Podstawy tancuchowe]
reakc)i polimerazy
(PCR) - I
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Plan prezentacji

Podstawy biologii molekularnej

Definicja PCR w czasie rzeczywistym
(real time PCR)
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PCR w czasie
rzeczywistym
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PCR w czasie rzeczywistym (RT-PCR)

 PCR w czasie rzeczywistym to zwykfa reakcja PCR wykorzystujgca
dodatkowy oligonukleotyd znakowany czgsteczkg fluorescencyjna:
Czgsteczka ta nazywana jest sonds.

» Sonda jest jednoniciowym fragmentem DNA wigzgcym sie do sekwencji
docelowej

» Sonda fluoresencyjna emituje sygnat fluorescenciji, kiedy jest aktywowana

przez hybrydyzacje .g] ] ' [ .g. ]

Sonda

« Jedna kopia docelowego DNA aktywuje jedng czgsteczke sondy, dlatego
sygnat fluorescencji bedzie wprost proporcjonalny do liczby wytworzonych
kopii docelowego DNA

* Przyktady sond uzywanych do PCR w czasie rzeczywistym: sondy
TagMan, Molecular beacon, Scorpion...

N

Cepheid.
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Technologia FRET

« Rezonansowe przeniesienie energii fluorescencji (Fluorescence Resonance
Energy Transfer, FRET) to zalezne od odlegtosci oddziatywanie pomiedzy
dwiema czgsteczkami barwnika.

» Energia wzbudzenia jest przekazywana z czgsteczki donora na czgsteczke
akceptora bez emisji fotonu. D=Donor/fluorofor

« Technika FRET znalazta wiele zastosowan, w tym w PCR. A=Akceptor/wygaszacz

Wzbudzenie\ \ szudzenie\ \
LI D @

Niewielka odlegtos¢ — Duza odlegtos¢ —
K fluorescencja jest absorbowana / K fluorescencja jest emitowana

//Cepheid.
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Sonda typu TagMan

Sonda typu TagMan jest sondg zbudowang z kroétkiego oligonukleotydu
(15-30 zasad dtugosci) wyznakowanego barwnikiem fluorescencyjnym
na koncu 5’ i wygaszaczem na koncu 3'.

Tak ditugo jak fluorofor i wygaszacz znajdujg sie w bliskiej odlegtosci,
wygaszacz bedzie absorbowat fluorescencje fluorofora

Sonda, dzieki odpowiednio zaprojektowanej sekwencji DNA, powinna &Ellr'wlr'&nll.

przytgczac sie do fragmentu docelowego Sonda

Podczas etapu elongacji PCR, polimeraza Taq zdegraduje sonde
1 wolny

To doprowadzi do fizycznego rozdzielenia fluorofora i wygaszacza, ﬂuorofor/amp“kon
pozwalajgc na emisje i pomiar fluorescenc;ji DN
//Cepheid.
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Sonda typu TagMan Wiodagy stater PR Q *Taraure” @

—
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v Odwrotny starter PCR

Oznaczenie oparte na

Polimeryzacja G amplifikacii il
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v Zastapienie i

Fluorescencja degradacja sondy

"T-------?

Wynik
v Fluorescencja
T L] 'h.‘ - - ?
Produkty PCR Produkty degradacji-

7~ Cepheid.
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Fluorofor Wygaszacz

Sonda typu TagMan Q o

N

Cepheid.
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Fluorofor Wygaszacz

Sonda typu TagMan Q o

Starter wiodgcy

A—

N

Cepheid.
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Sonda typu TagMan

Starter wiodacy Fluorofor Wygaszacz

—_ . /7

N

Cepheid.
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Sonda typu TagMan

Starter wiodgcy
A

N

Cepheid.
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Sonda typu Molecular beacon

Sonda typu Molecular beacon to czgsteczka w ksztatcie
spinki do wtoséw, ktéra zawiera fluorofor i wygaszacz

Sekwencja sondy liczy okoto 17-21 zasad. Sekwencja
rdzeniowa powinna by¢ bogata w pary GC (>80%
catkowitej dlugosci sekwenciji), co pozwala na
utworzenie stabilnego dupleksu, dtugiego na 5-8 zasad

Kiedy sonda ptywa swobodnie w roztworze, oba jej
konce pozostajg w bliskiej odlegtosci, co prowadzi do
wygaszania fluorescencii.

W obecnosci docelowego DNA, sonda wigze sie z
sekwencjg docelowg, co prowadzi do rozdzielenia
fluorofora i wygaszacza, pozwalajgc na emisje
fluorescencji
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Sekwencja petli

Sekwencja
rdzeniowa

Fluorofor 5’
Wygaszacz 3’

1. Niezwigzana sonda typu
beacon z wygaszong
fluorescencjg - -

Sekwencja petli

Fluorofor 5’
Wygaszacz 3’

Powielony docelowy DNA

2. Zwiagzana sonda typu beacon
z niewygaszong fluorescencja




Sonda typu Molecular beacon
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Sonda typu Molecular beacon

Fluorofor @® \Wygaszacz

N

Cepheid.
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Sonda typu Molecular beacon

N

Cepheid.
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Sonda typu Molecular beacon
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Sonda typu Molecular beacon
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Sonda typu Molecular beacon
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Sonda typu Molecular beacon

S
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Sonda typu Molecular beacon

Starter wiodacy

A\ .

