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Cenni Storicl

Prima dell’lavvento della PCR [I'analisi
molecolare sI avvaleva di varie tecniche:

 Southern blotting (1975): permise |l
rudimentale mappaggio di geni

e seguenziamento di DNA (1978):
richiedeva Il clonaggio di geni in vettori

e |la costruzione di library di geni e il loro
screening richiedeva molti mesi di lavoro
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Siudies on Polynuclcotides

XCVI.t Repair Replication of Short Synthetic DMNA’s as catalyzed by
DNA Polymerases

K. Kigevrw,} B Onreoxa§ R Kinrr= 3 I MorLiweoX ||
awp H. G. Knowanas

Instrida for Encipme Rewarch of the Univeraity of Wisconsin
Modison, Wisc, 537006, U 8.4,

(Recwived 20 July 1570)
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iained fo be abodt fre to seven unite beag, while tho [rirmsrs coquirsd To oo mes
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Cenni Storicl

La procedura iniziale prevedeva l'utilizzo del frammento
di Klenow dell’lenzima DNA polimerasi di E.Coli che
veniva aggiunto fresco ad ogni ciclo di amplificazione:
guesto enzima essendo termolabile veniva Infatti
Inattivato durante il passaggio di denaturazione del DNA.

L’avvento della Tag DNA polimerasi da Thermophilus
aquaticus (Saiki et al 1988) ha notevolmente facilitato
'automazione di tale procedura e ha permesso di
lavorare a temperature di annealing e di estensione
(72°C) molto piu elevate, aumentando cosi la stringenza
dell'ibridazione fra primer e templato e quindi la
specificita del prodotto amplificato.
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Real Time PCR

LED array

Excitation beam—.

— |

S5-well £ . R | . Fresnel lens
unskirted plate j
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—— Temperature Tracing = Fluorescence Aoquisition
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PCR real time

La PCR in tempo reale nasce con caratteristiche di
tecnica fondamentalmente di tipo quantitativo.

Anche In assenza di una curva di calibrazione Il
raggiungimento della soglia di fluorescenza da
Indicazioni sulla concentrazione del target.

La soglia di fluorescenza corrisponde a una quantita
fissa di acido nucleico per una determinata
configurazione del sistema e dal tipo di fluoroforo
Impiegato

Noto il ciclo soglia e possibile calcolare la quantita
molare di acido nucleico iniziale secondo l'equazione
che descrive la cinetica di amplificazione
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B File Quantification  Report

- [Quantification: ParvoB19% 30082002; F2; PCR Amplification seg 2; CCC apoecolor]
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Jablonski Energy Diagram
Excitation Excited Singlet States
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Figure 1

Ground State

La radiazione emessa ha una
energia inferiore

rispetto alla radiazione incidente e
una lunghezza d'onda
maggiore.

— Internuclear Separation —»
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Reporter
Dyes

Cascade Blue (410)
Pacific Blue (455)

Oregon Green (438X)

Bodipy FL-X (510)

Flourescene (520) 5,6 FAM (518)
Oregon Green (524)

TET (536)

Bodipy R6G-X (547) JOE (548)

HEX (556)

Cy3 (570)

Cy3.5 (596)

ROX (605)
Texas Red-X (614) Bodipy TR=X (617)

Light Cycler 640 (640)
Bodipy 630/650-X (650)
Cy5 (667)

Cy5.5 (694)

SOCIDT

INTEGRATED DNA
TECHNOLOGIES, INC.

Dark
Quenchers

ldeal Range

Useful Range
400 nm

Dabcyl

BHQ-1

QYs-7
BHQ-2

700 nm

www.idtdna.com

Dye Quencher
5 BHQ-4/ TAMRA
HEX/JOE BHQ-2
Texas Red/ROX BHQ-2
Cy5/Quasar670 BHQ-2 ( or-3)

6-carbossifluoresceina

o6-carbossitetrametilrodamina
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SYBR Green |

e All'inizio del processo di amplificazione, la miscela di
reazione contiene DNA denaturato, primers e la
molecola fluorescente.




SYBR Green |

 Dopo l'annealing dei primers, si legano poche molecole
fluorescenti alla doppia elica.

