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Faze PCR amplifikace
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Kinetika PCR

> Teoreticky se mnozstvi }}”"
produktu behem kazdého )
PCR cyklu zdvoji. 100000 /0

» Ve skuteCnosti se
zdvojovani produktu |
béhem kazdého cyklu -
pouze blizi 100%.
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Real Time PCR
zakladni principy metody

> Principem metody je vizualizace narustu amplifikacniho
produktu pomoci méreni narustu fluorescence v

prubéhu PCR.

» Vystupni intenzita fluorescence je pfimo umeérna
koncentraci templatu.

> Korelace mezi mnozstvim PCR produktu a intenzitou
fluorescence je vyuzita k vypoctu mnozstvi templatu
pritomného na pocatku PCR.



Real Time pristroje




Vyhody Real Time PCR

stejna nebo vyssi citlivost bez manipulace
se vzorky — snizeni rizika kontaminace

neni tfreba provadet elektroforézu
automatizace procesu pro klinické vyuziti

kvantifikace templatu — mnozstvi
patogena, hladina mRNA

rozmanité typy sond — vice lokusu v jedné
reakcl (multiplex)




Dulezité komponenty pro
Real Time PCR




Fluorofory

> Velka ¢ast fluoroforu jsou heterocyklické
polyaromatické uhlovodiky

» Jejich konecna fluorescence (emise) zavisi
na schopnosti molekuly fluoroforu
absorbovat a emitovat fotony

> Emise fluoroforu je silneé zavisla na teplote



Princip fluorescence
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Zhasece

» Molekuly schopné absorbovat nebo
disipovat energii z excitovaného fluoroforu

» Zhasec prijima energii z fluoroforu a
absorbuje nebo disipuje ji mechanismem
,Proximalniho zhaseni‘“ nebo ,,FRET*



Proximalni zhaseni
Proximal quenching

» Zalozeno na kratké vzdalenosti mezi
fluoroforem a zhasecem, ktera mezi nimi
dovoluje efektivni prenos energie, jiz zhasec
prevadi na teplo a tim ,,zhasi“ excitovany
fluorofor.



Proximalni zhaseni
Proximal quenching

qv =

4aAM



FRET
Fluorescence resonance energy
transfer

» Donorova molekula (excitovana externim
svételnym zdrojem) predava cast sveé energie
na akceptorovou molekulu, ktera vyzari
sveétlo o jiné vinoveé délce.

> Uéinnost tohoto procesu je mimo jiné silné
zavisla na vzdalenosti molekuly donoru a
akceptoru ( aéiné 100A, cca 30 bp v linearnim
formatu sond).



FRET
Fluorescence resonance energy
transfer

FITC
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Sonda

Kratky oligonukleotid s podobnymi vlastnostmi
jako PCR primer (vazba na DNA retezec
stejnym zpusobem jako PCR primer)

Umoznuje vazat fluorofor a zhasec v efektivni
vzdalenosti od sebe a tim zajistit proces
zhaseni fluoroforu do doby detekce



TTC ATG CTT GGA CCG -

5 3

Spojeni fluoroforu, sondy
a zhasece
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Nejcasteji pouzivané kombinace
fluorofor/proximalni zhasec ve vazbe se

sondou
6-FAM (518)
N TET (538)
HEX (553)/JOE (554)
- 19 Cy3 (565)
TAMRA (583)
ROX (607)
& | I rc Red (640)
< _ BHQ-3 (672 nm) | Cy5 (667)
BHQ-2 s790m) | |
BHQ-1 (534 nm)

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750
Wavelength (nm)

-5' 3 -




Metody Real Time PCR

Nespecifické metody: zalozené na

nespecifické vazbeée fluoroforu do
vznikajici molekuly dsDNA

Specifické metody: zalozené na
specifické vazbe sondy oznacené
fluoroforem




Nespecifické metody
- DNA interkalatory -

» Fluorofor se interkaluje, ,,vaze*“ do
vznikajiciho retézce DNA v prubéhu
PCR

» Vazba v malem zlabku molekuly
DNA



Formaty nespecifickych systému

» Quencher-Labeled Primer |
» Quencher-Labeled Primer Il
> LUX™ Primers

> Amplifluor™

» SYBR Green |



Princip pouziti SYBR™ Green |

SYBR Green
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DuleZita otazka:
Je vazba molekuly SYBR Green do
vznikajici molekuly DNA reversibilni
nebo ireversibilni dé€j a pro¢ tomu tak je?