N

Cepheid.
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Sonda typu Molecular beacon
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Sonda typu Molecular beacon
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Sonda typu Molecular beacon
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Sonda typu Molecular beacon

N

Cepheid.
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Sonda FRET

3’ Donor Fluorophore (F,)

« Sondy FRET to para oligonukleotydéw z '
fluoroforem-donorem i fluoroforem-akceptorem

Oligo Probe 1 5’ Acceptor
Fluorophore (F,) ———~—

e Donor, po wzbudzeniu go przez urzgdzenie, wzbudzi ™ O
akceptor, ktory wyemituje fluorescencje. Jego Oligo Probe 2
fluorescencja zostanie wykryta przez urzadzenie 1. Probes in solution emit

low fluorescence

 Kiedy sondy ptywajg swobodnie w roztworze,
zjawisko to nie wystepuje z powodu zbyt duzej
odlegtosci

o &
FRET I Jﬂ;

Amplified Target DNA

» W fazie hybrydyzacji reakcji PCR, sondy przytgczg

sie do matrycy w bliskiej odlegtosci od siebie, 2. Emission through fluorescence
i . _ . . resonance energy transfer
co pozwoli na transfer energii i emisje mierzalne; I

fluorescencii
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Sondy typu Sloppy molecular beacon

« Sondy typu Sloppy molecular beacon cechuje wzglednie dtuga
sekwencja (okoto 30-40 zasad dtugosci), umozliwiajgca im tworzenie
hybryd z amplikonami wielu roznych gatunkow mimo obecnosci zle
sparowanych zasad.

Sonda typu
/ MB \

\ Amplikon / Zle sparowane zasady

N
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Sonda typu Scorpion

Scorpion:
dwufunkcyjna 1. Hybrydyzacja 2. Elongacja
Bloker / czasteczka gaq
7 Starter startera-sondy > _— —>
¢ Sekwencja Sekwencja ‘ R Sekwencja
docelowa docelowa docelowa
Fluorofor
Wygaszac_z
3. 2 runda denaturacji i 4. Hybrydyzacja sondy i sekwencji docelowej
hybrydyzacji g ! rTTTITT] O
Sekwencja [N T S = Sekwencja
docelowa docelowa

Sekwencja sondy powinna liczy¢ 17-27 zasad.

N

Cepheid.
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Zmiany fluorescencji w trakcie PCR

600

500

400 Plateau B

Faza ograniczonego
przyrostu

300

Fluorescencja

« Krzywa amplifikacji sktada sie
z czterech faz: Fazakaiadni“,é"za

100

ot—Linia-bazowa—" '

10 20 30 40
Cykle

N

Cepheid.
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Definicja Ct — w oparciu o prog

500 Cykl progowy

100 Linia progowa

30 40

Ct 12.§J Cykle

—Cykl progowy (Ct): pierwszy cykl, podczas ktorego przekroczony
zostaje zdefiniowany prog fluorescencji

—Ta wartos¢ moze byc¢ utamkiem
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Kryteria weryfikacji PCR: Zakres Ct i koncowa wartosc
fluorescencji

« Zakres Ct
—Jest to akceptowalny zakres wartosci Ct
—Jest on ograniczony wartosciami Ct,, 1 Ct__,

» Koncowa wartosc fluorescencji
—Wartosc fluorescencji na zakonczenie PCR (faza plateau)

W testach Xpert, krzywa amplifikacji nie jest weryfikowana poza
zakresem: nie mozna zatem dostarczyC wyniku

N

Cepheid.
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Multipleksowa pCR

Multipleksowa PCR polega na jednoczesnej amplifikacji wielu

sekwencji docelowych DNA

—Kazda z sekwencji docelowych ma swoj wtasny zestaw starterow

—Kazda z sekwencji docelowych jest oznaczana ilosciowo dzieki
zastosowaniu wiasnej sondy, znakowanej odrebnym barwnikiem,
wykrywanej przy okreslonej dtugosci fali fluorescenciji

« Podczas planowania multipleksowej PCR nalezy unika¢ konkurencji
miedzy sekwencjami docelowymi

//Cepheid.
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32

Wykrywanie wielu barwnikow — 6 barwnikow do 2020 r.

