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REAL-TIME PCR

VI. Aplikace qRT-PCR



Aplikace

1. Detekce DNA

- Diagnoéza infekénich onemocnéni (pFritomnost patogend v krvi, séru, plazmé ...)
- Sledovani minimalni rezidualni nemoci

- Detekce patogenu v potravinach a v zivotnim prostredi

-  Detekce GMO

- Autenticita potravin

2. Detekce RNA
- Minimalni rezidualni onemocnéni
(Her2 — karcinom prsu, Bcr-Abl — CML, ELAVL-4 — neuroblastom)
- Detekce RNA vir(
- Diagndza nadorovych onemocnéni (PSA — karcinom prostaty)
- Validace microarray experimentu

3. Detekce SNP a alelicka diskriminace
4. High Resolution Melting Analysis

5. Kvantifikace mnozstvi (konkrétnich) proteinu




Aplikace

Aplikace v klinické mikrobiologii

Diagndza - rychla, citliva a pfesna determinace patogenu

Klasické kultivacni metody — ¢asové narocné (24-48hod), nizka citlivost, omezené
spektrum druhu

gRT-PCR — napf. geny kodujici 23S rRNA nebo 16S rRNA

Rutinni diagnostika
- Helicobacter pylori, Chlamydia pneumoniae, Streptococcus pneumonieae

Monitoring zneuzitelnych druht - biodefense
- Yersinia pestis, Bacillus anthracis

Vyzkum — testovani antibiotik — multidrug resistant strains
(analyza bodovych mutaci v genech zodpovédnych za metablismus ATB)
- Mycobacterium tuberculosis, Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus

Houbova a parazitarni onemocnéni
- Aspergillus fumigatus, Candida sp.
- Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, Cryptosporidium parvum




Aplikace

Aplikace v klinické mikrobiologii

Priklad protokolu:
Detekce Prevotella intermedia

Stér z ust
Resupendovat stér v 1xPBS
Vortex 30s, cfg. 20min/15 000g

|zolovat bakterialni DNA ze
supernatantu

Navrh primer 0 (Primer Express) — oblast 16S rDNA
Napf.:

Forward: 5’-AATACCCGATGTTGTCCACA-3’
Reverse: 5’-TTAGCCGGTCCTTATTCGAA-3’

Reakéni smés

2x SYBR green Master Mix (Applied Biosystems)
Forward primer (10uM)

Reverse primer (10uM)

PCR grade H,O

Vzorek DNA nebo standard

PCR
26,0ul 95T 1min
2,0ul
2,0l 95T 155 40X
15,0pl 60C 1min
5,0ul
Disociacni kfivka — 60-95C




Aplikace

Aplikace v klinicke virologii

Typizace virl (napf. chfipka)

- nepfitomnost signalu - variabilita v sekvencich/faleSné negativni vysledky
- Hydrolyzaéni (TagMan) i hybridizaéni sondy

Kvantifikace — virovy titr

- napf. hepatitida B/C, HIV, EB, cytomegalovirus atd.

- Transplantace
Detekcni limity — genomové ekvivalenty (ge)

- End-point analyza — detekéni limit 5x10! ge; dynamicky rozsah 101-10% ge

- Hybridizaéni analyzy - detekéni limit 2x10! ge; dynamicky rozsah 10!-10% ge

Inter- a intra assay variabilita >40%
- gRT-PCR - detekéni limit 1x10! ge; dynamicky rozsah 101-108 ge
Inter- a intra assay variabilita <5-10%

Interni amplifikaéni kontrola

- Paralelni PCR znameého standardu

- Tzv. ,Spiking"“ vzorkd znamymi sekvencemi

- Paralelni analyza pfibuzného viru (napf. pro lidsky HSV - tuleni PhHV)




Aplikace

Aplikace v klinicke virologii

Priklad protokolu:

Detekce viru chripky (Influenza A) — 5’ nukledzova assay

Stér z nosohltanu
Resupendovat stér v 1xPBS
Vortex 30s,

Izolovat virovou RNA ze
supernatantu

Navrh primer U a sondy (Primer Express) — oblast M1
(influeznaA matrix gene)

Napfr.:

Forward: 5’-CTTCTAACCGAGGTCGAAACGTA-3’
Reverse: 5'-GGTGACAGGATTGGTCTTGTCTTTA-3’
Sonda: Fam-TCAGGCCCCCTCAAAGCCGAG-BHQ+

Reakéni smés — One Step PCR (Qiagen)
Qiagen One Step RT-PCR Enzyme Mix
Qiagen One Step RT-PCR Buffer (5x)
Qiagen One Step RT-PCR dNTP mix (10mM)
Forward primer (10uM)

