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Die Entwicklung der Polymerasen-Kettenreaktion

\/ Reinigung und Beschreibung der ersten Polymerasen:
= 1955 DNA Polymerase | aus Escherichia coli
e e =) 1970 Klenow Fragment der E. coli DNA Polymerase |
D -
Die Q\;@L@R = 1976 Hitzestabile Polymerase aus Thermus aquaticus (Taq)
: Mdglichkeiten der PraPCR Ara:

\/ = Aufreinigung von DNA und Analyse (Gel oder Sequenzierung)

= Analyse von Restriktionsfragmenten sowie Plasmid basierte
Vervielfaltigung tber Bakterienkulturen (Klonierung)

—> Arbeitsintensiv, langwierig, Probleme bei geringen [DNA],
Probleme durch Komplexitat der DNA

Procordings af the Nahasal Arodmy af Seiosces doumsaL or Baomemowcoy, Sept. 1676, p. 1550-1557 Vel 137, Mo 3
Vol. 85, Ko 2, pp. 188175, January 1070 Copyright © 1098 Amevicas Soclety for Micrebiolagy Printed in U.5.A.
Selective Elimination of the Exonuclease Activity eoxyribon ic Acid Polymerase from the Extreme

of the Deoxyribonucleic Acid Polymernse from D bo.[}]iceh cﬂpl‘t:ile T?f::ermus aqmticus

Escherichia coli B by Limited Proteolysis®
H. Klenow and I, Henningsen ALICE CHIEN, DAVID B. EDGAR, axp JOHN M. TRELA*

LU AT TETE BIOKEMIKT [SSTITUT B, KPBEKHAVE, DERUAKK Departraent of Biological Sclences, Univeraity of Cinefanati, Cincinnati, Cthio #5221
Commamicated by Herman M. Ealokar, November 10, 1565 Rpceived for publication 12 April 1576
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Die Entwicklung der Polymerasen-Kettenreaktion

\/ . \ ~ Dr. Kary Mullis
f )o- Nobelpreistrager fir Chemie 1993

Ara 1983:

Wie kann man ein unbekanntes Basenpaar im Anschluss an eine

v bekannte Sequenz bestimmen?

Do | <IN s

Ara P
Die LOsung: . FT,
N @ S - IOOR

E. Coli Polymerase Radiaktiv markierte Primer
Klenow Fragment Nukleotide

;
YIRS
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Die Entwicklung der Polymerasen-Kettenreaktion

\/

PraPCR
Ara

Enzymatic Amplification of B-Globin
Genomic Sequences and Restriction Site
Analysis for Diagnosis of Sickle Cell Anemia
Randall K. Saild, Stephen Scbart, Frod Faboona, Kary B. Mulis
Olers T. Hom, Henry A. Edich, Norman Ambeim

Science 230 (1985)

Was mit einer Base geht muss auch mit mehr gehen:

Problem: Klenow wird beim erneuten Denaturieren der
DNA inaktiviert.

Losung: 6 , F‘

Taqg Polymerase 2 Primer 3 Wasserbader

Agilent Technologies
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Die PCR - die Grundlagen
Zyklus 1 Zyklus 2 Zyklus 3 Zyklus 30
_——
\/ — E— I . .
= i
. _—— - — 1 1 1 1
A = = = HBEEEE
ZA ra e e .
» — » — > — At - -
— — — 1 1 1 1
v - — I -
= — 1 1T 1T 1
= T E—
. —_—
DI P@R n=2 n=4 n=8 n=1.1*10°
m | Lag Phase: Veranderung [DNA]

unterhalb der Detektionsschwelle

[DNA]

Exponentielle Phase: [DNA]
verdoppelt sich jeden Zyklus

Limitierte Phase: Einzelne
Komponenten der Reaktion limitierend

Plateau Phase: Keine weitere
Amplifikation mehr moglich

"

y

Cycle #
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PCR — Das Tor zu neuen Anwendungen

\/ Die Erfindung der PCR ermdglichte erstmals:

= Die zielgerichtete Amplifikation eines Abschnitts der DNA
. = Arbeiten mit geringsten Ausgangsmengen an Material

PraPCR e e

R = Ermadglichte die Sequenzierung im Hochdurchsatz und war
Z‘Xﬁ@ somit Wegbereiter fr das Humangenom .8

v PCR ist in der Forschung und vielen Anwendungen

. heute ein wichtiges Standardverfahren:
Die PCR = Pathogendetektion und Quantifizierung

Ara = Forensik @&

= Nahrungsmittelanalytik, GVO Detektion S}
\/ = Forschungsbezogene Anwendungen |
(z.B. Mutagenese, Detektion von Polymorphismen, Analyse von

Genexpression, Sequenzierung, u.v.m.)

