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Plan prezentacji

Podstawy biologii molekularnej

Definicja PCR w czasie rzeczywistym
(real time PCR)
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Po ukonczeniu niniejszego szkolenia, uczestnik
powinien umiec

Ogolnym celem tego modutu jest zrozumienie metod PCR stosowanych
w systemach GeneXpert

Po zakonczeniu szkolenia, uczestnicy bedg w stanie:

»  Wymieni¢ sktadniki niezbedne w procesie PCR

» Woyjasnic przebieg procesu PCR i opisaé jego etapy

« Zdefiniowa¢ PCR w czasie rzeczywistym (2 mozliwe znaczenia)

« Opisac krzywe uzyskiwane podczas PCR w czasie rzeczywistym, zdefiniowac Ct

« Opisac, w jaki sposob PCR w czasie rzeczywistym pozwala na uzyskanie wynikow
ilosciowych

» Zdefiniowac temperature topnienia

»  Wyjasnic¢, w jaki sposob analiza krzywej topnienia pozwala na identyfikacje bakterii
opornych na leki
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Podstawy tancuchowe]
reakc)i polimerazy
(PCR) - |
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Podstawy biologii molekularnej

Struktura DNA

Informacja genetyczna zawarta jest
w DNA

= DNA buduje podwojna helisa
= DNA koduje informacje genetyczng
(rézne geny, rozna informacja) /
“ Paryze;sagw
= DNA tworzy dtugie tancuchy zwane | 7
. \ ro komérkowe M Guanina
chromosomami S gt By
Adenina
= \W jgdrze komorki cztowieka i Tymina

znajdujg sie 23 pary chromosomow
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Materiat genetyczny bakteri

» Informacja genetyczna bakterii jest zakodowana w DNA

» Wiekszos¢ bakterii ma genom sktadajgcy sie z pojedynczej kolistej czgsteczki
DNA umiejscowionej w obszarze zwanym nukleoidem (nieograniczonym btong)

« Pozachromosomalne elementy genetyczne, takie jak plazmidy lub bakteriofagi,
czesto warunkujg opornos¢ na czynniki przeciwbakteryjne, produkcje czynnikow
zjadliwosci lub inne funkcje.

Nukleoid

ooooooooo

Plazmidy
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Materiat genetyczny wirusow

» Wirus to maty pasozyt, ktoéry nie moze sie samodzielnie namnazac.
Wykorzystuje do tego maszynerie komorki gospodarza.

« Genom wirusow moze miec rozne formy: RNA lub DNA, jedno- lub
dwuniciowego, liniowego, kolistego lub nawet segmentowanego

— Biatko E
Z: Wirus zapalenia watroby

typu C /
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Elementy budulcowe DNA

DNA budujg 4 nukleotydy
— A = Adenina

— T =Tymina
— C = Cytozyna il

— G = Guanina

A L

4 zasady sg potgczone, tworzgc sekwencje (pojedynczg ni¢ DNA)

G & T T

A

P e AT
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Podstawy biologii molekularne]

DNA jest na ogdét dwuniciowy i tworzy pary w unikalny sposob:

Feccd FT1a1

Ni¢ antysensowa 3 | | | | | | | | | | 5’

! ! ! ! ! ! ! ! !
Wigzania wodorowe — (x: Cx; e\ e\ ;I- e\ Cx: Cxa ;I-
GCTTATGCA
| | | | | | | | |

Ni¢ sensowa

5’ I I I I I I I I I I | 3’
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Replikacja DNA

* Nowy DNA jest produkowany przez enzymy Nowani¢  Pierwotna nié
nazywane polimerazami DNA. Syntetyzujg zasady azotowe
one DNA tylko w kierunku 5’ do 3'.

« Kolejny enzym nazywany prymazg tworzy
starter RNA, ktory pozwala rozpoczg¢ prace
polimerazie.

» Kiedy tylko starter RNA zostaje
zsyntetyzowany, polimeraza DNA Polimeraza DNA
rozbudowuje go, dodajgc kolejne nukleotydy
| tworzgc nowg ni¢ DNA, komplementarng do
nici matrycowe.

"/Wydluianie
Wydluian"i/'

Widetki replikacyjne Widetki replikacyjne

N

Cepheid.
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Definicja PCR

)i S
o
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Czym jest PCR?

1. PCR (Polymerase Chain Reaction) to reakcja tancuchowa, w efekcie
ktorej powstajg liczne kopie specyficznej sekwencji DNA znajdujgcej sie
w probce.