Reverse primer (10uM)

Sonda (20uM)

PCR grade H,O

Vzorek DNA nebo standard

1,0ul
5,0ul
1,0ul
2,0ul
2,0ul
0,2ul
8,8ul
5,0ul

PCR

50C 20min (Reverzni transkripce)

95<C 15min (Aktivace polymerazy)

95¢C 15s 45X
60C 1min




Aplikace

Terénni gRT-PCR

- Detekce patogent mimo laboratof
- Komeréni specializovana reSeni
- ,Lab on chip”

http://www.rapidcycler.com/GSA/index.html

http://www.idahotec.com/BioDefense/

The Handheld
Advanced Nucleic
Acid Analyzer can
detect biclogical
pathogens in

the field.




Aplikace

Jednonukleotidové polymorfism SNP

- DNA sekvence liSici se v jediném nukleotidu

- Kodujici i nekédujici oblasti

- Za&ména nukleotidu nemusi nutné vést k zaméné AA
- Variabilita v odpovédi k patogenum, lé€iviim, atd.

- Senzitivita k onemocnénim

- http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/

Single Nucleotide Polymorphism

PubMed Nucleotide Protein Genome Structure PopSet Taxonomy OMIM Books SNP

Search for SNP on NCBI Reference Assembly |

|E|ﬁ:rr: | Go |

Search Entrez SMNP




Aplikace

SNP genotypizace

» Invader assay (Flap endonukleaza)

» Denaturacni gradientova gelova >
, _}.. [
elektroforéza — R
o, PCR amplification of location of MaOH wash and attachment
° Sekvenovar" interest with biotinylated primer to streptavidin
« SNP microarray l

| e
*
Invader assay in which probe complements -
the SNP resulting in fluroescene
FEN cleavage site . e
Flucrophore : . fi 4

Hybridization of PCR product with an allele
specific probe in the presences of a DMA
duplex binding fluorescence molecule

Invader assay in which probe mismatches at the SNP o
location preventing cleavage from occuring

no FEN cleavage site . . .
e
Flucrophore no cleavage and no fluorescence . e —
Quencher . .
i T, .

— [ L S

TGACGACG ACTGACGACG The temperature at which the DNA hybrid denatures and fluorescence is
ERANGCATE TEATTGTTET: CHRAGCACE TERECT GO TG
lost is recorded and compared between assays with different probes

Invader

Reference: Based on Olivier M.2005.The Invader assay for SNP genotyping.




Aplikace

SNP genotypizace

APEX (Arrayed primer extension) Tetra-primer based PCR
- 2D matice, oligonukleotidy imobilizované 5’koncem
- PCR produkt je hybridiziovan a prodlouzen DNA

e P1 P3_A
polymerazou — W,
DNA: G allele b
- Fluorescencné znacené terminatorové nukleotidy Ce=— —
P1 P3
— ﬁA
DNA: A allele ?
ca—
P4 P2
PCR

PCR product
Not allele specific

G allele specific

A allele specific

Gel electrophoresis

PCR product G/G homozygote G/A heterozygote A/A homozygote

Not allele specific — _—

G allele specific —

A allele specific




Aplikace

SNP genotypizace pomoci real-time PCR

Zejmeéna molekularni majaky a TagMan sondy

o
Forward Primer @ Probe @
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Legend

¥ Flusrescent Frobe © reporter

B Flusrescent Probe HGBS  Minor Groove Binder
@ Quencher | | Tag DNA Polymerase

e

Molecular Probe Target Sequence Emission of Fluorescence

End-point analyza
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I." l#

& Both

Allele X [SNP Allele 1)

@ AlleleY
| NTC

: r"
£

-
(]

u;\;-"




Aplikace

Analyza kfivek teplot tani
= High resolution melting analysis

Analyza komplexnich sekvenci
PostPCR analyza

Snadna analyza neznamych sekvenci
Sledovani disociace fetézcu DNA v

zavislosti na teploté

B. Normalized Melting Curves
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Aplikace

Analyza kfivek teplot tani
= High resolution melting analysis

VYHODA: CAS
Vyhody:
- Univerzalni primery pro oblast nesouci hledany
polymorfismus
- Jediny fluorofor (SYBR Green)
- ,High throughput®, automatizace

Aplikace:
- SNP, mutace - genotypizace
- Typizace mikroorganismu

Time (hours)

0 1 2| 3 4 ? 6
]
A B C D E F G
DNA prep PCR scan analysis cycle capillary analysis
sequencing electrophoresis
Y Y
No vanants detected Variants identified
» Report within 3 hrs » Report within 6 hrs

Erali M. et al. 2010. Methods 50(4):250-261




Aplikace

Priklad: Screening X-linked chronic granulomatous disease

(OMIM 300481)

Location of CYBE and amelogenin primers on X-linked chronic granulomatous disease
primer plates.