Der Anfang Die Weiterentwicklung Heute
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Die Entwicklung der Real-time QPCR

[DNA]

Problem 1:

= Keine quantitative Bestimmung
moglich:
—> Vergleich von Proben in

unterschiedlichen Stadien
der PCR

- Veranderung des Endpunktes
resultiert in unterschiedlichen

Cycle # [DNA] Veranderungen

Problem 2:
= Zeit bis zum Endresultat

—> Fir ein Ergebnis muss bis zum
Ende der PCR und der
anschlielBenden Gelauswertung
gewartet werden
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Die Entwicklung der Real-time QPCR

\/ = 1991 Die Nutzung eines 5'-3 t ol Smm
Nukleaseassays zur Detektion ; o

} LT =]
: - von PCR Produkten wird e 4
Die @f@j@@@ beschrieben: R e e
Z;\\i@ - Radioaktiv gelabelte Sonde 2ten i o
= 1992 Higuchi beschreibt I i | £ o
v Echtzeitdetektion der PCR — e e
mittels EtBr

FIGURE 1. Block diagram of video camera system used to

- monitor amplifications in thermocycler. See Experimental
Die PCR

: = 1996 Fluoreszenzbasierte Relative Amount DNA Target
Zi\\lj@ Echtzeitdetektion mit Hilfe cycle no.
von doppeltgelabelten Sonden

\// - Taq man®

@'}@ = Mitte der 90'er Einfihrung des
1. kommerziellen Real-time PCR

o
eai=time Instrumentes

= 2001 erstes QPCR Instrument VON FIGURE 2. Composite of portions of video images taken using
. the set-up shown in Flgure 1. These images are of EtBr-con-
\/ Stratagene/Ag”ent: Mx4000 taining PCRs in the thermocycler block (Perkin-Elmer Madel

Higuchi et al., Biotechnology 11 (1993)

0x 1x &x 16x 48x 192x
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Real-time QPCR — Die Theorie
\/ = Real-time QPCR benutzt light light
Fluoreszenzfarbstoffe fur die 1 \)r" «
- - Detektion der Amplifikation | IO
Die PraPCR P yoo e

Z&\j@ = Detektion erfolgt:
- Sequenzunspezisch:

v DNA bindende Farbstoffe | .,

e Gelabelte Primer oder Sonden
Z&@ z.B. Plexor" Chemie, Tagman®
Sonden, Molecular Beacons ;""g
My
\/ ” ~ ‘: :’ ”.’
\/ ~ " . YN /'J’
() ‘e aq
S 'C;;q e

v,

. 2\“1 4
real-time W ¥ e -
QPCR ‘ P e S

@V X
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Real-time QPCR — Die Theorie: Anregungstechniken

\/ Der Laser: Hohe Anregungsenergie, monochromatische
Lichtquelle, sehr enges Anregungsspektrum

' > Eingeschréankte F hl
PraPCR ingeschrankte Farbauswa
M a Die Halogenlampe: Breites Anregungsspektrum

v Die LED: Eine einzige definierte Wellenlange

—> Anregung verschiedener Farben erfordert mehrere LEDs

IRRADIANCE AT 0.5 m (mW m~“nm)

QPCR

S R
\/ E 7
WAVELEMNGTH (nmj)
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Real-time QPCR — Die Theorie: Messtechniken

\/ Die Photodiode: Lichtempfindlicher Halbleiter

PriaPCR CCD Kamera: Array aus Photodioden, Digitalkameraprinzip

Photomultiplier: Signalamplifikation

Relative Regsponee
§zsfssRssss

Ara
v
Die PCR
Ara
v .

m

... . . History and Applications of PCR and QPCR
-2 Agilent Technologies
T 2009




Real-time Q

\/

PraPCR

DCR — Die Theorie: SYBR ® Green

SYBR® Green:
» Farbstoff bindet an kleine Furche doppelstrangiger DNA

» Sehr niedrige Fluoreszenz wenn nicht gebunden
» 1000x Fuoreszenzzunahme bei Bindung an DNA
» Sequenz unspezifisch:

Alle doppelstrangigen Moleklle werden detektiert (spezifisches
Amplikon, Primer Dimere etc.)

N

”~
t\O

N
1
Pl

SYBR® Green ist eine gute Chemie um mit QPCR zu beginnen,
sowie zur Assay Validierung und zum Analysieren von Problemen

History and Applications of PCR and QPCR

Agilent Technologies

2009



Real-time Q

\/

PraPCR

DCR — Die Theorie: Tagman © Chemie

Tagman © Chemie:

» Benutzt Exonukleaseaktivitat der Taq in Verbindung mit einem
zweifach gelabelten Oligonukleotid — Der Sonde.

» Hohere Spezifitat: Detektion nur wenn Primer und Sonde auf
selbem DNA Strang in enger Nachbarschaft gebunden haben

» Ermadglicht Multiplexing mehrerer Zielsequenzen in der selben

Reaktion Reporterfarbstoff
Akzeptorfarbstoff

WUencher)
ungebundene Sonde
Licht / Licht/Hitze

Emission

., Energietransfer //\jf
K [\
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Real-time QPCR — Die Theorie: Threshold und Ct

\/ Grofites Problem traditioneller PCR: Nicht quantitativ, Vergleich
von Proben in unterschiedlichen Reaktionsstadien!
PraPCR

Zg\ﬂ@ » Ein willktrlich gewahltes Fluoreszenzniveau das den Vergleich
der Proben ermdglicht.

