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Instrumentace

PCR - termocykler

gRT-PCR - termocykler kombinovany s fluorimetrem
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Instrumentace

Zdroje excita €éniho zareni

Halogenova lampa

- VSechny vinoveé délky viditelného svétla (320nm — 2600nm)

- Uniformni excitace

- pr. ABI 7300, 7500, Stratagene Mx4000/Mx3000p, BioRad iCycler
- Normalizace fluorescence (Rox)

Emission Spectra of Fluorophores for Multiplexing

Laser -
- Sp@leleé vinova délka CAL Fluor® Gold 540
1 ¢ 1 ) QA ¥ Fluor® Orange
- Neni nutny excitacni filtr o |-t
- Omezeny vybér fluoroforu 3 | AL Fuord red 590
- pf. ABI PRISM 7700/7900 3 [t
Quisear® 670
Elektroluminiscencni diody (LED) N

- Uzké pasmo vinové délky (30-40nm)

- Bézné LED emituji na 430, 450, 505, 592, 612 a 637 nm
- noveé i modra a UV ¢ast spektra

- pr. Corbett Rotor-Gene, Roche Light Cycler



Instrumentace

Filtry

ExcitaCni/emisni — selekce excitacni/emisni vinove délky
Opticka kvalita filtru Casto urCuje vykonnost pristroje
Bandpass a Long Pass Filtry

Volba fluoroforu

Optimizing Fluorescence Signal with Filter Combinations

Fluorescence Filter Spectral Profiles 100 1%
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http://www.microscopyu.com/articles/livecellimaging/imagingsystems.html



Instrumentace

Monochromator

Volba libovolné vinové délky

Difrakéni mrizka

Fotodetektory
Snimaci zafizeni (CCD)

Incident beam

Mirrors Grating

Monochromatic beam



Instrumentace

Teplotni uniformita

Sampls tubas
Filter Collimstor
Light souma \ -
Fibez | ] |ssanne
Exncitins light
Hot-lid l B
Ty
o V] came
- i
Emitti e o
night S\ JI :
_'y/z '/"//////"/;

wincobiz.com/gpcr.htm .
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———— Circuit board
(Peitier elements)

-o——Therma-Base layer

...(_ Conling element




Instrumentace

Parametry RT cykleru

Citlivost — minimalni kvantifikovatelné mnozstvi templatu — fluorescence, kterou
je pristroj schopny odliSit od Urovné pozadi (Sum)

Dynamicky rozsah — rozsah koncentraci — rozsah intenzity fluorescence

Linearita — intenzita fluorescence je linearni
ale:
- koncentrace:
- vysoka koncentrace vzorku — nemusi dojit k excitaci
- 1 u ,normalnich* koncentraci, muze dojit k preferenénimu absorbovani
svétla povrchovymi vrstvami vzorku, vzdalenéjsi ¢ast vzorku uz neni
excitovana svétlem o stejné intenzité

Correct Incorrect

- opticka draha
- laboratorni plastik
- homogenita vzorku

Liquid is at ¢ Not centrifuged with enough force,
bottom of well. or

¢ Not centrifuged for enough time

Fluorescencni standardy — kalibrace pristroje




Instrumentace

Kalibrace

ROI Inspector X
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Applied Biosystems

Real-Time PCR System
Spectral Calibration Kit

SDS
System

Filters

Spectrum
(nm)

Emission
Spectra

Pure Dyes

7300, 7500/7500

Fast system

Pure Dye Plates

(FAMTM, JOE™, NED™,
ROX™, SYBR® Green,

TAMRA™, and VIC® dyes)

7500/7500 Fast System

7300 System
[ PPesem —

2

i

~520 nm

* FAM
+ SYBR Green

L

* CY3

1
~550 nm ~580 nm ~610 nm
* JOE  *TAMRA « ROX
*VIC * NED » TEXAS RED

1
~670 nm

CY5
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V. Interkalacni
barviva a sondy




Fluorofor

(F)

Fluorofor — vétsinou heterocyklicka nebo polyaromaticka sloucenina, pfi

prechodu z excitovneho do zakladniho stavu fluoreskuje

Excitace

S

| —
e’

v

Zakladni stav

< ) 10-15 sec.
J.L >

o

Relaxace

Fluorescence 10 sec.

\l¢ _, Fosforescence 10 sec.

\ /

Excitovany stav

Zhaseni nebo prenos energie

Vnitfni konverze



Fluorofor

(F)

TAMRA

Alexa FAM TET

BHQ-2

JOE Yakima HEX Cy3 ATTO550 TAMRA ROX Cy5 Cy5.5

Fluor 350 Yellow
M{aﬂxﬂ%m 442 1|520 |536 |548 549 | 556 |563 576 588 |605 |662 |707
Mf‘ﬁnﬁﬁbs 346 (494 |521 |520 |530 |535 (546 (554 556 |575 |646 683




Fluorofor (F)

Fluorescen €ni kvantovy vyt ézek (Fluorescence quantum yield, QY) — pomér
emitovanych fotonu k absorbovanym.

Molarni extink €ni (absorpcni) koeficient — jak silné dana latka absorbuje svétlo o
dané vinové délce A=¢cl




Stokesuv posun; Jablonského diagram

Stokes shift
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Quenchers — Zhasece (Q)

Zhaseni — quenching

* Redukce QY v danéem fluorescencnim déji
» Absorpce nebo disipace energie — navrat fluoroforu do zakladniho stavu bez emise
fluorescence

Proximalni zhasSeni — kolizni quenching

 Fluorofor velmi blizko zhaseCe — pfenos energie z F na Q ve formé tepla —
nenastane zadna fluorescence

e Proximalni zhaSece: molekularni kyslik, Cu?*, Mn?*, NO?3

Fluorescent
emission Excitation
Excitation » "

o

& ¥ .
v J » &
B *" oy

-
»
b

Flucrochrome

Fluorochrome

http:/iwww.etswebsite.be/




Fluorescencni rezonanéni energeticky transfer (FRET)

Zaklad rady experimentalnich metod v biochemii a molekularni biolo

gli

* Pfenos energie z donorové na blizkou akceptorovou molekulu, donor se vraci do
zakladniho stavu bez vyzareni fluorescence; akceptor vyzafri energii ve formé

fluorescence

* Emisni a absorpcni spektra se musi prekryvat

« Férsterova vzdalenost  obv. 100A

* Energie, kterou donor vyzafi nebo pfeda musi byt dostatec¢na k exc
 Pfiklad: FAM-TAMRA, DABCYL, BHQ

itaci akceptoru

Donor

J(A) Acceptor

fluorescence absorption

Wavelength (1)




Specificka vs. nespecificka detekce amplikonu

Nespecificka Specificka

- Interkalacni barviva Linearni sondy

- Quencher Labeled Primers - ResonSense, Angler Probes
- LUX Primers - HyBeacons

- Amplifluor - Light-up probes

- TagMan sondy (Hydrolyzacéni sondy)

- Lanthanidové sondy

- Hybridizacni sondy

- Eclipse

- Displacement Hybridization/Complex Probes

Strukturni sondy
- Molekularni majaky
- Scorpions
- Cyclicons
- Nanoparticle Probes
- Konjugované polymery a PNA sondy



Nespecificka detekce mnozstvi
amplikonu

- Interkalacni barviva
- Quencher labeled Primer
- LUX Primers
- Amplifluor



Interkalacni barviva

Annealing phase

Reverzibilni vazba na dsDNA

E— @ @ .
* Relativné levné e .
o Citlive - 3
e
Nevyhody:
« N&ktera barviva se vazi na ssSDNA Extension phase () Extension phase (Il)
» Nespecificka vazba na jakoukol = * o ” "
e E 5= S = 4
dsDNA (primer dimery, ,mispriming®, . " o o
® L : . M
atd.) o ® 1—”—‘—1 ; e
@

» Peclivy navrh primeru a extenzivni
_ _ _ o End of PCR cycle
validace, disociacni krivky

o

van der Velden et al. Leukemia (2003) 17, 1013-1034



Disociacni krivky — melting curves
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Interkalacni barviva

Ethidium bromid

30ti nasobny narust fluorescence
po vazbé na dsDNA

Nepravidelna vazba na DNA
Qy =0,15

Mutagen £

Absorption
Fluorescence emission

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

SYBR Green

SYBR Green Il NSNS
SYBR Gold

YO (Oxazole Yellow)
TO (Thiazole Orange) @

PG (PicoGreen)

>1000 nasobny narust
fluorescence

Rovnomeérna vazba na DNA
Qy = 0,60

BezpecCny

Fluorescence excitation
Fluorescence emission

T T T T
225 325 425 525 625
Wavelength (nm)




Interkalacni barviva

A) SYBR Green

B) Ethidium bromide




Quencher Labeled Primers

Pouziti dvou odliSnych molekul

PNA (peptide nucleic acid) oznacenou na C konci zhaSeCem DABCYL (Q-PNA)

+

Primer se specifickou sekvenci na 3’ konci a fluoroforem a PNA komplementarni

sekvenci na 5’ konci

Tm primer/amplikon> Tm Q-PNA/primer > Ta primer

1. Nadbytek primeru je zh&Sen pfi Ta ’l\f“

2. Fluorescence méfena béhem Ta udava I
mnozstvi primeru hybridizovanych k templatu s
Jamplikonu plus mnozstvi fluorescenéné JV;
oznacéenych dsDNA amplikon(i Y

3. Real-time | end point "\

COOH
PROTEIN




Quencher Labeled Primers 2

Primer >25bp se zhaSecem na 5’ konci (QSY 7, QSY 9), Molecular Probes-Invitrogen
QSY 7/QSY9 zhasi fluorescenci interkalacniho barviva (SYBR), které se muze vazat
na primer dimery nebo primer samotny

Po prodlouzeni fetézce neni jiz fluorofor zhaseny

Redukce pozadi/ nespecifickych signalu

CH, CHg
N 0 N cl
0
o \
I
oo

o

QSY 7




LUX Primery

_ _ _ LUX" detection
Light Upon eXtension — Invitrogen

L

Farward primer isingle-dabeled)

* Reverse nebo forward primer oznaceny
% 5

fluoroforem.

e

« Ve vlasenkové konformaci zha3eny. Druhy 3 3
prlmer Je HEOZHaéeny Revarse primear tunlabelad) _
* Po inkorporaci do dsDNA je zhaSeni ~l¢
uvolnéno a emitovana fluorescence
R
Figure 2 - The LUX" (Light LIpon eXtension) effect " 4 5,
; 3’
1.0
—W_/— —
04 W Extended Primar (d=Dfa

Relative Fluorescence

Single-stranded Frimer
0.1

Hairpin Primer

Primer Conformation




Amplifluor http://www.genxpress.at/

«3 typy primerd - Dva specifické pro
amplifikovanou sekvenci a jeden tzv. UniPrimer

«Jeden ze specifickych primeru obsahuje
univerzalni (Z) sekvenci na 5 konci, druhy neni
nijak modifikovany

e 3’konec UniPrimeru je komplementarni k Z

sekvenci prvniho primeru, zbytek smérem k 5’konci UniPrimer @ ®

tvofi vlasenku oznaCenou fluoroforem (FAM) a ]

zhaseCcem (DABSYL) 5 L
,-':}} "'.-__

» vvhoda: kazda PCR muze byt snadno adaptovana
na Amplifluor PCR, zacClenénim Z sekvence na
5’konec jednoho z primeru

* moznost pouzit dva rizné znacené UniPrimery s
konci komplementarnimi k odliSnym Z sekvencim —
SNP analyza/alelicka diskriminace



Amplifluor

Cyklus 1. primer se Z sekvenci je inkorporovany do
nové syntetizovaného retézce

Cyklus 2: polymerace z druhého primeru inkorporuje
sekvenci komplementarni k Z do druhého fetézce

Cyklus 3: konec Uniprimeru se komplementarné vaze

fetézce. Zhasec je oddélen od fluoroforu a b N

k Z sekvenci, poskytuje volnou OH skupinu .
polymeraze a je sam zaclenén do nové
vznikajiciho fetézce — uvolrniuje se vlasenkova
konformace
Cyklus 4: polymeraza uvolnuje vlasenkovou strukturu
a cely Uniprimer se stava soucasti noveho
Round

dochazi k emisi fluorescence.

e Od tohoto cyklu je Uniprimer inkorporovan do
amplikonu

 Fluorescencni signal je generovan v kazdém
PCR cyklu (je sniman béhem annealingu)
a koreluje s mnozstvim amplikonu.

* Nezaclenény Uniprimer tvofi vlasenku
a nefluoreskuje.

Reverse primer

Forward primer

UniPrimer

L I



Amplifluor

¥

The £ primar annaaks, and (s extendad in
the first ampatication mund

The UiniFrmer annsals to the sequence
of the £ primeT and s extendead by the

polymerase

The UniFrimer-containing product senes
&5 a template for the other primer

Extension of primer causes the halrpin to
unfold and to separate the repoter and
quenchar The reporar uoresces



Specificka detekce mnozstvi amplikonu

Linearni sondy Strukturni sondy
-ResonSense, Angler Probes - Molekularni majaky
- HyBeacons - Scorpions
- Light-up probes - Cyclicons
- TagMan sondy (Hydrolyzaéni sondy) - Nanoparticle Probes
- Lanthanidové sondy - Konjugované polymery a PNA sondy
- Hybridizacni sondy
- Eclipse

-Displacement Hybridization/Complex
Probes



Reson Sense & Angler Probes www.dstl.gov.uk

- urychleni gPCR - optimalni fluorescencéni signal jiz po 5 sec. v annealingovém
kroku

- DNA interkalator (SYBR Gold) — FRET donor + sonda specificka k jedinému
amplikonu — FRET akceptor (Cy5 na 5’konci) — bud volné (ResonSense) nebo
pripojena k primeru linkerem (Angler Probe)

- DNA polymeraza bez exonukleazove aktivity v pfipadé ResonSense

- Pokud neni pfitomna cilova sekvence, nebo béhem denaturace, neni SYBR a
Cy5 v dostate¢né blizkosti aby doslo k FRET a emisi fluorescence

- kvantitativni PCR i alelicka diskriminace (vice ruzné znacenych sond)

ex 495nm

\\ em 537nm
- FRET —
OO O O ////’*,. cy5
SYBR gold

OO0 0O

SYBR gold




HyBeacons www.lgc.co.uk

 Velmi jednoduchy princip i design

« Sonda emituje fluorescenci pouze v duplexu s DNA

* P na 3'0OH konci — neni volna OH skupina pro polymerazu

« Snimani fluorescence v annealingovém kroku

e Bez nutnosti FRET, navrhu sekundarni struktury nebo enzymatickeho Stépeni




HyBeacons

CTGTATTCCTCGCCTGTCC
ITTTTTITTITITITITIIIITIIT

NNNNNGACATAAGGAGCGGACAGGNNNNN

@

|
CTGTATTCCTCGCCTGTCC Tm = 45.5°C
IIITIIIIIII-TIIIIIIT

NNNNNGACATAAGGAACGGACAGGNNNNN

Peak area

Log copy number

Rozliseni blizce pfibuznych sekvenci na zakladé
Tm umoznuje detekci SNP i kvantitativni analyzu

Fluorescence -d(F1}/dT

NI G2 N18 G3 NTC
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o
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Temperature {*C) Temperature {*C) Temperature {*C)

Fluorescance (F7)

Fluorescence -d{F1)/dT

Temperature (°C)

www.lgc.co.uk




Light Up Probes

* Podobné HyBeacons Q\ﬁrs

* PNA s konjugovanou thiazolovou oranzi ; E\fg j ] i Hj@
(asymetrické cyaninové barvivo) R‘,,Hfﬂvwmﬁ,_i,{_m R
* PNA neinterferuje s PCR
» Nizka fluorescence volné sondy — nariist po ok Y '"l’b
vazbé& k DNA (annealingovy krok — snimani b X
fluorescence) o

b 3 5

* SNPs (jedina baze)

gl -
.

Target | Il
DNA



Light Up Probes

Lys1-TAGCTGCT-- --CO-(CH2)5-TO-N

11mM LUP2

55mM TCCTTCATTCGCTTC 55mM ATCGACGAGACAGCTGGCGA
LUP2 nekomplementarni LUP2 komplementarni

Svanvik et al. 2000. Light-Up Probes: Thiazole Orange-Conjugated Peptide Nucleic Acid for Detection of Target Nucleic Acid in
Homogeneous Solution. Analytical Biochemistry 281, 26-35 .




Hydrolyzacni sondy (TagMan Probes)

* 5’ nuclease assay

 Velmi popularni design a univerzalni pouziti

 Fluorofor na 5’, zhaSec€ na 3’ konci (snadna synteza)

« 5'-3' ds exonukleazova aktivita DNA polymerazy

 F-Q — FRET (TAMRA) nebo emise tepla (BHQ)

* Pokud je pfitomen templat, sonda se komplementarné vaze na
cilovou sekvenci — annealing

* Hydrolyza sondy béhem extension faze PCR (rozdil od
pfedchodzich) , uvolnéni fluoroforu a ireverzibilni emise fluorescence
* Nenavazana sonda zustava intaktni a nedochazi k fluorescenci @
 Je nutné sladit annealingovou teplotu proby s optimalni teplotou

polymeréazy @ o
F\ Q
° u

Q Q

/

 SlouCeni annealingového a extension kroku do jediného, obvykle 8-10C pod Tm
sondy (60-62C)

» Kvantifikace, SNP, alelicka diskriminace atd.

» Multiplexni reakce



UPL sondy

e Podobné TagMan sondam z B LNA Monomer
» Sekvencné specificky par primeru + B-D configuration
semiuniverzalni sonda - knihovna z o) ;
* Do sekvence sondy zaclenéna Locked O .
. . A% - 7 0
nucleic acid (LNA) — zvysSuje teplotni
stabilitu — Tm ~——0
7
0=P—0O
$
Perfect Single
Match Mismatch

; 3-ACGACCAC-5' 3'-ACGGCCAC-5 AT,

— LNA 8-mer o o o
C:.}?EH 5-TGC GGTG-3 m°c 45°C 26°C
'::F?—G
)

O DNA B-I‘I‘ter o o o
w §.TGC GGTG-3 o0 © 2°C 10°C



Lanthanidove sondy

e varianta hydrolyzacnich sond (TagMan)

o fluorescencni zancka — lanthanidovée chelaty (terbium,
europium) s molekulami, schopnymi absorpce UV —
uzké emisni spektrum,

» zhaSeny ssDNA — radovy narust fluorescence po
hydrolyze sondy

e time resolved FRET — odecet fluorescence po urcité
dobé od excitacniho pulzu — snizeni fluorescence
pozadi

» dalSi snizeni zbytkové nespecifické fluorescence
pomoci kratké sondy se zhaSe€em — do cyklu je zafazen
krok 35T kdy se vaze sonda se zhaSe ¢em na
nenavazanou reportérovou sondu

« kombinace s klasickymi fluorofory



Lightcycler - Hybridizacni sondy

 dva oligonukleotidy, navrzené tak, aby hybridizovaly na templatu vedle sebe
o fluorofory tvorici FRET par
e pouze po uspésné hybridizaci dojde k emisi fluorescence

FRET Emise fluorescence £3 signal

N
s S

Sondy nehybridizuji v dostate¢né {;/7
blizkosti — nedojde k FRET Emise fluorescence ¥ X signal

 kvantifikace, genova exprese, SNP



Eclipse

e Linearni sondy, podobné TagMan
» 3’ konec — fluorofor, 5 MGB protein a zhasec

* Nejsou hydrolyzovany Taqg polymerazou

» Pokud neni Eclipse sonda hybridizovana k templatu, zaujima konformaci, ve

které jsou fluorofor a zhasec v tésné blizkosti

 Pfitomnost MGB zvySuje ucinek zhasece — redukce fluorescence pozadi a

umoznuje konstrukci kratSich sond s vysSi Tm

inan intact Ecipso probe, 1he reporter |2
cuanched wihen in close proximity 1o guenchar

During annealing, the proba unfolds and binds
to the tanget saquencs 1o separats he repornter
and quenchar, Tha raporter TUOMEsces

3 Minor groowe binder



Displacement Hybridization/Complex Probes

v reakci kromé sondy a templatu je navic kompetitor

« kompetitor blokuje nespecifickou hybridizaci sondy k podobnym sekvencim, ale
nezasahuje do hybridizace mezi presné odpovidajicim templatem a sondou

* SNP — diskriminace rozdilu i v jediné bazi

» fluorescence se méri v annealingové fazi

+ matched g

SR

target ::

-3 1]
¥ i
n 11
T "

i
T
5
"
 § |

| § | .
T '
+ mismatched
target 1

L=
-



Molekularni majaky/ Molecular beacons

=

Target

Molecular
beacon

Q
Reporter Quencher

« vlasenkova struktura, konce jsou vzajemné komplementarni; smycka je
komplementarni k cilove sekvenci

» konce oznaceny fluoroforem a zhaSecem

* ve vlasenkové konformaci je fluorescence zhaSena

e po vazbé na komplementarni templat dochazi k emisi fluorescence

» fluorescence je odecCetena v annealingovém kroku

e po zvySeni na extenzni teplotu, sonda disociuje a nebrani polymeraci

« Stratagene



Molekularni majaky/ Wavelength shifting beacons

e sonda ma na jednom konci A

navazane dva fluorofory — tzv. 10 _Searonyhodamine 86 Tetramethyirhodamine exas ec
a0 +

Jharvester* a ,emitter”, na druhém 60 -

Fluorescence (%)

40
konCI Zhééeé Eg _' 1--|....|.. e i o %a-/l;\

) o . 500 550 GO0 650 550 600 650 K50 600 650
 harvester absorbuje svétlo, emitter

diky FRET fluoreskuje

Emission wavelength (nm)

B
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Katalytické molekularni majaky

* Molekularni majak je kombinovany s DNAzymem

e Linearni oligonukleotid (sonda) znaceny fluoroforem a zhaSeCem, intramolulekalrné

komplementarni k DNAzymu

» Absence cilove sekvence — majak intramolekularné hybridizuje s DNAzymem a

alostericky inhibuje jeho aktivitu; sonda neni Stépena

* V pfitomnosti cilové sekvence DNAzym Stépi sondu, oddéluje zhasSe¢ a dochazi k

emisi fluorescence

e Modularni design umoznuje

rizné assaye
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Katalytické molekularni majaky

The Qzyme primer encodas the
catalvlic DMA. During anneaing, the

! : Qzyme primear anneals to the target
¥ edension :
— Duxing extension, the catalytic
DA, [ made
Denaturation
' Anneaing of probe
¢ i q During the next annealing step, the
3 catalytic DNA binds the probe and

cieavias The reporter from the quencher

The free raporter fluorescas

o
g-



PNA Molekularni majaky

 Klasické majaky Spatné hybridizuji ke komplementarni
ssDNA v roztocich o nizké iontové sile, pomér signal/Sum je

rizny, ale zvySuje se s rostouci iontovou silou

o ,stemless” majaky vyborné hybridizuji i za nizkych

koncentraci soli, ale maji nizky pomér signal/Sum

* PNA ,stemless” majaky kombinuji vyhody obou systému

 VVyhody:

- Neobsahuiji jiné sekvence nez komplementarni k cilové
molekule =» vyrazné urychleni kinetiky reakce

- Rezistentni k nukleazam

- Necitlivé k pritomnosti DNA vazebnych proteinu

- Uginné i v nizké iontové sile a pfi vy3sich teplotach

HEREEEREERERE i
;’;-’,/' \h U "'\\“\‘.-\\-
r~ ? Molecular
| i | Beacon
Dye Quencher
|
Hybrid
Dy Ouench%
PNA DNA
OH
217N



Scorpion primers

« kombinace sondy a primeru v jediné molekule

» nedochazi k enzymatickemu Stépeni — rychlejSi
proces

e pomér amplikonu a hybridizovanych sond (tedy i
fluorescence) 1:1

o vlasenkova struktura - sonda (specificka sekvence)
kovalentné vazany primer

* PCR blocker — zabranuje replikaci sekvence sondy a
tedy i nespecifickemu fluorescenénimu signalu

» zhasSeni fluoroforu je zajiSteno separatnim
oligonukleotidem

O amplicon specific region |

= blocker
© fluorophore |
® dark quencher

= DCR primer

Chenchad Fluonoo

Elements of a Scorpions primer

dark guencher on separale oligoe blecker
|

\ I.'II /pﬂ‘ primer
& | //

/

# h
fluarophore probe




Scorpion primers

* Nizké pozadi

] ] The Scorpions reaction
* Rychla analyza

° Jednoduchy deS|gn Step 1 - the Scorplons primer is extended on target DNA.

* SNP - vysoka citlivost

e Multiplex -

» Jednoducha pfiprava

Step 2 - the extended primer is heat denatured - the quencher disassociates.

Scorpions
Molecular Beacon
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» Pseudocyklické oligonukleotidy (PCO) — dva oligonukleotidy spojené v
oblastech 3’-3'a 5'-5’

» Jeden segment je komplementarni k cilové sekvenci

* Druhy segment 5-8 nukleotidu je komplementarni k 3’ nebo 5’ antisense
oligonukleotidu

» Pokud neni pfitomny templat, PCO tvofi intramolekularni pseudocyklické
struktury,
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. [
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Sondy zalozené na nanocasticich (nanoparticles probes)

» Hybridni materialy slozené z biomolekul (oligonukleotidy) a anorganickych latek — napf.
zlaté koloidni nanocastice (polovodicovy charakter)

» kovove clustery — efektivni zhasece

 hybridni konjugat — ssDNA oligonukleotid, 1,4nm zlata nanocastice a fluorescencni
barvivo

* 5" a 3’ konce oligonukleotidu jsou vzajemné komplementarni, struktura podobna
molekularnimu majaku

Vyhody

* Au nanocastice zhaseji fluorescenci napf. 100x ucingji nez DABCYL a maji teméf 100%
ucinnost zhaseni pro fluorofory absorbujici v IR ¢asti spektra (Texas Red, Cy5)

 V pfitomnosti cilové sekvence se vlasenka otvira, oddéluje se F a Q a dochazi k emisi
fluorescence

Nevyhody Target

* NizSi citlivost — feSeni zména velikosti 3 5 3 X
nanocastic, Surface plasmon resonance + — g

» Zména absorpé&niho spektra v zavislosti —— o )
na vinoveé délce beacon Au nanoparticle

* Vazba Au-DNA

Q
Reporter Quencher




Konjugované polymery a PNA sondy

Polymer

 Cil — zjednodusSeni syntézy sond, zvySeni citlivosti
 Vyvoj kationtovych konjugovanych polymert CCPs

» Delokalizovana elektronova struktura, vazba na DNA

* PNA sonda s navazanym fluoroforem

* V pfipadé tvorby idealniho duplexu DNA/PNA, se CCP
dostava do blizkosti fluoroforu a dochazi k FRET

» Pokud neni cil pfitomny, CCP se vaze pouze na DNA a

AN
/

b

dochazi pouze k fluorescenci CCP, ne FRET
 Efektivni detekce SNP \

. . Negative Positive
Fluorescence po excitaci CCP komplexu ~
-
vr s . . . 610" |
Fluorescence po pfimé excitaci fluoresceinu
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Shrnuti

- Princip fungovani real-time termocykleru

- Zakladni principy excitace a emise fluorescence, FRET, zhaseni

- Interkala¢ni barviva
- Linearni a strukturni sondy

- Hydrolyzacni sondy (Tag-Man)
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