Sample 1  Sample 2 Sample 3  Sampled4 Sample5 Sample 6
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Ex  Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex
1 8 1 8 1 8 1 8 1 8 1 8
B Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex
2 9 2 9 2 9 2 9 2 9 2 9
C Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex
3 10 3 10 3 10 3 10 3 10 3 10
D Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex
4 11 4 11 4 11 4 11 4 11 4 11
E Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex
5 12 5 12 5 12 5 12 5 12 5 12
F Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex
G 13 ] 13 G 13 G 13 ] 13 G 13
G Ex Ex Ex Ex Ex Ex
7 7 7 7 7 7
H XY XY xY XY x xY
§
Qoar
&
%’ 0.2
E
2

13 exonu + amelogenin

alternativa; sekvenovani

exon 13
exon 1
exon 2

exon 4

exon 5

exon 7

Temperature (°C)




Aplikace

Wild Type Sequence Variant Sequence

iR}

Normalized Melting Curves
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Overlaid Melting Curves

Unkrown, WT and Mixed
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Aplikace

MIRNA detekce

MikroRNA (miRNAS)
-Malé molekuly RNA

- rostliny i zivo€ichové

- konzervativni sekvence
- 21mery

- reguluji expresi genl vazbou na 3’ neprekladany region

MRNA (3’'UTR)

E _ —ﬁgm Egg gg@g )

miRNA :
genes  Nucleus

Cytoplasm
lDMHr 1
T TTITIT miRNA duplex _ﬂmmmr:
Uﬂesmudlmmnnmamdlmufﬂzc
Tumor suppreﬁsar nene

'
:f;%m—@l = .

mRNA Translation

cleavage inhibition +Tumor suUppressor gene expression

B
— B

SN
v

tOncogene expression

Exportin Snduced
Muclear Export

CYTOPLASM




Aplikace

75 ng/ul Thymus Total RNA

Marker

| | |
Lower tRNAS | _ ‘

A 20 40 60 80 100 '

[nt]

Fig. 1A. Image of a typical electropherogram for small RNA analysis performed with the Small RNA Assay on the 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) (http://
www.chem.agilent.com/Library/technicaloverviews/Public/5989-7002EN.pdf ).

Becker C. et al. 2010. Methods 50(4):237-243



Aplikace

Kriticky bod: 1zolace subpopulace malych RNA
17

16 -
15 -
14 -
13 A
12 -
11 -
10 ~

miRNA/smallRNA ratio [%]
w0

4 @ WBC A
3 . B muscle
A liver m

Becker C. et al. 2010. Methods 50(4):237-243



Aplikace

MIiRNA detekce

Step 1:
Stem-loop
AT
Step 2:
Real-time
PCR

IHEERNRR A RNRNAN

» Specificky primer pro RT
5’ nuclease assay (TagMan) PCR

i@
i@

Endogenni kontrola: mala jaderna RNA (snRNA)
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Aplikace

Analyza DNA metylaci

 Vice nez 70% C lidského genomu v sekvenci CpG je metylovano

» Vyznamna modifikace, regulujici napf. architekturu chromozomu i fadu déju na
bunééné drovni

* regulaéni useky genu - promotory

The two main components
of the epigenetic code

mCvs. C

DMA methylation

C + bisulfit=U

mC intaktni mCvs. C DA biak srest e SR
[sTerT)
NHy Sulphonation NHy
N/ HS03-  +H //
U T O Endonukleazy citlivé metylovanym
TN SN sekvencim
Cytosine sggg;g;e BsoFI, Hpall, Mspl and Hhal Hiton mdtiaton
m mglr:arlhl?sa g:r:l ao’(ta;hei{:?i:e “tails’

of proteins called histones. Thess
alter the activity of the DNA
wrapped around them.

Hydrolytic

Deamination

=T /D

Alkali
Uracil Desulphonation  Uracil
sulphonate

Chromosome



Aplikace

Kvantitativni analyza DNA metylaci
pomoci real-time PCR

Nemetylované cytosiny jsou konvertovany na U
bisulfitovou metodou

1. Pro kazdou sekvenci dva pary primeru
nebo

2. Jsou pouzity oligonukleotidy hybridizujici k
nemetylovanym sekvencim a blokujici PCR

—pB RN T"l' T'I-l




Aplikace

ImunoPCR

- Vazba specifického oligonukleotidu k monoklonalni protilatce

- Protein (Antigen) je imobilizovan jinou monoklonalni protilatkou

- Vznika sendvi¢ (assemblage) - podobné jako ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay)