\/ - Saubere Trennung von Signal und Rauschen
\/ > Erméglicht Vergleich aller Proben im gleichen Stadium der

Reaktion.
D)=y 2{e 2L | » Muss zwingend in der exponentiellen Phase sein
Zg\g@ —> Ideal wo Plots parallel sind = Gleiche Reaktionseffizienz

» Muss relevant in Beziehung auf die Daten  sein:

v - Sollte alle Reaktionen betreffen die Amplifikation zeigen

Die 3]
E

; Cycle #
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Real-time QPCR — Die Theorie: Hintergrundkorrektur

\/

. e = Hintergrundsignal variiert in verschiedenen Wells und ftr
PraPCR verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe

E\g@ - Unterschiede beim Pipettieren des MM oder der Sonden
- Unterschiede des +/- Signalanteils von Komponenten aus

v den Proben

- Unterschiedliche Signalverstarkung und Quantenausbeute

Die PCR der verwendeten Farben
Z?M@ = Hintergrundkorrektur ermdéglicht in Verbindung mit dem Threshold

ein Vergleich von Proben Uber verschiedene Wells und bessere

v Analyse des durch die Amplifikation generierten Signals

QPCR

- X T .
F s B i o |
s -l i
Pl s Ll g o i),
j ‘g g8 ' o LI T
- - o | W o :’pllr e
X ! = AN e Lol i % g 01
o i e ST L R
: . A Foprd P Ak
J=SESEEE=EEcEs E=EEs LB e
ESmEE S L = [ T U L P o ol 1
d=E=RS |
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Real-time Q

\/

Die PraPCR
7

PCR — Die Theorie: Referenzfarbstoff

= Um fUr den physikalischen Effekt der winkelabhangigen
Intensitat auszugleichen

= Dieser Effekt tritt bei gleichzeitiger Ausleuchtung bzw. Messung
des kompletten Blocks auf.

= Kalibrierung erforderlich fiir jeden einzelnen Kanal und
| bei Anderungen der Plastikware.

= ROX zur Normalisierung von Schwankungen des
optischen Systems
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Real-time QPCR — Die Theorie: Referenzfarbstoff
\/ Wobel kann Normalisierung auf ROX helfen:

. > . .
PraP@R ROX erlaubt Gesamtvolumenunterschiede zu normalisieren

Z:\\_(.@ » Normalisierung auf das ROX-Signal fuhrt zu niedriger Varianz
bei Replikaten

» ROX-Normalisierung kann zur Reduktion des Signal-Rausch-

Die PCR Verhaltnisses und zu einer Verschiebung von Cts flhren
tjj 2X MM Sample
+ ROX 1000 Kopien: NiROXONoNDalisiésisgng:
6 <0.016 pM
v 6 0.016 EI\/I
v \/ 0.031 uM
. - . Y SN B S Y . 0.063 pM
Dle 0.125 pM
. 0.5uM
QPCR R .
d _ d argetSigrel
\/ R] - Standardkurve mit Triplikaten 10 # Kopien bis
10 Kopien, 8 unterschiedliche ROX Konz.

I:\)ROX Signa

History and Applications of PCR and QPCR
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Arbeitsablauf PCR/Real-Time QPCR

Probenqualitat entscheidet tUber
Erfolg oder Misserfolg der PCR:

= Unversehrtheit der DNA/RNA:
Ist Zielregion noch vollstandig vorhanden?

= Konzentration von PCR Inhibitoren

Inhibitoren behindern PCR Reaktion und ‘&
konnen zu falschnegativen Ergebnissen a
D

fihren
NA RNA
= Konzentration von Salzen ’Revefse Transkription
Zusatzliche Salze verandern Bindungsverhalten N
von Primern und Sonden ‘&\ cDNA
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Arbeitsablauf PCR/Real-Time QPCR

= Suchen der Sequenzinformation in Datenbanken

= DeS|gn von Prlmern und Sonden gegen die Region
von Interesse = g

History and Applications of PCR and QPCR
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Arbeitsablauf PCR/Real-Time QPCR

f R

\4‘\{1 %‘

i s
Ly ’ I

Date analysemfnit
Geratesoftware

Gel Analyse
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PCR und QPCR

10 MinuitenHPausse

Als nmachistes:

Anmentiunggardde PEEGR

Agilent Technologies




Anwendungen der PCR und QPCR - Beispiele

Pathogen
Detektion

(Veterinar- bzw.
Humandiagnostik,
Nahrungsmitteltestung)

Andere
(Immuno-PCR)

Genotyp|S|erung

(Risikofaktorenanalyse,
Vaterschaftstests,

Forensik)

GVO Analytik

(Saatgut- und
Lebensmitteltestung)

History and Applications of PCR and QPCR

Agilent Technologies
o 2009




Anwendungen der PCR und QPCR: Genexpression

Genexpressionsanalyse: P
/~(\ o
_ _ B Transkription
= Untersuchung der Auswirkung verschiedener
Stimuli (z.B. Krankheit, Medikamente) auf —T— T

die Menge an RNA eines oder mehrerer
Gene WL

= Ziel: Finden von Markergenen zur Prognose,
Zielgene/Proteine fur Therapieansatze, Verstandnis  TTITITTTTITITITTITIT mRNA
von Prozessen innerhalb einer bestimmten Biologie
m Translation

= In der Regel relative Quantifizierung von [MRNA]
Anderungen bezogen auf eine Referenzprobe

= QPCR als Validierung von Microarray Experimenten Protein

oder fur fokussierte Studien einzelner Gene

History and Applications of PCR and QPCR
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Anwendungen der PCR und QPCR: Genexpression

Unterschiede im Endergebniss aufgrund von....

= Unterschiedlichen Ausgangsmengen an RNA/DNA
» Unterschiedliche Ausgangsmengen an Probenmaterial
» Unterschiede bei der Effizienz der Probenaufarbeitung,
\/ \/ \/ » Pipettierfehler
» Unterschiedliche Ausgangsmengen RNA oder cDNA
» Unterschiede bei der RT Effizienz

- Normalisierung auf eine Referenzsequenz (Referenzgen)

= Lauf-zu-Lauf Unterschiede

» Variabilitat in der Hardware

» Variabilitat der Plastikware oder Reagenzien
» Variabilitat der Analyseeinstellungen

-> Benutzung von Inter-Run-Normalisierung

Interessant ist nur der Unterschied aufgrund von Ve randerungen der Genexpression!