1 Emitted Light

wi
~




SYBR Green |

« Durante I'elongazione si verifica un aumento di
fluorescenza che corrisponde all' aumento del numero di
copie dell’amplicone

Polymerase
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SYBR Green |

Metodica semplice

Possono essere utilizzati primers in uso in qualitativa
Non costosa

Non-specifica

— La molecola fluorescente si lega random a tutte le
doppie eliche, includendo | dimeri di primers;

— E necessario ottimizzare la metodica per evitare la
formazione di prodotti aspecifici;

— E utilizzabile con buoni risultati nelle analisi delle
curve di melting (genotipizzazione).
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Opzioni fluorescenti nella PCR RT

* Le sonde piu comuni si basano sulla chimica
convenzionale degli ac. Nucleici

« PNA: polimero organico simile al DNA o RNA,
a carica neutra, con scheletro costituito da
unita ripetute di , unite
da legami peptici. Le basi puriniche e
pirimidiniche sono unite da legami metile-
carbonili.

e Poiché lo scheletro del PNA non contiene
gruppi fosfato carichi, Il legame tra filament

PNA/DNA e piu forte di quello DNA/DNA,
grazie alla minore repulsione elettrostatica.
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Opzioni fluorescenti nella PCR RT

 Una caratteristica importante degli oligomeri di PNA e
quella di presentare una alta specificita anche In
presenza di molecole brevi. Gli oligomeri di PNA,
infatti, mostrano una maggiore specificita anche nel
legame con DNA complementare: cio significa che gli
accoppiamenti errati tra basi sono piu destabilizzanti
nel caso di filamenti PNA/DNA (ma anche PNA/RNA)
piuttosto che tra filamenti di DNA/DNA.

e Le molecole di PNA non sono riconosciute né dalle
nucleasi ne dalle proteasi: per questo motivo sono
dunque resistenti alla degradazione enzimatica. | PNA
sono stabili anche in un largo range di pH.
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Opzioni fluorescenti nella PCR RT

« Altra famiglia di analoghi del DNA sono le

: E' un nucleotide RNA
modificato. La molecola di ribosio di un
nucleotide LNA e modificato dalla presenza di
un extra legame che unisce l'ossigeno 2’ al
carbonio 4'.

|l legame blocca il ribosio nella conformazione
3’endo (Nord).

* | monomeri LNA possono essere Incorporati
allinterno di  oligonucleotidi sintetici  a
placimento usando iI metodo della

fosforoamidite (sintesi inversa del DNA 3 5’)
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B LNA Monomer

B-D configuration
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Sistema senza distruzione

oligonucleotidi

Halirpin oligoprobes : | “molecular beacons” sono
stati le prime sonde oligonucleotidiche
fluorogeniche ad hairpin descritte per le
applicazioni RT-PCR.

— Hairpin oligoprobes |

— Wavelenght-shifting hairpin oligoprobes |' H

— Tripartite molecular beacons (TMB). e S
Self-priming — Fluorogenic amplicon:
concettualmente simili alle hairpin, con la
differenza che il fluorocromo viene incorporato
irreversibilmente nelllamplicone formato.
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DNA target
_—
Tag digestion

DMA target

hybridization
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MGB TagMan mechanism

Q) (F)
\CwED [ 1]

MGB Eclipse mechanism
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DzyNA primer
(target and antisense DNAzyme)

Reporter substrate

(generic)
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Scorpion Probs

Gli Scorpions sono primers di PCR con una
coda “stem-loop” che contiene un fluoroforo e Loop
un quencher. La coda é separate dalla . locker Seatence
sequenza del primer di PCR da un “blocker”, Loop ol
una modificazione chimica che impedisce alla

Taq DNA polymerase di copiare la sequenza

dello Scorpions. Questo impedisce I'apertura

non specifica del loop. Gli Scorpions Stem
differiscono dalle metodiche tradizionali dal Spuence
momento che i loro meccanismo di “probing”
e intramolecolare. Durante la PCR, i primers R
Scorpions vengono allungati per produrre Quencher B W
prodotti di PCR. Durante la fase di annealing R ' .
la sequenza sonda nella coda dello Scorpion 0 oo AR S———

Internal
i Quencher | 3" Reporter

scivola indietro per ibridare con la sequenza / ' L |
target contenuta nel prodotto di PCR ey / |IH ey Synthesied
neoformato. Dal momento che la coda dello / ONA Strand
Scorpions e il prodotto di PCR sono ora parte Blocker Tatget DA ]

dello stesso strand, I'interazione & ' Complementary Jequence

intramolecolare, cineticamente favorevole e
altamente efficiente.

<

1. Quenching of the fluorescence 2. Emission of the fluorestence
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A Denaturation

Fluorescein

LLLLY |

C Elongation D End of Elongation
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B File Melting Curves Report  Window Help
Step 1: Melting Peaks | Step 2: Peak Areasl Extra; Marwal Tmi
i Calculation Method—————————— | Digital Filter —Analysiz Motes
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