2. Amplifikacja DNA jest mozliwa dzieki powtarzanym cyklom termicznym
Liczna kopii specyficznej sekwencji podwaja sie po kazdym cyklu
Po czterdziestu cyklach pojedyncza sekwencja zostaje namnozona do
okoto 2 bilionow kopii

N

Cepheid.
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Sktadniki biorgce udziat w reakcji PCR

Matryca DNA (gen wirusa, bakterii lub cztowieka) v
dNTP (mieszanina wszystkich czterech nukleotydéow

wymaganych do budowy nowych nici DNA: A, T, C, G)

(oligonukleotydy sktadajace sie z okoto 20
nukleotyddw, ktére zwigza sie z docelowym fragmentem T 7 G~g C
DNA) A A

Polimeraza (naturalna termostabilna polimeraza Taq, ktéra
jest aktywna w temperaturze optymalnej okoto 70°C) C

(Mg2+, Tris-HCI, Triton: zapewnia optymalne G
warunki do dziatania polimerazy)
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Etapy PCR

) U TN
w7 /i
X ! 5y
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Pierwsza faza cyklu PCR - denaturacja

rozdzielenie nici DNA

WM . 90-95°C

* 20-30s
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Druga faza cyklu PCR - hybrydyzacja

wigzanie specyficznych
starterow

5’. Starter odwrotny

‘l_/ Temperatura: 40-65°C
Mnia: i

5’ Starter wiodacy

N

Cepheid.
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Trzecia faza cyklu PCR - elongacja

synteza nici DNA

5’. Starter odwrotny

* 60-75°C

Czas trwania zalezy
od dtugosci

m powielanej sekwencji
3

5’ Starter wiodacy
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Profil termiczny cyklu PCR

_rlnﬂ 1 | | Stans ? ‘ ‘ Stane 3 | | Stane 4 | | Stane 5 -
Stage 1 Stage 2 Stage 3 Stage 1 Stage 5
Hold - Repeat |45 times. Unused - Unused - Unused -
Termp | Secs | optics | 3-Temperature Cycle = Deg/Sec| Temp| Secs | optics|| Deg/Sec| Temp| Secs | optics]| Deg/Sec| Temp| Secs | optics|
95.0 1o |off [5) | Ternp| secs | opticsl
A @50 [10|off
Y 550 |15 o
. ¢ [Ny 720 |20 [on
M
20 50
1 + [ Advance to Next Stage
w4 r
4 ~w E]
1003 5
- L
904 |- " ; 100
80— |
048 5 20
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E B 80
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I~
U 3“
00:00 00:10 00:20 00:30 00:40 00:50 01:00 01:10 01:20 01:30 01:40 01:50 0200 02:10 0220 02:30 D2:40 02:50 0300 03:10 03:20 03:30 0340
Min:Secs
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Profil termiczny cyklu PCR

_rlnﬂ 1 | | Stans ? ‘ ‘ Stane 3 | | Stane 4 | | Stane 5 -
Stage 1 Stage 2 Stage 3 Stage 1 Stage 5
Hold - Repeat |45 times. Unused - Unused - Unused -
Termp | Secs | optics | 3-Temperature Cycle = Deg/Sec| Temp| Secs | optics|| Deg/Sec| Temp| Secs | optics]| Deg/Sec| Temp| Secs | optics|
95.0 1o |off [5) | Ternp| secs | opticsl
A @50 [10|off
Y 550 |15 o
[Ny 720 |20 [on
F~T
20 50
J r [ Advance to Next Stage
w4 r
4 ~w E]
100 =
41 r ]
wqd - ; 1007 -
41 ~%
04 |
3 Ly 20
04
& 80
50—{S- 10
¥0-
70
-0 o
-
i g
20 £ 60
3 1 =
1 o
1048
E 50
L=
1 -
10 a0
2048
I~
Q 3“
00:00 00:10 00:20 00:30 00:40 00:50 01:00 01:10 01:20 01:30 01:40 01:50 0200 02:10 02:20 02:30 D2:40 02:50 0300 03:10 03:20 03:30 0340
Min:Secs
Jvvaya [~ A VV'V c UDC C U UU 3
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Profil termiczny cyklu PCR