History and Applications of PCR and QPCR
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Anwendungen der PCR und QPCR: Genexpression

Vergleich von 2 unterschiedlichen Proben:
Welcher Unterschied exisitiert in der Expression eines Gens?

Calibrator
(Referenzprobe) Unbekannt1l Unbekannt2 ...
<« —>
: Expressionsdnderung
Zielgen (GOI) tCt] tCt] tCt] des GOl relativ zum Calibrator
+x fach Normalisierte GOl Anderung
relativ zum Calibrator
«— —>
' ‘ ‘ (Cleg) ~Clample)
Refere_n.zgen tCt] tCt] tCt] Rel Ot~ ARy —STee
(Normalisierung) il - L) ' ' (Ctea ~Clample)
~— — &+ B norm
X fach

Setzt Vergleichbarkeit von Referenzprobe und Unbekann  ten voraus!

Referenzprobe haufig Probe am Rand der Datenpopulation (Unbehandelte Kontrolle,
Nullzeitpunkt, 0.4.). Besser: Probe aus der Mitte der Datenpopulation:
-> geringere Varianz der Ergebnisse

History and Applications of PCR and QPCR
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Anwendungen der PCR und QPCR: Genexpression

Globale oder fokussierte Studie der Genexpression
tber Microarrays oder QPCR

Analyse der Quantitativen
Daten. Messung des Ausmales
der Veranderung

Verstandnis grélRerer Zusammenhange
- Systembiologie

AT
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Anwendungen der PCR und QPCR: Pathogene

Pathogendetektion:

= Nachweis von Pathogenen (Viren, Bakterien, Pilze
oder Parasiten) in Tier oder Mensch
—> Veterinar- und Humandiagnostik

= Nachweis von Pathogenen in Lebensmitteln
- Produktionskontrolle, Gesundheitsamter

= Bioterrorismusabwehr

- QPCR zum sensitiven und spezifischen Nachweis
von Pathogenen
- Prasenz von Pathogenen (+/-)
- Subtypisierung
- Quantifizierung tber weiten dynamischen Bereich
- Multiplexdetektion mehrerer Keime

History and Applications of PCR and QPCR
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Anwendungen der PCR und QPCR: Pathogene

/Herausforderun o Probenaufarbeitung:
& : = Oft schwierige Probenmatrix (Boden, Blut, Stuhl, 0.a.)
Assay Design = Limitierende Probenmenge

breinigung von potentiellen PCR Inhibitoren

(14! —
"“.\ ' I )
. | S
Ry | Py 59\“
i _
. o - : ;‘ ;
e ¥ 4

'S 4
£ DNAoder RNA
- Optimiérung auf Ausbeute, Qualitat und geringe
[Inhibitoren]

Experiment und Assay Design:

= = HOchste Spezifitat und Sensitivitat sind kritische Faktoren
" = Vermeiden von moglichen falschpositiven oder —negativen
Proben — Verwendung interner Positivkontrollen (IPC)

EEEEEERE!!

.....

S5 . i > Vergleich von Sequenzen vieler Isolate, Serotypen und
PRERESRETRETE::  verwandter Arten um spezifische Regionen zu finden

Matero P. et al., 2009

Efrrpeereee

=
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Anwendungen der PCR und QPCR: Pathogene

Herausforderungen
&
Assay Design

Validierung
&
Optimierung

Assay Validierung:

= Testen der Oligos gegen verschiede Isolate und verwandte/
nicht verwandte Stamme
- Spezifitat

= Bestimmung des linearen dynamischen Bereichs

= Bestimmung des Detektionslimits
-> Sensitivitat

= Bestimmung der Varianz zwischen verschiedenen
Positionen auf der Platte und verschiedenen Laufen

= Validierung der Prazision der Quantifizierung mit bekannten
Konzentrationen
-> Reproduzierbarkeit

Assay Optimierung:
= Verschiedene Stufen der Optimierung maglich:

: : Primer & Sonden: _
Probenaufarbeitung: o : Optimierung des
Ausbeute & Qualitat IUERTE 5 Ol Thermoprofils

-> hohere Affinitat

= Ziel immer >Spezifitat, >Sensitivitat, >dyn. Bereich,
Schnellere Resultate

History and Applications of PCR and QPCR
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Anwendungen der PCR und QPCR: Pathogene

L
" Paxific
Ocean

Indian" ‘f"“ﬁx
/ ocean L _ "

' Dengue Risk Areas
No Known Dengue Risk

CDC Atlanta, Dengue Risikogebiete 2008

2A. DEN-1 Standard Cune 2B. DEN-2 Standard Cunve
(serotype-specific primer pair)
45 45
40 40
35 35
30 30
= =
& 2 & 2
‘5 20 g 20
15 y = -3.814Log(x) + 43.279 15 | y=-4.167Log(x) + 41.888
10 R?=0.9946 10 R?=0.9884
5 5
0
100E+ 100E+ 100E+ 100E+ 100E+ 100E+ 100E+ 100E+ 1.00E+ 100E+ 1.00E+ 1.00E+ 1,00E+ 1.00E+ 100E+ 100E+
o o 02 o o 05 06 07 o 05 o5 o7
Initial Quantity (PFU/mI) Initial Quantity (PFU/mI)
2C. DEN-3 Standard Cune 2D. DEN-4 Standard Cune
50 50
40 40
30 =30
g g
5 20 5 20
y = -3.328Log(x) + 39.642 y = -3.864Log(x) + 41.662
10 R? = 0.986 10 R? = 0.9944
0 0
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 100E+ 100E+ 100E+ 100E+ 100E+ 100E+ 100E+ 100E+
3 2 .05 o o o2 03 o0& 05 05 07
Initial Quantity (PFU/mI) Initial Quantity (PFU/ml)

