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Детекция и измерване на ДНК и РНК

Presenter Notes
Presentation Notes
Slide 2:
Често в експерименталната работа искаме да идентифицираме уникална ДНК секвенция. Обикновено е важно също тази секвенция  да се определи точно количествено. Това понякога е много трудно особено ако  е рядка последователност в среда на висок background от друга ДНК.
Този основен въпрос възниква при много различни приложения.
1. Explain Cancer, RMD and CNV, and Pathogen Detection (viruses)
2. Talk about GMO (RED) and Environmental Monitoring (dirty samples)
3. Gene expression (absolute quantification and single-cell resolution
4. Use PCR to complement other molecular biology techniques such as NGS (quant of libraries) and CRISPR (quant of edited genomes)
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Предимства на дигиталния PCR 

ddPCR е с подобрена прецизност, 
чувствителност и възпроизводимост

•Крайна точка (end-point) PCR (0 или 1);
•Не зависи от стандарти
•Лесен за анализ и интерпретация
•Толерантност към PCR инхибитори

Използва се за трудни приложения

•Измерване на малки разлики на ДНК таргети 
между пробите
•Измерване и детекция на много ниски 
концентрации и с голяма специфичност при 
сходни таргети

Presenter Notes
Presentation Notes
Slide 10 (Can Hide):
***(transition) Next, droplets are generated in the Manual Droplet Generator
	1. It takes 2.5 minutes to do a column of 8 and a half hour to complete a full 96-well plate
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Автоматизиран анализ на данните

Позитивни 
капки

Негативни 
капки

Прагова линия

Позитивни дроплети съдържат поне едно копие таргетна ДНК

Presenter Notes
Presentation Notes
Slide 5:
*** Така изглеждат данните
	1. Анализа е напълно автоматизиран  от QuantaSoft software
	2. axis У – флуоресценция; Х – брой капки анализирани
	3. Пропорцията от позитивни  към негативни  капки определя стартовата концентрация на ДНК молекулите
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Едновременна детекция на два таргета-
мултиплекс

Двуизмерна 2D графика на едновременна детекция на два таргета, 
една във FAM и една в HEX.

Presenter Notes
Presentation Notes
Двуизмерна 2D графика на едновременна детекция на два таргета, една във FAM и една в HEX канали
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Нови приложения на ddPCR в онкологията

1. Детекция на мутации с ниска честота в клинични (деградирани) проби

•Sanger 20%, NGS 1-5% и ddPCR ‹0.01%
•FFPE, цсДНК
2. Промени в брой соматични копия

-валидиране или допълване на данни от array comparative genomic hybridization (aCGH), 
FISH, NGS;

3. Течна биопсия

-циркулираща туморна ДНК (цтДНК)
-циркулиращи туморни клетки (ЦТК)

4. Епигенетични тествания

5. Регенеративна медицина

Чувствителността на ddPCR се използва за характеризиране на стволови клетки и за 
създаване на пациент-съвместими стволови клетки за персонализирани терапии 

Presenter Notes
Presentation Notes
Slide 10 (Can Hide):
***(transition) Next, droplets are generated in the Manual Droplet Generator
	1. It takes 2.5 minutes to do a column of 8 and a half hour to complete a full 96-well plate
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Таргетни терапии
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Течна биопсия

ddPCR е най-чувствителният метод за детекция на соматични мутации и  един от най-
добрите методи за анализи на цтДНК.

Presenter Notes
Presentation Notes
ddPCRсе използва за течна биопсия - туморна диагностика която измерва ctDNA освободена в кръвта на пациента от туморна апоптоза, некроза или секреция. Минимално-инвазивна в сравнение с директната биопсия, течната биопсия е особено атрактивна когато тумора не е достъпен.
Мониторинг на генни мутации и епигенетични промени са двата начина за детекция и проследяване на ctDNAs. Специфичните генетични вариации в туморните клетки отразяват физическите условия и отговорите към терапия на пациентите. 
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Течна биопсия

. 

Адаптирано от: Bronkhorst,A.J., Ungerer,V., Holdenrieder,S. Early detection of cancer using circulating tumor DNA: biological, 
physiological and analytical considerations; Critical Reviews in Clinical Laboratory Sciences, 2019;57:4, 253-269

Presenter Notes
Presentation Notes
ddPCRсе използва за течна биопсия - туморна диагностика която измерва ctDNA освободена в кръвта на пациента от туморна апоптоза, некроза или секреция. Минимално-инвазивна в сравнение с директната биопсия, течната биопсия е особено атрактивна когато тумора не е достъпен.
Мониторинг на генни мутации и епигенетични промени са двата начина за детекция и проследяване на ctDNAs. Специфичните генетични вариации в туморните клетки отразяват физическите условия и отговорите към терапия на пациентите. 
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Адаптирано от Goldman,JW., Noor,ZS, Remon,J. et al. Are
liquid biopsies a surrogate for tissue EGFR testing?; Annals of Oncology 29 (Supplement 1): i38–i46, 2018 

doi:10.1093/annonc/mdx706 ESMO review

Течна биопсия за откриване на активиращи EGFR мутации, мониторинг 
на отговор към терапия и детекция на резистентност към ТКИ

Presenter Notes
Presentation Notes
ddPCRсе използва за течна биопсия - туморна диагностика която измерва ctDNA освободена в кръвта на пациента от туморна апоптоза, некроза или секреция. Минимално-инвазивна в сравнение с директната биопсия, течната биопсия е особено атрактивна когато тумора не е достъпен.
Мониторинг на генни мутации и епигенетични промени са двата начина за детекция и проследяване на ctDNAs. Специфичните генетични вариации в туморните клетки отразяват физическите условия и отговорите към терапия на пациентите. 
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Микросателитна стабилност и нестабилност

ddPCR MSI тестът работи с ДНК от тъканни проби и с ДНК от течна биопсия.
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ddPCR при хематологични неоплазии: 
нов молекулярен метод за прогноза и терапия

ddPCR и миелоидни  разстройства

Адаптирано от Galimberti, S.; Balducci, S.; Guerrini, F.; Del Re, M.; Cacciola, R. Digital Droplet PCR in  
Hematologic Malignancies: A New Useful Molecular Tool. Diagnostics 2022, 12, 1305

ddPCR и лимфопролиферативни неоплазми

ddPCR и имунотерапии

Presenter Notes
Presentation Notes
Slide 37:
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Детекция на ранно отхвърляне при трансплантация

Presenter Notes
Presentation Notes
Slide 37: Детекция на cfDNA от донора в гостоприемника е трети пример за потенциала на cfDNA диагностиката заедно с cfDNA от фетуса в майчина кръв и персонализирани биомаркери в плазма за минимална резидуална болест при тумори. 
Анализа на Gcf DNA с ddPCR е неинвазивен метод за мониторинг на травмиране на трансплант след трансплантация 



13

Течните биопсии: на g-cfDNA за детекция на травмиране 
на бъбречен алографт

• Серийни определяния на g-cfDNA могат рано да 
предложат или изключат остро и хронично отхвърляне, 
както и други травми на графта, като се избягват излишни 
биопсии.

• Като биомаркер dd-cfDNA има потенциала за
икономически изгодно наблюдение на трансплантирани 
реципиенти за намаляване ретрансплантациите и
преждевременната загуба на графт.

• Определянето на dd-cfDNA позволява детекция
на недостатъчна имуносупресия и затова е полезна за
минимизиране на имуносупресията.

Oellerich, M., Sherwood, K., Keown, P. et al. Liquid biopsies: donor-derived cell-free DNA for the detection of 
kidney allograft injury. Nat Rev Nephrol 17, 591–603 (2021).

Presenter Notes
Presentation Notes
Slide 37: Детекция на cfDNA от донора в гостоприемника е трети пример за потенциала на cfDNA диагностиката заедно с cfDNA от фетуса в майчина кръв и персонализирани биомаркери в плазма за минимална резидуална болест при тумори. 
Анализа на Gcf DNA с ddPCR е неинвазивен метод за мониторинг на травмиране на трансплант след трансплантация 
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Ранен постнателен скрининг за 

Спинална Мускулна Атрофия
Муковизцидоза
Комбинирана имунодефицит

Детекция на болестни епигенетични промени – ddPCR при ранно откриване на детски болести 
с комплексна генетика.

С помоща на dPCR се откриват повишени нива на неметилиран INS (препроинсулин) ген  в 
сравнение с метилиран INS при деца с начало на тип I диабет.

Откриване на тризомия 21 с  хиперметилиран фетален ДНК маркер на 21 хромозома.

Butchbach, M.E.R.  Applicability of digital PCR to the investigation of pediatric-onset genetic disorders,  Biomolecular Detection 
and Quantification, vol. 10, Dec. 2016  Pp 9-14

Педиатрична генетика

36
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Неинвазивна Пренатална Диагностика
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Качествен контрол на NGS библиотеки
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50 
bp

200 
bp

400 
bp

700 
bp

4-
plex

Качествен контрол на NGS библиотеки
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Experimental data kindly provided by Aneta Bugalová,
Comenius University, Bratislava

Качествен контрол на NGS библиотеки
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Достъпна, бърза и точна детекция на патогени и ефективно лечение.

- ДНК и РНК вируси

- HIV DNA и HIV long terminal repeats (2-LTR)/ котрол на антивирусна терапия, латентни 
резервуари

- CMV, hepatitis B virus, JC polyomavirus, HPV, HIV RNA, human T-lymphotropic virus, човешки 
риновируси

- hepatitis C virus /трансплантации/

- Количествено определяне на бактериални таргети 
Mycobacterium tuberculosis, Helicobacter pylori и др. ddPCR са много добри за по-точна детекция на 
ниски патогенни товари.
- Сепсис

- Паразити (напр. маларийните паразити Plasmodium falciparum и Plasmodium vivax) при всички 
възможни нива на инфекция поради значително по-високата си чувствителност от qPCR.

Li,H., Bai,R.,Zhenyu Zhao,Z. et al. Application of droplet digital PCR to detect the pathogens of infectious diseases; Bioscience Reports 
(2018) 38 BSR20181170 Review Article

Приложения в клиничната микробиология
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ddPCR осигурява безпрецедентна чувствителност за детекция на HIV
2013

Метод
 Дете с инфекция потвърдена от позитивно HIV DNA/RNA тестване на 2 ден след раждане
 Тестове позитивни за вирусен товар в плазма на 7, 12, 20 ден
 Достига незабележими нива на възраст 29 ден
 Ултрачувствителни тестове (dd PCR) показаха много ниски, но измерими  нива на HIV DNA на 24 

и 26 месеца.

Age HIV DNA detected by 
ddPCR

Replication-
competent virus 
detected

24 
months

37 copies/ million PBMC No

26 
months

4 copies/ million PBMC No

Ключови изводи
Чувствителност и прецизност на ddPCR
използвани да документират първи 
случай на функционално лечение при 
HIV+ дете

Presenter Notes
Presentation Notes
Свръхчувствителен тест показа много ниски, но измерими нива на  HIV DNA на 24 и 26 месец, недетектирани от стандартно qPCR тестване .


There were three types of tests done at age 24 months, six months after cessation of the ART: (1)  Plasma viral load which detected a single copy of RNA, (2) a co-culture assay which could not find any virus competent to replicate itself and (3) the QX100 which found 37 copies of HIV DNA per million PBMCs (peripheral blood mononuclear cells – basically what’s left in blood after removing red blood cells and clotting factors) at 24 months, decreasing to 4 copies of HIV DNA per million PMBCs at 26 months.   
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Сепсис
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Мониторинг на патогени в популацията

Presenter Notes
Presentation Notes
Slide 10:
 ddPCR е чудесна също и с мръсни проби като фекални,  почвени, FFPE  проби, кръвни проби които обикновено са тежко деградирали или съдържат инхибитори

http://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://www.amsbio.com/tissue-samples-frozen-ffpe-blocks-sections-arrays.aspx&ei=c61rVfjCHYeTsAW26YOoCA&bvm=bv.94455598,d.aWw&psig=AFQjCNFkH2wvcZ_Izi_Z-1PzQF4EGhQCgQ&ust=1433206454296194
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Мониторинг на патогени в популацията

Presenter Notes
Presentation Notes
Slide 10:
 ddPCR е чудесна също и с мръсни проби като фекални,  почвени, FFPE  проби, кръвни проби които обикновено са тежко деградирали или съдържат инхибитори
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N501Y
(Alpha, Beta, 
Gamma)
HV69
70
(Alph
a)

P681R 
(Delta / 
Kappa)

K417
T
(Gam
ma)

Мониторинг на патогени в популацията
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Дигитален PCR –
потенциал за едно по-здраво общество

Presenter Notes
Presentation Notes
Slide 2:
Често в експерименталната работа искаме да идентифицираме уникална ДНК секвенция. Обикновено е важно също тази секвенция  да се определи точно количествено. Това понякога е много трудно особено ако  е рядка последователност в среда на висок background от друга ДНК.
Този основен въпрос възниква при много различни приложения.
1. Explain Cancer, RMD and CNV, and Pathogen Detection (viruses)
2. Talk about GMO (RED) and Environmental Monitoring (dirty samples)
3. Gene expression (absolute quantification and single-cell resolution
4. Use PCR to complement other molecular biology techniques such as NGS (quant of libraries) and CRISPR (quant of edited genomes)
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Вниманието !
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