomie haploidalnym

X 100%

%GMO =

Im bardziej zblizone
sg efektywnosci 2
esejow (GMO i
Ref), a ich wartosci
blizsze sg 1, tym
wiarygodniejsze
beda wyniki
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Krzywa standardowa wartosci (AC,), powstaje
przez zastosowanie serii probek o roznych
znanych zawartosciach GMO (IRMM)

18,00 * Im bardziej zblizone sg
16.00 efektywnosci 2 esejow (GMO i
100 Ref), a ich wartosci blizsze sg
c ACt —>\ 1, tym wiarygodniejsze bedag
> 12,00 +— : wyniki!
<§f. 10,00 | \‘ ®  GM Soy Ref. Stds. ) ] )
pry Log. (6M Soy Ref. Stds) « A Ct pozostaje niezmienna,
g 800 | gdZ|e A CT = CTgenu referencyjnego CTGMO
6,00 i . .
* Optymalne nachylenie krzywej
4,00 ' (slope = -3,3 do -3,4)
2,00
0,00 T T
0,01 0,10 1,00 10,00

%GM
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Metoda AAC,

wzgledem materiatu odniesienia np. 1%
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MATERIALY REFERENCY)NE

Homogenicznos¢
Odpowiednia stabilnos¢

Zapewniona okreslona

homogenicznosc i stabilnosc

Okreslanie precyzji metod
Rozwdj nowych metod

Charakterystyka materiatu

Dodatkowe badania

Dotaczone informacje

Zastosowanie

CERTYFIKOWANE MATERIALY

REFERENCY)NE

Homogenicznos¢
Odpowiednia stabilnos¢

Metrologicznie wyznaczona
potwierdzona na certyfikacie okreslona
zawartos¢ gm w materiale

Stwierdzona okreslona homogennosc¢ i
stabilnos¢
Wiasciwosc wartosci CRM
potwierdzona odpowiednim system
referencyjnym
Okreslone zastosowanie

Kalibracje
Walidacje metod
Zapewnienie i kontrola jakosci badan
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Zygotycznos¢ GM kukurydzy

Biorgc pod uwage tylko zarodek i endosperm Endoreduplikacja w tkankach
(97% DNA) w zaleznosci od pochodzenia allelu  zjarniaka
transgenicznego mamy 3/5 lub 2/5 liczby kopii

transgenu w ziarniaku kukurydzy.

Okrywa nasienna

(3% DNA) - allel transgeniczny
Endosperm Q & - allel typu dzikiego
(49% DNA)

Zarodek
(48% DNA)

toam || diploid  triploid endosporm

. s o o®
|. Taverniers, 2005 J. Zeletal,2012 ;533 ;:0%9%% =



Przeliczenie jednostek hge/mass

* % GM [mass] = % GM [hge]/zygotycznosc
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gdy:
* % GM [hge] = 0,06%
to:
Sample Zygosity Zygosity ket | Yo GM (Mass)
market 100% Male GM hybrid 0.4 0.15%
market 100% Female GM hybrid 0.6 0.10%
market 100% Homozygous | 0.06%
Expert Opinion hybrid feed maize 0.5 0.12%
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Problemy Real time PCR

* Niewyktadnicza amplifikacja w poczatkowych cyklach

« Mata liczba kopii sekwencji docelowej w probce-

trudnosci z wykryciem

» Wydajnosc¢ reakcji dla sekwencji szukanej inna niz dla

genu referencyjnego
* Niezoptymalizowana metoda, wadliwy gen referencyjny

* Inhibitory reakcji w probkach
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Cyfrowy PCR — digital PCR

* Digital PCR: przetozenie danych Obliczenie wynikow- rozktad dwumianowy
wyktadniczych (analogowe) na sygnaty
cyfrowe (0/1)

M- liczba kopii w probce

* Trawienie DNA enzymem restrykcyjnym log(1--—) .
przed reakcjg PCRy yreyiny M = C H- liczba pozytywnych sygnatow
_ . _ _ o a( 1 1 amplifikacji w panelu
* Macierz: 12 panell, kazda PO 765 czescl Og( - E) C- catkowita liczba czesci w panelu (765)

* Objetos¢ reakcji 6 nl (4,6 pl na panel)

&
E 012

0.08

0.00
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PCR cyfrowy — droplet digital PCR

« Sondy fluorescencyjne lub S
barwnik EvaGreen o j

» Analiza end-point

- Obliczenie liczby kopii o
szukanej sekwencji w ' = € i ropiets
probce- rozktad Poissona

* Zawartos¢ GMO= liczba - - R
kOpII szukanej o 0.0t 457 17 0 037 oA S ULTIONGBZTL o e 5 10 analyze results ;
sekwenciji/liczba kopii Li &
genu referencyjnego - -

Ch1 Amplitude
@

0 50000 100000 150000 200000 250000 300000 350000
Event Number
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Digital PCR — zalety | wady

Oznaczenie ilosciowe, jednostka: % kopii GM DNA w
przeliczeniu na genom haploidalny

Obliczenie bezposrednie, brak koniecznosci stosowania
materiatow referencyjnych

Wysoka wartos¢ metrologiczna oznaczenia
Zastosowanie do analiz GMO

Zastosowanie do walidowania materiatow referencyjnych w
odniesieniu do liczby kopii DNA

Zastosowanie do oznaczania liczby kopii genow w genomie
Specjalny sprzet i oprogramowanie, wysokie koszty
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Dziekuje za uwage

Magdalena Zurawska-Zajfert

tel. 22 733 45 26 lub 22 733 45 00 wew. 319
e-mail: m.zurawska@ihar.edu.pl