Dengue Fieber:

= RNA Virus aus der Gruppe der Flaviviren (Westnilvirus, Japanische
Enzephalitis, u.a.)

CDC Taiwan: (Shu P.-Y. et al., J. Clin. Microbiol. 2003)

» Standard Diagnose tber Nachweis von Antikorpern per ELISA
-> langwierig, erst nach mehreren Tagen moglich

» Etablierung eines QPCR Assays zum Nachweis von Flaviviren
deren Subtypisierung und Feststellen der Dengue Serotypen

Flavivirus Genom
5'NCR 3'NCR
cap w NCHBENINNEI | NS1 2A 2B NS3 NS4A 4B, NS5 memmmm

] ]
Dengue Gruppe Flavivirus Gruppe
— Serotyp
— DEN-1
— DEN-2
DEN-3
]
No. of confirmed Virus isolation Group-specific
cases primer pair
Total 193 129 (67%) 160 (83%)

History and Applications of PCR and QPCR
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Anwendungen der PCR und QPCR: Genotyping

Genotypisierung: ‘ﬁ

= Nachweis von Polymorphismen wie Basenaustauschen (SNPs),
Langenunterschiede von Mikrosatelliten, Verlust oder Vervielfaltigung
bzw. Translokation von Regionen auf der gDNA

= Assoziation bestimmter Polymorphismen mit verschiedenen
Krankheiten bekannt

= Anwendung fur Vaterschaftsanalysen, in der Zichtungsforschung

-8
i
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Anwendungen der PCR und QPCR: Genotyping

Sonde Gemeinsame
Allele B » Sonde
> P — P —
i i
e <« < <
Sonde
Allele A
- Getrennter Ansatz, kann mit Schmelzkurvenanalyse verbunden
werden
. = ﬁ“glg%%%ﬂ%ee ~> Gemeinsames Primerset
i —> Hohe Spezifitat
<« - Mdoglichkeit zum Multiplexen
N - Gemeinsamer Primerset
> © s 70 2 Sehr schwierig zu
i - EOAC Optimieren
- * /. > Optimal mit sehr kleinen
Amplikons

History and Applications of PCR and QPCR
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Anwendungen der PCR und QPCR: GVO Analyse

Nachweis Genetisch Veranderter Organismen (GVO):

= Nachweis von GVO Anteilen in Nahrungsmitteln
- EU: Kennzeichnungspflicht wenn mehr als 0.9% erlaubter GVO (0.5% nicht erlaubter GVO)

= Test auf das Transgen (z.B. Resistenz), auf Sequenzen spezifisch fur die Pflanze und
Sequenzen aus den benutzten Vektoren (Blumenkohlmosaikvirus oder Agrobacterium)

q ‘ﬁf:&ﬁ‘fr robacterium tumefaciens . . .
- L Multiplex Nachweis von Mais und Soya
1 Referenzgenen und Vektor Sequenzen:
L = Screening von Nahrungsmittelproben ftr

die in der EU am haufigsten auftretenden
Vektoren und Pflanzen

= Positives Ergebnis zeigt genet. Veranderung
an und Pflanzenart (Mais oder Soja)

Fhuorescanos (dR)

$ 8 8 B E B § B B EE

Gaudron et al., Eur. Food Res. Technol. 229 (2009)
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QPCR: Assay Design Richtlinien

Amplikonlange beinflusst Assayperformance:
- Fur QPCR Amplikonlange von 70 — 300 bp optimal
- Genotypisierung mit QPCR: Sehr kleine Amplikons (70 — 150 bp)

Vermeiden langer Primer (> 25 bp) oder Sonden (>30  bp):
Erhoht Spezifitat und vermeidet partielle Bindung bzw. Dimere
Vermeiden von Regionen mit starker Sekundarstruktur
Affinitat zur Zielsequenz niedrig in Bereichen mit Sekundarstruktur
Alignment (BLAST) aller Oligos

Spezifitat ist einer der Schlussel fur effiziente PCR/QPCR

Design mit Tm von 60 °C und einer Tm Differenz <2 °C

Reduziert Wahrscheinlichkeit von Primerdimeren, Erhoht Spezifitat/Effizienz
Fur Genexpression: Design von Primern tiber Exon-Gre  nzen:
Vermeidet Amplifikation von genomischer DNA

Allelespezifische PCR: SNP sollte zum 3’ Ende positio  niert sein:
Erhoht Spezifitat und verbessert Diskriminierungseigenschaften

Tagman Sonden nahe beim Primer des selben Stranges:

- 4 — 15 bp Distanz zwischen 3' Ende des Primers und 5° Ende der Sonde.
Tm der Sonde muss grol3er als der der Primer sein:

-5 — 10T hoher ermoglicht Binden der Sonde vor Prim er

History and Applications of PCR and QPCR
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QPCR: Multiplexing