-tzv. PCR- ELOSA (Enzyme-Linked Oligonucleotide Sorbent Assay

- Mnozstvi oligonukleotidu imobilizovaného prostfednictvim mAb je kvantifikovano PCR

ELISA _IMMUNO-PCR

i‘:';:':ﬁf % TMB substrate

’)BK Protein
A £\ ' ;
..... RN Protein Protein
Key: N !
O A x g \ * oy rrrir PIPELP ISP TIPS s
Biotin Antigen NeutrAvidin Horseradish Forward  Reverse
peroxidase primer  primer a) Assemblage I b) Assemblage 11 c) Assemblage III




Aplikace

ImunoPCR
-22
14 - | - 2.0
41.8
5 16- 116
o i @
o 18- 1 =
o 412 £
S ] o
£ 20 41.0 3
E ] los 5
2 22- 1%
= 406 5
'_; . i L
:En 24 - i 0.4
402
[}
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5 6 T 8 9 10 11
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Fig. 5. Real-time immuno-PCR (assemblage II) (W) and ELISA (A)
readouts of standard samples (logarithmic scale).




Aplikace

ImunoPCR - stanoveni PSA v laser-mikrodisekovanych burikach

Human Pathology (2008) 39, 14741482

Human
PATHOLOGY

www.elsevier.com/locate/humpath

ELSEVIER

Original contribution

Prostate-specific antigen mRNA and protein levels in laser
microdissected cells of human prostate measured by
real-time reverse transcriptase—quantitative polymerase
chain reaction and immuno-quantitative polymerase

chain reaction

Pamela Pinzani PhD?, Kristina Lind PhD®9, Francesca Malentacchi
Gabriella Nesi MD, Francesca Salvianti PhD?, Donata Villari MD',
Mikael Kubista PhD®, Mario Pazzagli PhD?, Claudio Orlando PhD?
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Aplikace

Single cell profiling

C

B

Total number of § transcripts = 6
&y °

Total number of § transcripts = 7

Total number of § transcripts =6

Total number of § transcripts =6

Total number of § transcripts =7

Total number of § transcripts =6

Real-time

. . y, Reverse Data
Cell collection Cell lysis 2 transcription PCR analysis
+ glass capillaries  + purification = reverse = mastermix = normalization
= flow cytometry + detergents transcriptase * priming » quality
* laser capture * heat = priming * temperature assessment
* psmotic = temperature profile * statistics
* mechanic profile + detection chemistry

= pre-amplification

* pre-amplification

Stahlberg A. and Bengtsson M. 2010. Methods 50(4):282-288



Aplikace

Circulating tumor cells (CTCs)

metastatic
colonization

Alluni-Fabbroni. 2010. Methods 50(4):289-297



Aplikace

Circulating tumor cells (CTCs)

Filtration

Alluni-Fabbroni. 2010. Methods 50(4):289-297



Aplikace

Circulating tumor cells (CTCs)

Alluni-Fabbroni. 2010. Methods 50(4):289-297



Aplikace

Amplifikace DNA bez PCR?

Helicase-dependent isothermal DNA amplification

1. dsDNA je denaturovana pomoci helikaz a SSB protein(
Primery hybridizuji ke komplemntarni sekvenci
3. Polymeraza doplni ssDNA na dsDNA, ktera slouZi jako substrat

helikazam
A

250 T LT

] ,_,-"‘“"';
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o - \._J‘/
5 P

150 1 s
8 A\
2 100 4 ok
7]
£ /4
© 7
3 50‘ T J."l/"
& /L Tt
% i ::"'- ,--'i i
= ‘T.a-—-’tkl—-_-_j{;“

0+ Y
B 3
-50 — b+

0 10 20 30 40 50 60 70 80 a0 100 110
Time (min)
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Helicases unwind DNA

duplexes in the presence of
S55B and accessory protein

3 DNA polymerases extend
¥ the primers; one duplex is
amplified to two duplexes

=2 <
— &

4 dsDNA are separated by
helicases and this chain
reaction repeats itself
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VII. Troubleshooting



Problemy v gRT-PCR analyze

Jak vypada spravny amplifika €ni vystup?