Detekce rozdilu v sekvenci DNA pomoci SYBR
Green |
- modelovy priklad -

Usek A o délce 200 bp ohranieny primery

CCTCCTGCCTCTACCAATCGCCAGTCAGGAAGGCAGCCTACCCCGCTG
ACTCCACCTTTGAGAGACACTCATCCTCAGGCCATGCAGTGGAATTCC
ACAACCTTCCACCAAACTCTGCAAGATCCCAGAGTGAGAGGCCTGTAT
CTCCCTGCTGGTGGCTCCAGTTCAGGAACAGTAAACCCTGITCCGACT
ACTGCCTC

Usek Ai s inzerci 5 bp o délce 205 bp ohrani¢eny primery

CCTCCTGCCTCTACCAATCGCCAGTCAGGAAGGCAGCCTACCCCGCTG
ACTCCACCTTTGAGAGACACTACACTCATCCTCAGGCCATGCAGTGGA
ATTCCACAACCTTCCACCAAACTCTGCAAGATCCCAGAGTGAGAGGCC
TGTATCTCCCTGCTGGTGGCTCCAGTTCAGGAACAGTAAACCCTGITCC

GACTACTGCCTC




Fluorescence

Vysledek detekce pomoci SYBR Green |
Zakladni data
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Vyhodnoceni detekce pomoci
SYBR Green | — Meltingova analyza

Fluorescence
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Vyhody a nevyhody pouziti
nespecifickych systému

Vyhody Nevyhody

> Cenové > Vazba do ssDNA
»-nenarocna“ > Problematicka

> Neni nutna analyza analyza
sekvence pro primer/dimer
navrh sond struktur

> Problematicka
kvantifikace



Specifické metody
- Znacené DNA sondy -

Metoda zalozena na hybridizaci primeru a
sondy specifické pro hledany usek
DNA

Popsany 2 hlavni typy sond.:

- Linearni sondy
- Strukturni sondy



Formaty specifickych systému

Linearni sondy

YV WV VYV YV VY

YV YV VY VY

ResonSense® Probes
Angler® Probes
HyBeacons™

Light-up Probes

Hydrolysis (TagMan®)
Probes

Lanthanide Probes
Hybridization Probes (FRET)
Eclipse™

Displacement
Hybridization/Complex
Probe

Strukturni sondy

vV VWV V V VY

Molecular Beacons
Scorpions™
Cyclicons™
Nanoparticle Probes

Conjugated
Polymers/Peptide
Nucleic Acid Probes



Linearni sondy
- Hydrolysis (TagMan®) Probes -
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m V reakct jsou 2 sondy nesouci 2 rizné fluorofory

m Kazda sonda se vaze pouze k jedné alele

http://www.ucl.ac.uk/



Fluorescence

Fluorescence
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Vysledek detekce pomoci TagMan sond
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Postup kvantifikace pomoci Real Time PCR
s vyuzitim TagMan sondy

Stanoveni Ct (Treshold cyklus)
Vytvoreni kalibra€ni krivky

Kvantifikace neznamého vzorku pomoci viozené
kalibracni rady



Stanoveni Ct
- Treshold cyclus -
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Fluorescence

Vytvoreni kalibracni krivky
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Plot Settings

Plot Settings
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Treshold cyclus
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Fluorescence

Kvantifikace neznameého vzorku pomoci

viozené kalibracCni rady
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Linearni sondy
- Hybridization Probes (FRET) -