— Wybierane sg rézne barwniki (fluorofory)

— Sg one wzbudzane i emitujg w roznych dtugosciach fal

Sekwencja
docelowa 1

Sekwencja
docelowa 2

Sekwencja
docelowa 3

Sekwencja
docelowa 4

SPC

Sekwencja
docelowa 5

Barwnik 1

Barwnik 2

Barwnik 3

Barwnik 4

Barwnik 6

Barwnik 5
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375-405

450-495

500-550

630-650

555-590

420-480

510-535

565-590

665-685

>700

606-650

¥ ¥
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Wykrywanie wielu barwnikow — teraz 10 barwnikow

*Wybierane sg rozne barwniki (fluorofory)
*Sg one wzbudzane i emitujg w réznych dtugosciach fal

I Wykrywanie dzicki iCore

Bfekit + podczerwienn  Zielen + gteboka czerwien

Kanaty optyczne iCore (420-477 nm + (510-535 nm + (56?);%';?1@ (Ggoz-%rz\lhgennm)
> 700 nm) 660-680 nm)
UV (400 nm) CF1
Btekit (470 nm) FAM (FAT\:/Il-:(73F3) CF9
Wzbudzenie _. =, CF10 CF8
Ca Zielen (520 nm) (CF3-CF6) A532 (CF3) (CF3-CF4)
Zétcien (574-584 nm) TxR (CF4)
Czerwien (635 nm) CF6 A647 (CF5)

//Cepheid.
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Oznaczenia ilosciowe
technikg PCR w
czasie rzeczywistym
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Oznaczenia ilosciowe

« Wartosci bezwzgledne: wynik
jest przedstawiony jako stezenie
(kopie/mL, IU/mL, itd.):

Xpert HIV-1 VL i Xpert HCV

« Wartosci wzgledne: wynik jest
przedstawiony jako Ratio: Xpert
BCR-ABL
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HIV-1 VL spadek wiremii podczas terapii

antyretrowirusowej (antiretroviral therapy, ART)
(metoda inna niz GeneXpert).
Grafika: hivbook.com

//Cepheid.
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Oznaczenie wartosci bezwzglednych dzieki zewnetrznym
wzorcom

1. Nalezy przygotowac¢ rozciehczenia probki
zawierajgcej docelowg sekwencje DNA w

znanym stezeniu. Rozcienczenie 1

2. Te rozcienczone prébki beda oznaczane \& '
réownolegle z prébkami nieznanymi, kazdaw g | Rozcienczenie 2
oddzielnej probowce g o

3. Dla kazdego stezenia podaje sie wartos¢ Ct e Probka 7

4. Wpykresla sie krzywg wzorcowg: Ct w funkcji %5 47 18 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41

stezenia Skl progow
W liniowym zakresie stezenia, 2 wzorce wystarczajg
5. Wartos¢ Ct dla probki nieznanej stosuje sie
do ekstrapolacji jej stezenia na podstawie
Krzywej wzorcowej

N

Cepheid.
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Oznaczenie wartosci bezwzglednych za pomoca

wzorcow wewnetrznych.

W wypadku Xpert HIV-1 VL.
Do wyliczenia stezenia w probce stosuje sie 2
wzorce:

« 1 wzorzec o wysokim stezeniu (IQS-H) =
106 kopii/mL

« 1 wzorzec o0 niskim stezeniu (IQS-L) =
103 kopii/mL

W oparciu o wartosci Ct i znane stezenie
kazdego ze wzorcow oraz wartos¢ Ct
nieznanej probki, stezenie w nieznanej
probce zostanie obliczone przez
oprogramowanie GeneXpert.
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Analyte Result

Analyte Ci EndPt Analyte Result Probe
Mame Check
Result
HIv-1 EXR 480 POS PASS
1Qs-H 245 253 PASS PASS
1Qs-L 4.1 586 PASS PASS
Legend
¥l [#] HIV-1; Primary [~
50D vl [.] 1aS-H; Primary
& ¥l || 1QS-L; Primary
S
5400
o
=
=
200
0
10 20 30 40
Cycles

N
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Obliczenie stezenia w probce

y = wiremia

(kopii/mL)

IQS-H

1 000

10100

1QS-L
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Oznaczanie wartosci wzglednych za pomocg PCR w czasie rzeczywistym

(Z: Xpert BCR-ABL)

« Oznaczanie wartosci wzglednych wyraza

zmierzony poziom sekwencji docelowe]
wzgledem poziomu kontroli wewnetrznej
(genu referencyjnego)

» Gen referencyjny moze byc¢ endogenny.

Dzieki temu moze takze potwierdzac, ze w
badaniu uzyto wystarczajgcej ilosci probki.

» Dzieki niskiej zmiennosci, kontrole

39

endogenng mozna takze stosowac jako
wskaznik hamowania PCR.
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*| Kontrola endogenna i

o //
g “w \ ///
i e i \ Sekwencja
4 10 20
Cytles

B docelowa

DODATNI [1,54% (IS) i MR 1,81]

Przyktadem jest wynik testu
Xpert BCR-ABL Ultra

//Cepheid.




Whnioski

PCR w czasie rzeczywistym jest:

« Szybka

« Czuta

Precyzyjna

tatwa w wykonaniu

Mozliwa do zastosowania do oznaczen ilosciowych

N
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Nauka co roku w nieprzerwany sposoOb dostarcza
nowych zasobow cudownych prawd i
olsniewajacych urzadzen. o

Kary Mullis
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