Ct 18,06

18,04

Duplikatni reakce

» Exponencialni amplifikace
e Identicka amplifikace

» Podobné/shodné Ct

» Odpovidajici fluorescence

jednotlivych reportérd




Problemy v gRT-PCR analyze

Problém 1:
PriliSs mnoho templatu
* Vysoka hodnota pozadi 183 punett

» Fluorescence v prvnich cyklech (ze kterych se poéita

baseline) je VySSi, nez fluorescence na konci reakce

o

Reseni:
» Redit templat 1:100 — 1:1000 a zopakovat PCR

e Zménit manualné treshold nebo nastaveni baseline

uuuuuuu

€ Baseline 3.-25. cyklus

Baseline 3.-13 cyklus =




Problemy v gRT-PCR analyze

-38,64

, Vel Ct
Problém 2: AtO 1748
A10 21.897
A2 15.85
. P .z - Al2 15.26
Amlifikace neni exponencialni 510 236
B10 Undet.
v v _wvr . - ° B12 37.85
Pravdépodobné pfitomnost inhibitoru B12 Undet.
v konkrétnim vzorku - e
C12 16.07
v ., . , c12 19.16
ResSeni: Redéni templatu 1:10-100 D10 Undet.
D10 Undet.
012 Undet.
012 Undet.
E10 16.45
E10 21.55
E12 15.71
E12 2011
F10 16.75
F10 17.93
s Uelta Kn vs Lycle F12 Undet.
¢ G12 Undet.
1.0e+000 Qf 7 ’) ] '\f 7
1.0e-001 /d/ //
— 7 ___» Ct 37,86
:\Q / —////// /
1.0e-002 -‘:::‘h‘:k 7 //
[
N\ /,/2/
1.0e-003 /
___><_/ /____/"
LT \\ / L < ”
1.0e-004 7 Py d 7

ermined”




Problemy v gRT-PCR analyze

Problém 3:

Ct duplikatnich reakci se vyrazn e liSi

plikat 1
» pravdepodobné nedoslo k amplifikaci plikat 2
* gelova elektroforéza PCR reakci

nebo \ l

» multikomponentni zaznam fluorescence

» nepfesné pipetovani, Monte Carlo efekt,

pfitomnost inhibitoru v reakci

1 IFAM duplikat

Reseni:

« Zopakovat reakce

nebo (pokud uz nemame vzorky)

* vzit v ivahu Ct z exponencialni reakce

* pfijit na pficinu problému (otestovat pfislusnou

jamku v bloku, reagencie atd.)



Problemy v gRT-PCR analyze

Problém 4:

NedosSlo k amplifikaci u zadného vzorku

Reseni:

« Zopakovat reakce vCetné pozitivni kontroly

» Pokud opét nedoslo k amplifikaci u zadného
vzorku, zkontrolovat spole¢né chemikalie (voda,
master mix, sonda)

» Zkontrolovat reakci na agar6zovem gelu a
vyloucit selhani sondy, eventualné provest
reakci spolu se SYBR green

» Pokud se problém vyskytuje pouze u nékterych
vzoku je problém s témito vzorky

(kvalita templatu, inhibice)

uuuuuuu

uuuuuuu

uuuuuuu

uuuuuuu




Problemy v gRT-PCR analyze

Problém 5;

Nefunguje sonda

Reseni:

* Vylougit lidskou chybu, pfitomnost inhibitort, nekvalitni templéat, chyby
v RT

» Kontrola pomoci SYBR Green nebo v agar6zovém gelu

» Pokud je vylou¢eno selhani amplifikace, provést test s DNazou |

DNazal
- oddéli fluorofor od zhasece a umozni fluorescenci

- problémy ve znaceni nebo purifikaci sondy

Fluorescence (Multicomponent view)

Cycle #




Problemy v gRT-PCR analyze

Problém 6:

Smeérnice kalibra €ni kfivky je menSi nez -3,3
« Efektivita PCR reakce je menSi nez 100%

Reseni:
 chyba vypoctu, inhibitory v reakci, chyba pfi pipetovani
* nove standardy

 kontaminace templatu, koncentrace MgCl,

29

28,5 2
28

y =-4,5144x + 36,21

R2=0,9934

27,5

27

26,5

RN

26
25,5

25

e

24,5
1,4 1,6 1,8

2,2

2,4

2,6




Problemy v gRT-PCR analyze

Problém 7:

Smeérnice kalibra €ni kfivky je v étSi nez -3,3
« Uginnost PCR vy33i nez 100%

o Y e 1 voxs R?=0.976
* V pripadé specificke detekce (TagMan) vétsinou ; Slope=-2.244
pipetovaci chyby nebo chyby fedéni S |
- event. zménit nékteré parametry analyzy (zejmena :j: = ]_Ljﬁ_“lL_ I
baseline) o Ee—

Initial quantity (relative)

* SYBR Green — mozné nespecifické produkty

(primer dimery) ! g5
8 | b R iy
G | £ \;:..
QO 1 s L]
[72 | p/ > .
) A& 7. L | ¥ *‘\
ResSeni: 5 | / s
[ o
V4 E == .E".s i L II. .3 A
* nova reakce Lr#tﬂff" ' R
i e
- optimalizace PCR i N,
68 74.-... B0 86 92