“FITC “

w\*




Pouziti FRET analyzy pro detekci
jednonukleotidové mutace (SNP) v useku DNA
- modelovy priklad -

Standardni alela o délce 200 bp

CCTCCTGCCTCTACCAATCGCCAGTCAGGAAGGCAGCCTACCCCGCTG

ACTCCACCTTTGAGAGACACTCATCCTCAGGCCATGCAGTGGAATTCC
ACAACCTTCCACCAAACTCTGCAAGATCCCAGAGTGAGAGGCCTGTAT
CTCCCTGCTGGTGGCTCCAGTTCAGGAACAGTAAACCCTGITCCGACT
ACTGCCTC

Mutantni alela (s mutaci v jedinem nukleotidu) o delce 200 bp

CCTCCTGCCTCTACCAATCGCCAGTCAGGAAGGCAGCCTACCCCGCTG

ACTCCACCTTTGAGAGCCACTACACTCATCCTCAGGCCATGCAGTGGA
ATTCCACAACCTTCCACCAAACTCTGCAAGATCCCAGAGTGAGAGGCC
TGTATCTCCCTGCTGGTGGCTCCAGTTCAGGAACAGTAAACCCTGITCC

GACTACTGCCTC




Navrh sond pro detekci SNP
pomoci FRET

GAGAGATCACTCAT- RED-CCATGCAGTGGA
GACTCCACCTTTGAGAGATCACTCA(C)TCCTCAGGCCATGCAGTGGA



Princip analyzy SNP
pomoci FRET sond

Mutantni alela (dCTP) Tm= 55°C

Standardni alela (dATP) Tm= 62°C




Fluorescence

Vysledek detekce SNP pomoci FRET
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Vyhodnoceni detekce SNP s pouzitim FRET
pomoci meltingové analyzy
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m Loop with target complementary sequence

m Stem which ,,closes® the hairpin

m Reporter and quencher

m High sensitivity — protects probe during reaction
m SNPs detection

m Allelic discrimination

Loop

Sequence

TS~ Loop Sequence

| \ 5' Reporter
Stem .| 3’ Quencher

é 5’ Reporter Amplified Target DNA
< 3' Quencher
g‘) 1. Unbound beacon with 2. Bound beacon with
E quenched fluorescence unquenched fluorescence



http://upload.wikimedia.org



m Theorecically - One DNA molecule in one reaction well

m Molecules in wells follow Poisson distribution =>
,,cleaning* data by mathematical operations

m Result of the reaction 1s 1 or 0 (positive or negative)

Preparation Distribution PCR reaction Readout

- ®000
0000 2323
000 g8
Nelolele

gDNA, cDNA, RNA, Sample partitioned @ Positive reactions Absolute
plasma into many reactions ® Negative reactions quantification

http:/ /www lifetechnologies.com/
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Figure 1. How ProQuantum immunoassays work.

How does it work?

ProQuantum immunoassays utilize proximity ligation assay
(PLA") technology to combine antigen—antibody binding
for analyte detection with gPCR signal amplification

and readout (Figure 1).

The assay is a two-step process:

A. Analyte binding by paired antibodies conjugated
to oligonucleotides
Two antibody conjugates are provided in each kit: a
3" end oligonuclectide and a 5" end oligonuclectide,
each conjugated to a target-specific antibody. When
the antibody pair binds to two different epitopes of the
protein, the 3" and 5" oligos come into close proximity.

B. Ligation of the oligonucleotides by DNA ligase and

amplification by Applied Biosystems” TagMan®
qPCR Assay

Only when the pair of antibodies binds to the analyte
(A) can the associated oligos become bound to the
complementary splint oligo and subsegently joined
to each other with DNA ligase (B). Following the oligo
ligation, 95°C heat inactivation denatures the ligase,
antibodies, and other proteins, leaving 100-base
strands in concentrations proportional to the level of
antibody—analyte binding in the first stage. This 100-
base DNA strand serves as the amplification template
for 40 cycles of gPCR using TagMan Assays.



Dekuji za Vasi pozornost