= Multiplexing — Nachweis mehrer Sequenzen in der selben Reaktion

[r——

= Erhdht Durchsatz: Analyse von mehr Zielsequenzen mit mehr Proben
= Erhoht Zahl der Tests mit limitierenden Proben

= Robustere Ergebnisse durch Nachweis mehrerer Zielsequenzen
wie z.B. IPC oder Referenzgen in der selben Reaktion
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QPCR: Multiplexing

Kompetition vermeiden:
- Ahnliche Amplikonlange (x10 bp) und GC-Gehalt (£2%)

Kompetition vermeiden:
- Primersets und Sonden sollten Schmelzpunkte mit wenig
Abweichung haben (max. 1C)
- Einzelassays sollten vorher individuell auf maximale Leistung
optimiert worden sein
- Nur solche Assays kombinieren die ahnliche Effizienzen haben
(£3%)
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QPCR Troubleshooting

= No Template Kontrolle — Kontamination von Oligos, Reagenzien oder Pipetten
= No RT Kontrolle — Kontamination mit genomischer DNA

= Interne Postivkontrolle (IPC) — Inhibition

= Optional: Negative Probe — Unspezifische Bindung von Primer/Sonde

= Nur in SYBR Green sichtbar, Schmelzpunkt 72C-78TC
= Fuhren zu Kompetition innerhalb der Reaktion
- Verhindert Amplifikation der spezifischen Ziel-DNA
= Losung: Richtiges Primerdesign und Optimierung der
Affinitat zum Template durch Matrixtitration

Primer
Dimere

= Neue Chargen von Oligos kdnnen zu Veranderungen
der Assayleistung flhren

= Neue Primer/Sonden sollten vor Ende der existierenden
Charge bestellt werden

= Qualitatskontrolle der neuen Oligos gegen alte Oligos
mit Hilfe einer Positvkontrolle

Neue
Primer/Sonden
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QPCR Troubleshooting

= Eigenschaften eines guten Assays:
Effizienz: <80% 90 -100% >110%
Korrelationskoeffizient R* > 0.98

| |~ Leones | = Niedrige Effizienz: Inhibition, niedrige Affinitéat von

Effizienzen \“” Primern/Sonde, Variabilitat/VVerlust der Linearitat bei

: hohen Konzentrationen der Standardkurve

= Hohe Effizienzen: Amplifikation von mehr als einem
Produkt, Template-unabhangige Sondendegradation,
Variabilitat/Verlust der Linearitat bei niedrigen
Konzentrationen der Standardkurve

= Zuviel SYBR Green und/oder zu viel Template

= Quencher passt nicht zum Reporterfarbstoff

= Sondenkonzentration zu hoch

= Freier Farbstoff in der Reaktion/Sonde degradiert

= Komponenten der Probe die Eigenfluoreszenz haben
= Keine optisch klare Folie/Deckel

Hoher
Hintergrund
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Anwendungen der PCR und QPCR

Vielseitige Technologie:

Sensitive Detektion

. Genexpressions- Detektion von Neue Techniken
undvgnuaDrll\ltn;/zFlzel\rll'JAng analyse Sequenzvarianten (keine DNA/RNA Ziele)
» Pathogen Detektion > Validierung von » SNP Detektion/ » Immuno-PCR:
Microarrays Alleldiskriminierung  Detektion von Protein
» GVO Analytik durch PCR

» Fokussierte Studien > Methylierung/

» Qualitatskontrolle einzelner Gene Epigenetik

. > ChlIP
» Forensik

» Kopienzahlvarianten

> MIRNA Detektion

History and Applications of PCR and QPCR
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PCR und QPCR
10 MinutanfPause
Als machistes:

Vorsttllungolder
AgibnitGasadepitittiorm
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Agilent Real-Time QPCR L6sungen - Uberblick

¥ > Mehr als 8 Jahre Erfahrung mit Real-Time

< - » Groltmaogliche Flexibilitat: Konfiguration des
*. ‘ optischen Systems (Filter) nach Kundenwiinschen

» Halogenlampen basierte Anregung
» Scanning Optisches Design: Keine Positionseffekte
> 4 Kanale (Mx3000P™) oder 5 Kanale (Mx3005P™)

» Photomultiplier erlaubt sensitive Fluoreszenzmessung

» Interner Computer mit Datenspeicher verhindert
Datenverlust bei Problemen des externen Computers.

History and Applications of PCR and QPCR
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Agilent Real-Time QPCR L6sungen - Uberblick

» Mehr Maoglichkeiten durch Multiplexing:
Von Beginn an Instrumentdesign ftr Multiplexanwendungen,
dadurch herausragende Leistung bei multiplex QPCR
Experimenten.

“ 5-plex Daten ==

Kanale: Atto425, FAM, » Flexible Messoptionen:

HEX, TxRd, Cy5  Roter Kanal (ROX) steht fur die Sequenzdetektion zur
Verfigung da kein Referenzfarbstoff bendtigt wird.
Mx3005P kann Anregungs- und Emissionsfilter beliebig

kombinieren.