Temperature °C



Problemy v gRT-PCR analyze

Problém 8;

Nelze nafedit standardy na nizSi koncentraci
* Pfitomnost kontaminujici DNA

3
c
3
?
i
5]
=
-

Reseni:
* nove standardy

* ovéfit Cistotu RNA vstupujici do procesu




Problemy v gRT-PCR analyze

Problém 9:

Amplifika €ni grafy vypadaji divh é
* pfilis mnoho templatu

» chybné nastaveni baseline

Reseni:

* naredit vzorky

» zménit nastaveni baseline — vyloucit cykly,
ve kterych je abnormalni fluorescence

» zménit algoritmus vypoctu

Fluorescence

Fluorescence
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Problemy v gRT-PCR analyze

Problém 9:
Amplifika éni grafy vypadaji divnh é

» zménit algoritmus vypoctu — tzv. adaptivni
nastaveni baseline — pro kazdy cyklus

jednotlivé

Fluorescence

Fluorescence




Problemy v gRT-PCR analyze

Po této predasce mate predstavu o tom, jak:

» Ma vypadat spravny prubéh real-time PCR
» Jak nemaji vypadat vystupy
» Kdy nevéfit svym datiim a jak je ovérit

 Jak vyresSit nékteré bézné problemy s amplifikaci




INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

UVOD DO KVANTITATIVNI
REAL-TIME PCR

9. Uvahy nad experimentalnim designem
Statistické minimum
& MIQE
Minimum standard for the provision
of information in quantitative PCR

Podzim 2010




Kvantifikacni strategie

Statistické vyhodnoceni
Nulova hypotéza (neni rozdil), kterou se test bud’ potvrdi nebo vyvrati

Zakladni statistické parametry — pramér £ SD nebo median * x-percentil

0.5
0.4

b3+
brai

Parametrické testy

0.2 1

- Normalni rozlozeni 01

- Stejny rozptyl s 2 4 : 1 ) ;

- Dva vzorky t-test (one/two tailed)

- Ruzné nezavislé proménne - ANOVA (i tehdy, neni-li rozlozeni uplné Gaussovské)

Genova exprese (expresni pom éry) miva obvykle normalni rozlozeni,
pokud je vyjad Fena v log scale.




Kvantifikacni strategie

Statistické vyhodnoceni

Neparametrické testy

- Nezname parametry rozlozeni

- Testovani rozdilt mezi nezavislymi skupinami (Independent samples)

dva vzorky, u kterych porovnavame prameéry nékteré z proménnych
- Mann-Whitey U test; Kolmogorov-Smirnov test

vice skupin

- Kruskal-Wallis test; Medianovy test

-Testovani rozdild mezi zavislymi skupinami

- Porovnavani proménnych, zjistovanych na jednom vzorku
- Wilcoxonuv test (parametricka alternativa — t-test/ANOVA)

- Hodnoty typu ,mRNA pfitomna/nepfitomna“ (dichotomické hodnoty) — McNemaruv x? test

-Testovani vztahtl mezi proménnymi

- Regrese a korelace (Spearmanuv/Pearsonuv korelaéni koeficient)

- Standardni kfivky




Kvantifikacni strategie

Statistické vyhodnoceni
Kdy pouzit ktery test

Parametrické vs. neparametrické testy

RT-PCR
Obvykle maly pocet hodnot, s velkym rozptylem, vétSinou nesledujicich normalni rozlozeni

-> neparametrické testy

V pfipadé vétSiho poctu hodnot (>100), Ize pouzit parametrické testy

Neparametrické testy jsou méné nachylné k a-chybam (nespravné zamitnuti nulové hypotézy), ale
jsou méné citlivé nez parametrické (napf. srovnani p u para < p u neparametrickych testl), jako

signifikantni oznaci vétsi rozdil nez parametrické testy.




Kvantifikacni strategie

Statistické vyhodnoceni

Analyza vice genu/vzorku (clustering)

Dvourozmérny graf

Tfirozmérny graf
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Kvantifikacni strategie

Statistické vyhodnoceni

Analyza vice genu/vzorkd (hledani trendu, clustering)

N ruznych genu — n rznych proménnych — n rozmérny graf ?

Pf. 10000 gend... (microarray)

Principal component analysis (PCA)

Redukce poctu rozméra (dimenzionality) na zakladé
vypoctu kovariance mezi jednotlivymi vzorky. iy PEa

PUvodni osy jdou nahrazeny tzv. komponentami

1007

GDSE2. 50k GSMT179 (raw)
T T T T T T T T T T T T
10 100 1a0o

Fig 1: Foaotball-shaped data set with two main components.




