Real — Time PCR



RT-PCR

Do czego uzywamy RT-PCR?
- Jak dziata RT-PCR?



Czes¢ 1 Co to jest RT-PCR i do czego
jest wykorzystywany




Czym jest RT-PCR

Reakcja tancuchowej polimeryzacji (PCR)
jest procesem namnazania specyficznych
fragmentow DNA

Real-Time PCR jest wyspecjalizowang
technika, ktora pozwala na obserwowanie
postepow reakcji w czasie rzeczywistym

RT-PCR pozwala na okreslenie
poczatkowego stezenia DNA w prébce



Do czego wykorzystujemy RT-PCR

Real-Time PCR stat sie kamieniem wegielnym biologii molekularnej:

« Analiza ekspresji genéw

— Badania precesow nowotworzenia

— Badania wptywu lekéw

— Badanie infekcji patogenow
 Diagnostyka

— Okreslenie porazenia patogenem
« Badania zywnosci

— Obecnos¢ GMO w zywnosci
« Hodowla Roslin i zwierzat

— Okreslenie kopi genu

— Genotypowanie



Real-Time PCR — Analiza ekspresiji
genow

Przyktad: MYB24 analiza ekspresji

MYB24 jest czynnikiem transkrypcyjnym
MYB 24 kontroluje ekspresje genéw syntezy flawonoidéw

W celu monitorowaniaekspresjiczynnikaMYB24 wykorzystano

technike RT-PCR
DNA
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Real-Time PCR — kontrola porazenia
patogenem
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Przyktad: zakazenie wirusowe

Podjecie zabiegéw ochronnych
czesto zalezy od stopnia porazenia
roslin

Real-Time PCR pozwala na mierzenie
ilosci RNA wirusa w roslinie

Virus

RNA



Real-Time PCR — badanie zywnosci

Przyktad: okreslenie zawartosci GMO
W ZYyWnOScCi

Okreslenie % zawartosci GMO w
produktach zywnosciowych
(znaczenie ze wzgledu na przepisy
prawne, import eksport EU/USA)

Osrodki kontrolujgce uzywajg Real-
Time PCR do okreslenia stosunku
transgenu w odniesieniu do
,dzikiego” DNA.

) Nasiona

Dzikie DNA

GMO DNA



Jak dziata RT-PCR?

Fluorescence
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Jak dziata RT-PCR?

* Przypomnijmy standardowy PCR....



PCR
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Powtarzanie



PCR
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RT-PCR

 Wyobrazmy sobie probowke PCR po 25
cyklach...




Co znajduje sie w probowce w
25 cyklu?

Mieszanina nukleotydow,
starterow, amplikonow,
enzymow itp..

Mamy 1,000,000 kopii
amplikonu w tym momencie



RT-PCR

Co zawierata nasza probowkaw 24 cyklu?
Sktad byt niemal identyczny z tg réznicg, ze
byto tylko 500,000 kopi amplikonu.
Aw 237

Prawie to samo, tylko 250,000 kopi
amplikonu.

Acow22?
Mniej wiecej to sam. 125,000 kopi
amplikonu.




RT-PCR

 Gdybysmy wykresliliilos¢ amplikonu
od poczatku reakcji do cyklu 25 wykres

wygladatby tak: “




RT-PCR

Jestesmy w 25 cyklu z 1,000,000
kopiami amplikonu.

Jak bedzie wygladata nasza
probowka w 26 cyklu?
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RT-PCR

Co bedzie w cyklu 26?

Prawdopodobnie bedzie 2,000,000 amplikondw.
Aw 277

moze 4,000,000 amplikonow.
A w cyklu 200?

W teorii 1,000,000,000,000,000,000,000,000,000,000,000,000,000,000,000,000,000,000,000
amplikonow...

Or 10735 tonof DNA...
Zeby fatwiej wyobrazi¢ sobie t3 liczbe to jest masa 10 milionéw planet wielkosci ziemi !!!!




RT-PCR

Stos DNA wielkosci 10 milionow
planet nie koniecznie zmiescitby
sie w probowce do PCR.

W praktyce w reakcji fancuchowej w
raz z wzrostem stezenia amplikonu
| spadkeim stezenia starterow,
polimerazie coraz trudniej znalez¢
jest startery przyczepione do
matrycy

Wzrost wyktadniczy nie trwa
wiecznie!




RT-PCR

+ Jezeli narysujemy wykres ilosci DNA po
25 cyklu zobaczymy, ze wyglada on

miej wiecej tak:
pe
/




RT-PCR

« Jak to wszystko moze by¢ uzyteczne
do mierzenia stezenia DNA??




RT-PCR

Wyobraz sobie, ze zaczynaszz probéwkaz 4
razy mniejszgiloscig DNA niz ja. Wyobraz
sobie nasze prébowkiw 25 cyklu i kilka
cykli wczesniej

T “ -

Cykl Ty
23 250,000 1,000,000
24 500,000 2,000,000

25 1,000,000 | 4,000,000 |+—




RT-PCR

Jezeli zaczales z 4 razy wiekszg iloscig DNA
osiagniesz liczbe 1 000 000 kopi amplikonu 2
cykle wczesniej ode mnie
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RT-PCR

Co jesli zaczniesz z
iloscig DNA 8 razy
mniejszg ode mnie”?

Cykl 25
Cykl Ja Ty
25 1,000,000 125,000
26 2,000,000 250,000
27 4,000,000 500,000
28 8,000,000 1,000,000




RT-PCR

Co jezeli zaczniesz
z 8 razy mniejsza
ilosciag DNA?

Masz tylko 125 000 _.
kopili w cyklu 25

A liczbe 1 000 000 -
kopil uzyskasz w ==
cyklu 28, 3 cykle =
pozniej niz ja




“Ct Value” — wartos¢
cyklu w ktorej ilosé s 1 Ct Values: /////f
kopi osiaga arbirtalng =~ =~
wczesniej ustalona
wartos¢ np. 100 000

Ct values jest
bezposredni zwigzana
z poczatkowq iloscia
DNA formulia:

llo§¢ = 2"




RT-PCR

Jest bezposrednia zaleznos¢ pomiedzy iloscig DNA a wartoscia Ct
value.

lloS$EéDNA = 2 Cycle Number

Copy Number vs. C, - Standard Curve

\
\
y = -3.3192x + 39.772
\ R°= 0.9967

T~
T~

Log of copy number (10")



Jak mierzymy ilos¢ DNA w reakcji PCR?

Uzywamy odczynnikow, ktore swieca
fluorescencyjnie w obecnosci DNA

Bromek etydyny i SYBR Green s3a przykiadami
takich substancji

kacza sie z dwuniciowym DNA | emituja
fluorescencje pod wptywem swiatta UV

SYBR Green jest bardziej czutu od bromku
etydyny



Jak mierzymy ilos¢ DNA
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Powtarzamy cykl



Jam mierzymy ilos¢ DNA

e Z kazdym cyklem rosnie ilos¢ DNA wiec rosnie
sita fluorescencji (wiecej barwnika taczy sie z
dwuniciowym DNA