» Hervorragende Uniformitat des Heizblocks:
T Gleichformige Temperatur tber den gesamten Block
Proteinschmelzkurve ermoglicht Messwerte mit niedrige Variabilitat
SYPRO Orange (ex: FAM  fiir verlassliche und hochsignifikante Ergebnisse.
em: ROX)

History and Applications of PCR and QPCR
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Agilent Real-Time QPCR Losungen — Optik

Entwitkedt fdtibéstanagiighe heisttinstung Emissionsfilterrad

4 oder 5 Filter mit geringem

aucin e i NVt [eheanershuhgegén! / Sandpass (~10 Y

Halogenlampe
Wellenlangenbereich 1
350-750 nm

Photomultiplier
Hochsensitive
Fluoreszenzdetektion
350-700 nm

Anregungsfilterrad
4 oder 5 Filter mit geringem
Bandpass (~10 nm)°

'Mx3000P™ synchronisierte Filterrader
Mx3005P™ erlaubt freie Kombination

ceees res o
von Anregungs- und Emissionsfiltern T"'"'"TW
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Agilent Real-Time QPCR Losungen - Optik

< Scan bendtigt ca. 4 Sekunden
pro Kanal fir den gesamten
Block

< Scan wird gegen Ende des

Temperaturschrittes fir die
Messung durchgeflhrt.

History and Applications of PCR and QPCR
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Agilent Real-Time QPCR Losungen - Optik

Eckdaten zur Kanaltrennung

350 nm

Anregungsfilter l
(10 nm >

Cy5

Emissionsfilter

Optimierte Filterkombinationen

Agilent Technologies

BFAM
mHEX
oROX
oCy5
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Agilent Real-Time QPCR Losungen - Optik

Anregungsbereich: 350 to 750 nm
Messbereich: 350 to 700 nm

TET HEXTAM TxRd

Vorhandene Filter konnen mit anderen Farbstoffen ah nlicher
Spektraleigenschaften genutzt werden

Wahlmadglichkeit: Auswahl der passenden Filterkombin ation spezifisch fur die
eigenen Anwendungen

History and Applications of PCR and QPCR
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Agilent Real-Time QPCR Losungen - Heizblock

 Temperaturuniformitat:
(+/- 0.25TC @ 72T Uber den Block).

» Peltier-basiertes thermisches System

e Heiz-/Kuhlrate: Bis zu 2.5C/s

» Heizdeckel

CH
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Mx3005 12

Variation of amplicon T,
Herrmann et al., Clin. Chem. 52 (2006) and 53 (2007)
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Agilent Real-Time QPCR Losungen - Uniformitat

96 Well Uniformitatstest. SYBR Green | Detektion

Amplification Plots

96 Wells
JCt=18.1
Stdabw. = 0.05
CV.=0.3%

Ct Varianz =
0.26 Zyklen
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Agilent Real-Time QPCR Losungen - Flexibilitat

Die Technik der Mx Produktlinie ermdglicht verschied enste
Anwendungen:

= Messung von [DNA] oder [RNA] mittels DNA bindender Fluoreszenzfarbstoffe

= Detektion von Reportergenexpression mittels fluores zierender Substrate oder
fluoreszierender Proteine

= Detektion von Proteinen durch Immuno-PCR mit Antiko rpern die ein DNA-Label tragen

= Untersuchungen zur Proteinstabilitat und Ligandenbi ndung

Frank Niesen @ CESG 2009
see also PNAS 103, 15835 (2006): Vedadi et al.
and Nat. Prot. 9, 2212 (2007): Niesen et al.
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Agilent Real-Time QPCR Losungen — MxPro Software

Amplification Plots

Fluorescance (R (T))

Dissociation Curve

Hew Options

— Select experment £ project type

Realtime:

% Quantitative F‘CH{Muhiple'Standards}
™ Comparative Quantitation (Calibrator)

" 5YBR® Green {with Dissociation Curve)
i EyaGreen™ {with Dissociation Curve)
™ Allele Discimination / SNP's Real-Time:
i Molecular Beacon Meting Curve

Plate read:

™ Quartitative Plate Read

i™ Plate Read / Allele Discrimination
Project type:

" Multiple Experiment Analysis

¥ Turrelamp ondor warmeup?

[~ Dont show this again

X

Cancel I

LogF old Change to Cal. (Log base 2) (dR)

Relative Quantity Chart

Relative Quantity Chart

BB w68

H
H
H
g

=
.
2.
=

Dual Color Scatter Plot

XRRAARARRRRAARARERRR!

Molecular Beacon Annealing Range

Log Feld Change fo Cal. (Log base 2) (dR)

0 SHSPTD  10HSPTO 1

Repicatael 1D

- Agilent Technologies
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MxPro Software — Alles unter einem Dach

Quantifizierung

Genexpression
Schmelzkurven-

analyse
Genotypisierung

Endpunktanalysen

Projekt Modus

New Options

Select experment £ project bype
Fealtime:

Plate read:
-I ™ Quartitative Plate Fead

Project type:
-T {™ Multiple Experment Analysis

{™ Plate Read / Allele Discimination

E

(* Quartitative PCR (Multiple Standards) Cancel
{™ Comparative Quartitation {Calibrator)

™ SYBR® Green {with Dissociation Curve)
™ BvaGreen™ {with Dissociation Curve)
™ Alele Discimination / SNPs Real-Time

™ Malecular Beacon Melting Curve

¥ Turrilamp onfor warm-up?