Kvantifikacni strategie

Statistické vyhodnoceni — shlukova (clusterova) analyza

Dendrogramy
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Kvantifikacni strategie

Statistické vyhodnoceni — shlukova (clusterova) analyza

Self organizing maps (ANN, Kohonen)

www.multid.se

11

---------




Kriticka mista statistickeho vyhodnoceni

Kontrola dat (outliers)
Uprava efektivity PCR
Kompenzace variability mezi jednotlivymi PCR (inter-plate calibration)
Normalizace na stejné mnozstvi vzorku (RNA/DNA)
Pramérovani technickych replikatu
Vypocet mnozstvi/poméru

Vlastni statisticka analyza



v "

Variabilita a jeji priciny

1. Biological variability

Biologickéa variabilita T
— experimenty odrazeji S
riznorodost reality — nebudou g

Small RNAs

nikdy identické et

Phenotypic
. , . - variabili
Technicka variabilita

— chyby v méfeni, znemoznujici

adekvatni popis reality

Experimentalni design same gy
— chybné hypotéza vedouci k = =
vysledkl platnym pouze v ramci

experi mentu 3. Inappropriate experimental design

— biologickeé nebo klinickeé
vyznamnosti

— data overestimation

2. Technical variability

Bustin SA. 2010. Methods 50(4):217-226.






Biologicka variabilita

« kombinace genotypovych a fenotypovych variaci mezi jedinci
 tkané a bunky — dynamické systemy se schopnosti komplexni
adaptace a reakce na ruzné podminky

polymorfismy, copy-number variace, alternativni splicing,
posttranskrip€ni a posttranslacni regulace, epigenetické
modifikace

% Geneticka variabilita

Fenotypova variabilita
o environmentalni interakce, intra- a extraindividualni faktory
c‘,“ (vék, zivotni/reprodukeni cyklus, pohlavi, ¢as, nutricni
stav...)



Biologicka variabilita

Stochasticka variabilita na urovni kinetického Sumu
biochemickych reakci uvnitr jediné bunky

= dynamické chovani jediné buriky neni presné reprodukovatelné

!

Expresni profily jednotlivych bunék se lisi,
| v ramci homogenni kultury

Interakce mezi regulacnimi molekulami a DNA
Lokalizace mRNA a proteinu v ramci buriky
Epigeneticke modifikace

!

| geneticky identické bu nky ve stejném prost fedi
mohou mit r tzny fenotyp



Biologicka variabilita

Biologickeé informacni drahy jsou robustni, redundantni, zavislé na
bunécnem, tkafiovém i environmentalnim kontextu

!

Biologicky relevantni interpretace
pozorovaneho jevu a jeho odliseni od
prirozené variability a heterogenity v daném
systému vyzaduje spravny experimentalni
design, analytické metody a vhodny
statisticky model

!

Slepé& neprejimat cizi protokoly, premyslet &9



Fluorescence

—dFidT

Temperature

% 58

543U FISTSYSTBM SU>

Fluorescence
i

SOTTWare - | BACKErOUNG_U/_UY_UA (BACKEroUNa)]

Raw Data

ds

Temperature
—

rel. abs =

abs. [T]
abs.[25%C)



Technicka variabilita

PCR & gqPCR

jednoducha, snadna, rychla, citliva metoda

— Popularita ve v édeckée komunit é

adaptace, upravy, specifikace protokolu...

— Publikace dat s r uznou kvalitou

problematicka data zpochybnuji i opravnéné interpretace

— Nutnost standard u



Technicka variabilita

SA Bustin /Methods 50 (2010) 217-226 221

A B C D

Agilent gel X Agilent
Assay on demand v v | v
v w ’ o
oligo-dT x rardom hexamvers | x

wiviX . viv/X Xivix &
X x | X | X

| single, unvalidated RG | single, urvalidated RG | urvalidated 185 rRNA | single, unvaiidated RG

- X T x | x | - x

Fig. 4. Analysis of four randomly chosen 2009 gPCR publications. The Matenals and Methods sections of four publications were analysed for information content. A red cross
denates no information provided, a green tick denotes information provided.

Bustin SA. 2010. Methods 50(4):217-226.



Cile standardizace

Guidelines for

assessing technical
quality of publication

Practical scaffold for
qPCR experiments

gPCR

Progress towards Support
“best practice” communication
gPCR protocols between researchers

Bustin SA. 2010. Methods 50(4):217-226.



Technicka variabilita

gPCR assay

Nucleic acid Reverse
extraction | transcription |

|' - : Jaté
gPCR tar.get % Igo, Protocol Validation : m,
information nucleotides analysis

MIQE

Published results

Bustin SA. 2010. Methods 50(4):217-226.