S!rlnﬂ 1 | | Stans ? ‘ ‘ Stane 3 | | Stane 4 | | Stane 5 -
Stage 1 Stage 2 Stage 3 Stage 1 Stage 5
Hold - Repeat |45 times. Unused - Unused - Unused -
Termp | Secs | optics | 3-Temperature Cycle = Deg/Sec| Temp| Secs | optics|| Deg/Sec| Temp| Secs | optics]| Deg/Sec| Temp| Secs | optics|
95.0 1o |off [5) | Ternp| secs | opticsl
A @50 [10|off
Y 550 |15 o
[Ny 720 |20 [on
F~T
20 50
J r [ Advance to Next Stage
w4 r B
1 F I
4 Fw » I
1003
41 r ]
w3 ’ 100 .
41 ~%
04 |
705y an
60—
- 80
50— F-10 3
yp=
3 : 70
CE| 2
E 8
= 8 o
w4 F g 60 2
3 o
[[5=
E 50
=
1 =~
-1
& ] a0
2048
I~
30
00:00 00:10 00:20 00:30 00:40 00:50 01:00 01:10 01:20 01:30 01:40 01:50 0200 02:10 0220 02:30 D2:40 02:50 0300 03:10 03:20 03:30 0340
in:Secs

Uwaga: PCR zwykle obejmuje 30 do 40 cykli
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Profil termiczny cyklu PCR

S!rlnﬂ 1 | | Stans ? ‘ ‘ Stane 3 | | Stane 4 | | Stane 5
;
i | stage 1 Stage 2 Stage 3 Stage 4 Stage 5
g | |Hold - Repeat |45 times. Unused - Unused - Unused -
P Termp | Secs | optics | 3-Temperature Cycle = Deg/Sec| Temp| Secs | optics|| Deg/Sec| Temp| Secs | optics]| Deg/Sec| Temp| Secs | optics|
95.0 1o |off [5) | Ternp| secs | opticsl
) [a5.0 [1o0 |off
Y 550 |15 o
A 720 |20 on
[ Advance to Next Stage

-

Denaturacja

2. Hybrydyzacja
starterow

B. Elongacja

Degrees C

00:00 00:10 00:20 00:30 00:40 00:50 01:00 01:10 01:20 01:30 01:40 01:50 02:00 02:10 02:20 02:30 02:40 02:50 0300 0310 03:20 03:30 0340
Min:Secs

Uwaga: PCR zwykle obejmuje 30 do 40 cykli

N

Cepheid.
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Liczba kopii DNA uzyskiwanych w PCR

— Teoretycznie, liczba kopii docelowego DNA podwaja sie z kazdym
cyklem, co oznacza wspotczynnik wydajnosci PCR E = 2

- Stezenie wyjsciowe (0 cykl)=C, —
* Po pierwszym cyklu: C, x 2 L < 1 TOTIIIIITIIGGD
« Po 2 cyklach: C, x 4 A / ST TS L
* Po 3 cyklach: C, x 8 \ P —
» Po n cyklach: C, x 2n N _» T

S s

—W rzeczywistosci, takie tempo replikacji nie moze byc¢ utrzymane
wiecznie | szybkos¢ podwajania spada, a pozniej replikacja

zatrzymuje sie catkowicie Z
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Czynniki wptywajgce na wydajnos¢ PCR

Opracowanie testu (producent)
— Projekt starterow/sond

— Rodzaj polimerazy DNA

— Jakosc¢ odczynnikow

— Mieszanina reakcyjna

— Warunki PCR: temperatura i dtugosc¢ trwania poszczegolnych etapow

e

\_

» Przedanalityczne (technik laboratoryjny)

— Jakos¢ odczynnikow, zwigzana z transportem | warunkami
przechowywania

— Jakos¢ probki: obecnosé inhibitorow PCR

~
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Wykrycie produktu w punkcie koncowym

W klasycznym PCR, wykrywanie produktu odbywa sie w punkcie koncowym 2 &5 5
(po zakonczeniu PCR)

1. Mieszanina fragmentow o znanych rozmiarach (tzw. drabinka) jest
nanoszona na zel agarozowy, jako punkt odniesienia do obliczenia
wielkosci produktow PCR.

(5] =)
Rww| 5=~
2.  Produkt PCR jest takze nanoszony na zel = - -
3. Przyktadane jest state pole elektryczne, ktére powoduje, ze ujemnie —
natadowane czgsteczki wedrujg w strone bieguna dodatniego
4. Produkt PCR wedruje zaleznie od rozmiaru drabinka prg?:u;ty

5. DNA jest barwiony za pomocg bromku etydyny i ogladany w swietle
lampy UV

6. Jezeli szukana sekwencja docelowa znajduje sie w prébce, obecny jest
produkt PCR oczekiwanej wielkosci.
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