I~ Dont show this again

Setup

Analyse

Experimenttypen kbnnen nach
Messung jederzeit in jeden

anderen Typ umgewandelt werden

|mport.... | Defaults | & |

Buick Setup |

Well ipe: [N

Show Well Mames |
"CU"EC[ fluorescence data

Icys  [THEX [ ALEXA
["ROX | FAW

Area bo analyze

 Amplification plats

" Dissociation curve [no melt data)
" Plate sample values

" Standard curve

' Relative quantity chart

' Relative quantity plate

" Text repart

" Consolidated reports

Relative quantity based an

Reference dye |<nnne> 'l Al wells

Assign Assay Names... |

Mommalizing agzay |<nnne> vl
Standard quantity IEYS vl I

Auto-lncrement: 10 (™

i~ |dentify replicates

Feplicate symbal |<n0ne> 'l
Auta-lncrement I

|<nnne> vl
Auta-lncrement I

Clear Selected Wwells |

Plate setup comments:

r ldentify associations

Aszoc. symbal:

Full-Sereen Plate | Mext » |

[ dRin |
[ Show fold change
V' Show error bars
Select replicate/well azzaps to plot
Fep... | Aszay | Type | Quan.. I
1 F&M Standard  6.08
F& Standard 155

2

3 FiM  Standard  0.402
4 FaM  Standard 0102
5 F&M Standard  2.53e..
E F&b  Standard  5.5Ee..
7 FaM  MNAC No Ct
15 HE<  NaC NoC..
17 Fa&b  Calibrator — Calibr...
18 Fab  Urknown 0,902
13 FaM Urknown 176

20 FaM  Urknown  1.52

21 F& Urknown  1.85
CE HEX  Standard  NoC.
D& HEx  Standard  MoC..

Select All |

Workflows
Abhéangig vom Experimenttyp
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MxPro Software — Einfache Programmierung
= Einfache Welldefinition

= Schnelle und simple Zuweisung von Standardmengen

= Verwendung mehrerer Referenzsequenzen zur
Normalisierung

= Speicherung von Vorlagen fur wiederkehrende A=
Aufgaben

- ndade
I ity Satigs weroeey
I Thamal Ptle St pezven
o e . g v p— I s st

S a I L e P ey Gl el | ettt s

~~~~~ e

e B

Ir=Tr=TT = M | | e =
Aesage i o ond s e botme s Db o g e i, s
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MxPro Software — Einfache Programmierung

= Point und Klick Thermoprofilprogrammierung....
= Maoglichkeiten zur Programmierung komplexer Profile

= Messungen so oft und an so vielen Positionen wie ge  wunscht

Tempamry

History and Applications of PCR and QPCR
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MxPro Software — Echtzeitanzeige der Messdaten

= Echtzeitanzeige der gemessenen Rohdaten

= Einfache Mdglichkeit zum Hinzufligen von Zyklen oder zu m Pausieren
wahrend des Laufs

= Automatisches Ausschalten der Lampe am Ende des Exp  eriments oder
bel Nichtbenutzung

1ty i B | e ] p—— L0 P, | ———

Dyes & Fiters l Dye Assignment I Scan Order  Instrument Selection

45 W3000F (4 filter set plate)
~
L~ Tum lamp off

’7 T~ Tum lamp off  niot running for I2 ‘i
7

"Select instrument to use

Agilent Technologies
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MxPro Software — Analysefunktionen

= Alle bendtigten Analysemadglichkeiten in einer Softw are:

Frei konfigurierbare automatische Algorithmen zu Threshold-Bestimmung
und Hintergrundkorrektur

= Effizienzkorrektur fir korrekte Auswertung von Vergle ichender
Quantifizierung

= Analyse des Experiments wahrend der Datenerfassung moglich

wettings - Real Time

s - Rec [
| Bosetne Cormection | Smocting | Repkcates | Effciency Settngs |

K
L.

W RNE

€

T T

t= IFI=IET¥IEIFI=I3I:E=?h1

E.-:amhﬁsmiﬁ:mmr;

Tl

i,
[

i
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MxPro Software — Analysefunktionen
= Entscheiden Sie welche Ansicht der Rohdaten Sie Aus  werten
= Einfacher Export von Grafiken und Tabellen
= Consolidated Report als Dokumentation fur das Laborb uch

= Multiexperimentanalyse flr grof3ere Projekte mit aut ~ omatischer

Normalisierung der Experimente B ’
Etlrurmd?lzﬂeﬁm
Flolz
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MxPro Software — Alles unter einem Dach

» Eigenentwicklung, Einbeziehung von
Kundenanfragen und -vorschlagen

» Kostenfreie Updates ,/ | l \

» Erlaubt mehrere Programminstanzen

» Analyse von aktuell gemessenen Daten

» Rohdaten in Echtzeit und bei der Analyse sichtbar

» Einfache Benutzung — Experimentelle Workflows

» Umfangreiche Analysefunktionen flr alle Experimenttypen

» Einfacher Export zu Excel, PowerPoint, Text oder Bildformaten

» Analyse grof3erer Projekte:
Multiexperiment-Analyse fur alle verfugbaren Experi menttypen

Agilent Technologies
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PCR und QPCR
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Absolutely RNA @ kits SideStep ™
Sample miRNA and

Preparation RNA from cells/tissue Cells to PCR

Agilent Bioanalyzer

AffinityScript ™

CDNA Multi t ture RT
. uitl temperature
Synthesis P
Mx3000P®
and
Mx3005P®

Brilliant ® Il mastermixes High specificity miRNA
QRT-PCR detection kit

Real-time PCR ¢ sygreand probes mIRNA detection
reagents

QPCR Reference RNA ALIEN® QRT-PCR
Inhibitor Alert
For human, mouse Control for inhibition
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