Experimentalni design



power analysis =
gene versus sample @

maximization # efficiency corraction

e multiple reference gene
normalization
® inter-run calibration

& error propagation

o biological replicates

# log transform data
@ selection of proper
statistical test
design
in silico validation ®
rmpirical validation #
P reporting & RDML

guidelines ® MIGE
referance \

Derveaux S. et al. 2010. Methods 50(4):227-230.



Typicky experiment

1. Plan
2. lzolace RNA
3. RT

4. qPCR



Minimalizace propagace technickych chyb (errors of
measurement) v experimentu

Gene vs. sample maximization o _ o o
Technické chyby jsou nezavislé v kazdém experimentalnim kroku a aditivni

Planovani experimentu — pfiklad: exprese jednoho genu ve dvou mysSich:

Schéma: napf. 2x3x3x3

Subjekty 2 mysi 2
Vzorky 3 3 odbéry vzork( a izolace RNA 6
RT 3 3 RT ze kazdého vzorku 18
PCR 3 3 PCR replikaty z kazdé RT o4

Kitchen RR et al. 2010. Methods 50(4):231-236.



Clinical Chemistry 55:10 Molecular Diagnostics and Genetics
1816-1823 (2009)

Design and Optimization of Reverse-Transcription
Quantitative PCR Experiments

Ales Tichopad,'?" Rob Kitchen,? Irmgard Riedmaier, Christiane Becker,' Anders Stahlberg,”* and
Mikael Kubista®®

Table 1. Variance in biological experiments.®

Confounding variance Studied variance
Intersubject variance Processing noise Treatment effect
Source Different baseline expression Sampling The difference between groups induced
by treatment
Different responses to treatment RT
gPCR
Intervention Randomize Replicates Maximize effect (e.g., dose selection)
Large N Normalization to internal standard
or spike

Paired measures

# The confounding variance consists of the intersubject variance and the processing variance. To maximize the resolution of the effect, the confounding variance
must be substantially lower than the effect.




Clinical Chemistry 55:10 Molecular Diagnostics and Genetics
1816-1823 (2009)

Design and Optimization of Reverse-Transcription
Quantitative PCR Experiments

Ales Tichopad,hz* Rob Kitchen,? Irmgard Riedmaier, Christiane Becker,' Anders Ste‘ihll:)erg,z'4 and
Mikael Kubista®®

Group A Group B Group C
___.-.4,;3 P_E __-_.:..-.._.g. * . .' _'.‘_"""' . _._.-..q,.1 S—— 3
uﬁa uf E{f‘“‘ “E’f iﬁ”h ?ﬁw T:f“ rj R fﬁa 'ﬁiﬁ i"“’iﬂ %”ﬁ&
bld B B

Subject
n=3x3

Sample/
Extraction
n=3x3x3

RT
n=3x3x3x3

gPCR
nN=3x3x3x3x3

Fig. 1. Comparison of 3 groups with a nested experimental design.

Each group consists of 3 subjects, from which 3 samples are collected and extracted. The extracted and then split into 3 RT
reactions, which are then finally into 3 qPCRs. The nested design is 3 % 3 X 3 X% 3 X 3 and produces a total of 81 Cq values.




Kazdy krok vnasi do analyzy variabilitu, kterou lze charakterizovat
Cqgijit = Hg + Ofgi + Bgij + Vijie + Ogi
2 2 2 2 2 2
Ocg = 0, + 07 +0; + 0f + 0

vey = 100 x 62 /(6% + 0? + 0F + a?),

where x =1, j, k, or .

Uréeni faktoru , které omezuji variabilitu systému umoznuje kalkulovat naklady

Kitchen RR et al. 2010. Methods 50(4):231-236.



powerNest
www.powernest.net
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Kitchen RR et al. 2010. Methods 50(4):231-236.



Conclusion

Jak navrhnout spravny experiment?

— Definovat jej pfed vlastnim zaCatkem experimentu

— Brat v Gvahu hypotézu

— Byt maximalné jednoduchy (co nejméené komplexni)

— Maximalné kontrolovatelny

— Technicky a ekonomicky proveditelny, statisticky vyhodnotitelny

Variabilita dat

Nezadouci
Technicka: zpracovani vzorku (sampling, izolace, RT-PCR)
Reseni: replikaty, normalizace k internimu standardu

Biologicka: rozdily mezi vzorky (bazalni exprese, odpoved na treatment)
Reseni: opakovanad méreni, normalizace ke kontrolni skupiné

Hledana
Rozdily mezi testovanymi skupinami
Nahodny sampling, velky soubor







