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Room 305 Lectures (Digital PCR)
then Room 1 Maccura D600 + GenePure Pro
then Room 2 Sniper DQ24

August 26-27, Mon & Tues  (Day 1-2)

Rooms 305, 1 & 2

August 28-29, Wed &  Thurs (Day 3-4)

Rooms 305, 1 & 2

Room 305 Lectures (Digital PCR)

then Room 1 Maccura D600

then Room 2 Sniper DQ24 + GenePure Pro

Schedule



Master-class on Sample 
preparation using 
the GenePure Pro 
automatic nucleic acid 
isolation system

GenePure Pro 

Starting



Master-class on 
Maccura D600 digital PCR

Maccura D600

Digital PCR



Master-class on 
Sniper DQ24 digital PCR

Sniper DQ24 

Digital PCR



qPCR - Gold Standard

qPCRPCR > agarose



dPCR – New Gold Standard

dPCRqPCR



Digital PCR – Origins



Digital PCR – Origins

Single molecule PCR

Limiting dilution PCR



Digital PCR



цифровая ПЦР

1 реакция

Большинство ПЦР

1 результат

Один эксперимент –
не эксперимент

qPCR и его аналоги

3-5 
повторных 

реакция
1 результат

Репликаты (трипликаты, тетрапликаты, пентапликаты)



цифровая ПