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,Real-time PCR* je nejmodernéejsim
vydobytkem polymerazove retézove
reakce




Real-time PCR - princip

» kombinované provadeni DNA amplifikace a
detekce cilové nukleoveé kyseliny soucasne
v jedné zkumavce pomoci svetelnéeho
signalu z fluorofor

» je mozno dynamicky posuzovat prubéh
syntezy PCR produktu

> stanoveni mnozstvi matrice vlozené do
reakce (kvantitativni PCR)



Vyhody real-time PCR

stejna nebo vyssi bez manipulace
se vzorky — snizeni rizika kontaminace

treba provadet
procesu pro klinicke vyuziti
templatu — mnozstvi
patogenniho mikroorganismu, hladina
MRNA

rozmanité typy sond — vice lokusu v jedné
reakci ( )



Formaty real-time PCR

fluorofory s vazbou na dvouretéezcovy
fragment DNA = SYBR® Green |;

princip 5’ — 3'exonukleazove aktivity DNA
polymerazy na znacené sondy = TaglMan®;

princip hybridizace linearnich a nebo
vlasenkovych (,,hairpin®) sond = FRET,
Beacons, aj.;

princip fluoreskujicich amplikonu =
Amplifluor™, Scorpions;



Formaty real-time PCR — jine deleni

» Nespecifické metody: zalozené na
nespecificke vazbe fluoroforu do vznikajici
molekuly dsDNA, fluorofor vazany do
struktury dsDNA sviti vice

» Specificke metody: zalozené na specifické
vazbe sondy oznacene fluoroforem
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Nespecificke metody

Vyuzivaji DNA interkalatory

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

Vazba v malém zlabku molekuly DNA

Quencher-Labeled Primer |
Quencher-Labeled Primer Il
LUXTM Primers
AmplifluorTM

SYBR Green |



Princip pouziti SYBR™ Green |

SYBR Green
Primer '

Polymerase



Fluorescence
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(Je vazba molekuly SYBR Green do\

vznikajici molekuly DNA
reversibilni nebo ireversibilni déj a
¢ A proc tomu tak je? y

[ Podivej se jesté jednou na

strukturu




Jak detekovat rozdily v sekvenci DNA
pomoci SYBR Green |
- modelovy priklad -

CCTCCTGCCTCTACCAATCGCCAGTCAGGAAGGCAGCCTACCCCGCTG

ACTCCACCTTTGAGAGACACTCATCCTCAGGCCATGCAGTGGAATTCC

ACAACCTTCCACCAAACTCTGCAAGATCCCAGAGTGAGAGGCCTGTAT

CTCCCTGCTGGTGGCTCCAGTTCAGGAACAGTAAACCCTGITCCGACT
ACTGCCTC

CCTCCTGCCTCTACCAATCGCCAGTCAGGAAGGCAGCCTACCCCGCTG
ACTCCACCTTTGAGAG ACACTCATCCTCAGGCCATGCAGTGGA

ATTCCACAACCTTCCACCAAACTCTGCAAGATCCCAGAGTGAGAGGCC

TGTATCTCCCTGCTGGTGGCTCCAGTTCAGGAACAGTAAACCCTGITCC

GACTACTGCCTC




Fluorescence
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Vysledek detekce pomoci
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Fluorescence

Vysledek analyzy Tm pomoci
SYBR Green |
Zakladni data
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dF/dT
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Vyhody a nevyhody nespecifickych
systéemu

Vyhody

Cenoveé ,,nenarocna“

Neni nutna analyza
sekvence pro navrh sond

Nevyhody

Vazba do ssDNA

Problematicka analyza
primer/dimer struktur

Problematicka
kvantifikace



Specifické metody

Vyuzivaji znacené DNA sondy

Metody jsou zalozené na hybridizaci primeru a
sondy specifické pro hledany usek DNA

Hlavni typy znacenych DNA sond

» Linearni sondy
» Strukturni sondy



Komponenty specifickych systemu
real-time PCR

» Fluorofory
» Zhasece
» Sondy
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Vlastnosti fluoroforu

Velka ¢ast fluoroforu jsou heterocyklické
polyaromatické uhlovodiky

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

Emise fluoroforu je silné zavisla na teplote



Fluorofor FAM

—luorescelin

5'-Fluorescein (6-FAM) O=FP—0—mww(Qligo 3
[26-6431-XX] ~




Fluorofor HEX

HexachloroFluorescein

]
| |
0 — I?' — O —rumna,
OH

3" Hexachloro-Fluorescein (HEX)
[26-6432-XX]




Fluorofor JOE

6-carboxy-4',5'-dichloro-2',7'-
dimethoxyfluorescein N-hydroxysuccinimide
ester




Zpusob vazby na DNA




Zpusob vazby na DNA - jiny zptsob
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Princip fluorescence

Svetlo o definované
vinové délce je
absorbovano
molekulou fluoroforu

Molekula fluoroforu
prejde do excitovaného
stavu s vyssi energii

Molekula se vrati do
zakladniho stavu po
emisi svéetelného zareni
o jiné vinové délce
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Zhasece
Heterocyklicke polyaromatické uhlovodiky

schopné absorbovat nebo disipovat enerqii
z excitovaného fluoroforu

Zhasec prijima energii z fluoroforu a
absorbuje nebo disipuje ji mechanismem

1) Proximalniho zhaseni — proximal quenching

2) FRET - Fluorescence Resonance Energy
Transfer




Proximalni zhaseni

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.




FRET

Donorova molekula (excitovana externim
svételnym zdrojem) predava cast sveé energie
na akceptorovou molekulu, ktera vyzari svétlo

o jiné vinové délce.

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



Schema FRET

FITC

\ ¥ 4



Sondy

Kratky oligonukleotid s podobnymi
vlastnostmi jako PCR primer — vaze se na DNA
retézec stejnym zpusobem jako PCR primer

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

PCR Product-Specific Nucleotides

v

Fluorescent
Reporter Dye Quencher Dye

¥




Fluorofor, sonda, zhasec

5 3’
-TTCATG CTT GGA CCG CTG ATT CCT -

TTC ATG CTT GGA CCG - [H® -TTCATG CTT GGA CCG
5 3’ 5 3



Nejcasteéji pouzivané kombinace
fluorofor/proximalni zhasec

6-FAM (518)
TET (538)
HEX (553)/J0E (554)
Cy3 (565)
TAMRA (583)
ROX (607)
LC Red (640)
L Cy5(667)

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
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Formaty specifickych systému

Linearni sondy

ResonSense® Probes
Angler® Probes
HyBeaconsTM
Light-up Probes
Hydrolysis (TagMan®)
Probes

Lanthanide Probes
Hybridization Probes
(FRET)

EclipseTM
Displacement
Hybridization/Complex
Probe

Strukturni sondy

>

>

>

Molecular Beacons
ScorpionsTM
CycliconsTM
Nanoparticle Probes

Conjugated
Polymers/Peptide
Nucleic Acid Probes



Fluorescence
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TagMan sonda

> monitoruje 5’ — 3’ Tag
DNA polymerazy na vznikly duplex mezi
sondou a jejim komplementarnim retézcem na

PCR produktu

» Tag DNA polymeraza uvolnuje a hydrolyzuje
sondu hybridizovanou v prubéhu syntézy
spravného retézce na matrici DNA

» fluorofor s excitacni energii (R) a fluorofor (Q)
pohlcujici energii, tzv. ,,quencher dye*



Schéma fungovani TagMan sondy




TagMan sonda - animace



detekce 2 useku DNA v jedné
reakci (duplex PCR) pomoci TagMan
sond - modelovy priklad -

Usek A o délce 100 bp ohrani¢eny primery a oznadeny sekvendéné
specifickou sondou, ktera nese fluorofor s emisnim maximem pfi 530 nm

CCTCCTGCCTCTACCAATCGCCAGTCAGGAAGGCAGCCTACCCCGCTGACTCC
ACCTTTGAGAGACACTCATCCTCAGGCCATGCAGTGGAATTCCACAA

TTGTTCACCTCACCATACTGCTCTCAGG GGGAACT
AATGACTCTAGCTACCTGGGTGGGTGGTAATTTGGAAGATCCAACATC




Vysledek detekce pomoci TagMan sond

Snimaci kanal 530 nm Snimaci kanal 560 nm
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detekce pomoci Real Time
PCR s vyuzitim TagMan sond - modelovy
priklad -

Usek A o délce 100 bp ohraniéeny primery a oznaceny
sekvencné specifickou sondou, ktera nese fluorofor s emisnim
maximem pri 530 nm

CCTCCTGCCTCTACCAATCGCCAGTCAGGAAGGCAGCCTACCCCGCTGACTCC
ACCTTTGAGAGACACTCATCCTCAGGCCATGCAGTGGAATTCCACAA

Jaky je pocet kopii (koncentrace) useku A ve vzorku 2?



Postup kvantifikace pomoci Real Time
PCR s vyuzitim TagMan sondy

1. Stanoveni Ct (threshold cycle),
Cp (crossing point)

2. Vytvoreni kalibracni krivky

3. Kvantifikace neznamého vzorku pomoci
vlozeneé kalibracni rady



Stanoveni Ct
- threshold cycle -

Vzorek = Ct

v , 4 -
» Ct — ciselna hodnota .
udavajici PCR cyklus -
ve kterém je pristrojem 325 |
detekovana prvni zména 5 2
fluorescence 515 -
v amplifikovaném vzorku 1-
. 0,5
> Ciselnou hodnotu Ct 0 1

urcuje pristroj automaticky 2 8 14 20 26 32 38 44 50

Pocet PCR cyklt



Fluorescence

3,5

2,5

1,5

0,5 -

Vytvoreni kalibracni krivky
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Kvantifikace neznamého vzorku pomoci
vlozené kalibracni rady
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Fluorescence

N Ot W

Standard 10exp4
Standard 10exp3
Standard 10exp2

Standard 10expl

——Vzorek 1
== \/zorek 2
6 10 14 18 22 26 30 34 38 42 46 50
Pocet PCR cyklu
Vzorek |Typ vzorku |Ct Koncentrace (kopii/ul)
1 Neznamy 25,64 3,50E+03
2 Neznamy 29,23 2,50E+02
®

10expl

10exp2

Koncentrace

10exp3

10exp4




Linearni sondy
- Hybridization Probes (FRET) -

I.I.I.I.L]-I-I-I-Im.I.L.I-I-I-I-I-I-I-I-LI.I.I.I.I
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Pouziti FRET analyzy pro detekci
Jednonukleotidové mutace (SNP) v useku DNA
- modelovy priklad -

Standardni alela o délce 200 bp

CCTCCTGCCTCTACCAATCGCCAGTCAGGAAGGCAGCCTACCCCGCTGACTCC

ACCTTTGAGAGACACTCATCCTCAGGCCATGCAGTGGAATTCCACAACCTTCCA

CCAAACTCTGCAAGATCCCAGAGTGAGAGGCCTGTATCTCCCTGCTGGTGGCT
CCAGTTCAGGAACAGTAAACCCTGITCCGACTACTGCCTC

CCTCCTGCCTCTACCAATCGCCAGTCAGGAAGGCAGCCTACCCCGCTGACTCC

ACCTTTGAGAGCCACTACACTCATCCTCAGGCCATGCAGTGGAATTCCACAACC

TTCCACCAAACTCTGCAAGATCCCAGAGTGAGAGGCCTGTATCTCCCTGCTGGT
GGCTCCAGTTCAGGAACAGTAAACCCTGITCCGACTACTGCCTC




Navrh sond pro detekci SNP
pomoci FRET

GAGAGATCACTC T-FITC -CCATGCAGTGGA
GACTCCACCTTTGAGAGATCACTC TCCTCAGGCCATGCAGTGGA



Princip analyzy SNP pomoci FRET
sond

Nestandardni alela
(dCTP) Tm= 55°C

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

LU LI L Ll Ll L L L1l

Standardni alela (dATP)
Tm=62°C

LU L1l

S [ '




Fluorescence

Vysledek detekce SNP pomoci FRET
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dF/dT

Vyhodnoceni detekce SNP s
pouzitim FRET pomoci analyzy Tm
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Light-up sonda




Strukturni sondy

MolecularBeacons Scorpions




Real Time pristroje

& 4:331&




Vyvoj pokracuje — miniaturizace

Dimensions (mm) W: 150, L: 150, H: 130
Weight 2.1 kg




Vyvoj pokracuje — multiplexni systemy




Je mozné metodou real-time
kvantifikovat také RNA?

Samozrejme, pouzijes
metodu RT-Real-Time PCR
(RT-qPCR)




Real-time PCR v mikrobioloqil

Umoznuje vSechny formaty klasické PCR

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

Je vice specificka — 2 primery + sonda

Umoznuje stanovit poc¢et mikroorganismu ve
vzorku (kvantifikace)

Neni treba provadet elektroforezu

Automatizace procesu pro klinické vyuziti



Vyuziti Real Time PCR ve formatu
TagMan pro kvalitativni detekci
M. tuberculosis komplex




Nameéreni a hodnoceni dat

Threshald =" —

] o 10 14

Adjust Scale. filto-Scale Defaulk Scale Log, Scale

Sample 1

Unknown

Sample 2

Unknown

Sample 3

Unknown

PK 102

Positive Control

NK

Negative Control




Vyuziti Real Time PCR ve formatu
TagMan pro detekcl a kvantifikacl
cytomegaloviru




Nameéreni dat

Threshold

Adjust Scale, .. Auka-Scale Diefault Scale Linear Scale

otor-Gene Analysis Software B0 [Build 34]




Kvantifikace a odecteni vysledku
.
... O

PK 10° 23,97 1,00E+04 1,03E+04
PK 10° 27,16 1,00E+04 1,05E+03
PK 107 30,68 1,00E+04 | 847E+01
PK 10 33,53 1,00E+04 1,10E+01




Priklad stanoveni
Candida dubliniensis
na termocykleru MIC
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Normalizovana data
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Linearni rozsah
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A dame si néjaky priklad




Tabulka |
Pocet virionu/l

PK 104 22,52 1,300 x 104
PK 103 27,86 6,373 x 102
PK 102 30,95 1,119 x 1072
PK 10! 35,09 1,078 x 10*

Vzorek 1 34,86

Vzorek 1 35,13

Vzorek 1 35,44

Vzorek 2 38,02

Vzorek 2 -

Vzorek 2 38,51

Vzorek 3 24,76

Vzorek 3 24,81

Vzorek 3 24 36



Tabulka |
Pocet virionu/l

PK 104 22,52 1,300 x 104
PK 103 27,86 6,373 x 102
PK 102 30,95 1,119 x 1072
PK 10! 35,09 1,078 x 10*

Vzorek 1 34,86

Vzorek 1 35,13

Vzorek 1 35,44

Vzorek 2 38,02

Vzorek 2 -

Vzorek 2 38,51

Vzorek 3 24,76

Vzorek 3 24,81

Vzorek 3 24 36



1) Z hodnot pro standardy
vytvorte kalibracni krivku
(pocet virionu/Ct)

2) Podle hodnoty Ct odectete
z kalibracni krivky pocty
virionu/pul

3) Vypocitejte prumér ze dvou
mereni pro jednotlivé vzorky
4) Prepocitejte pocet virionu/ml




f\’es"em’ pro Tabulku I

Vzorek Pocet Pocet
virionu/pl viriont/ml

PK 104 22,52 1,300 x 104
PK 103 27,86 6,373 x 102
PK 102 30,95 1,119 x 102
PK 10! 35,09 1,078 x 10t
Vzorek 1 34,99 1,230 x 101
Vzorek 1 35,13 1,058 x 101 1,059 x 101 10 590
Vzorek 1 35,44 8,888 x 10°
Vzorek 2 38,02 2,068 x 10°
Vzorek 2 - 0,00 1,212 x 10° 1212
Vzorek 2 38,51 1,568 x 109
Vzorek 3 24,76 3,676 x 10°
Vzorek 3 24,81 3,574 x 103 3,945 x 103 3 945 000

Vzorek 3 24.36 4 586 x 103



7

A pro utuzeni znalosti jeste jeden
priklad

N

Stanovte koncentraci viru Epstein-Barrove
(v po€tu virionu na mililitr) ve 3 vzorcich na
zaklade dat uvedenych v nasledujici Tabulce I

> pozor na zapis vysledku z pristroje!

» vzorky byly pred zahajenim izolace DNA 4x
,2zahustéeny“, pocitejte s tim pri prepoctu



Tabulka Il
Pocet virionu/ul

PK 104 21,59 1.041E+04
PK 103 25,53 8.779E+02
PK 102 28,77 1.149E+02
PK 10! 32,74 9.522E+00

Vzorek 1 30,53

Vzorek 1 31,89

Vzorek 1 31,30

Vzorek 2 33,11

Vzorek 2 33,34

Vzorek 2 33,69

Vzorek 3 26,63

Vzorek 3 26,78

Vzorek 3 27,00



f\’es"eni pro Tabulku Il

Vzorek Pocet Pocet
virionu/pl viriont/ml

PK 104
PK 103
PK 102
PK 10!
Vzorek 1
Vzorek 1
Vzorek 1
Vzorek 2
Vzorek 2
Vzorek 2
Vzorek 3
Vzorek 3
Vzorek 3

21,59
25,53
28,77
32,74
30,53
31,89
31,30
33,11
33,34
33,69
26,63
26,78
27,00

1.041E+04
8.779E+02
1.149E+02
9.522E+00
3,826E+01
1,624E+01
2,353E+01
7,559E+00
6,561E+00
5,262E+00
4,422E+02
4,004E+02
3,493E+02

2,601E+01

6 461E+00

3,973E+02

6 502,3

1615

99 325



Minulost nebo zhava soucasnost? -
emulsni PCR

454 L ife
Sciences

» Amplifikace probiha v emulsi (voda-olej)

» Jednotlive matrice navazany samostatne
na povrch jednotlivych kapek



Emulsni PCR

» Amplikon je vysledkem jedinecnhée PCR
> Méné nespecifickych produktu

e R

/
/
/

&& ~
e el N

Konvencéni PCR Emulsni PCR




Vyuziti emulsni PCR

» Mapovani genomu
» Vyhledavani genovych polymorfismu
> Analyza mikrobialnich spoleCenstev

> bakterie v biofilmech

» mikroorganismy v
potravinarskych vzorcich

Pouziva se ve spojeni s pyrosekvenovanim



Pyrosekvenovani

» Metoda popsana Mostafa Ronaghi et al. v roce 1990
» Urcena pro kratkée useky DNA, SNP a useky methylované

> 4 enzymy
» velmi presna

> reakce se zahy
»zahlti®




Pyrosekvenovani - zaznam

nudecdde sequence
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nucieotide added

Intenzita signalu odpovida poctu zaélenénych nukleotidu
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Shrnuti

Princip PCR v realném case

Komponenty specificke pro real-time PCR
Nespecifické formaty

Specifické formaty

Fluorofory a jejich viastnosti

Vlastnosti zhasecu

Sondy

Priklady vyuziti

Emulsni PCR a pyrosekvenovani



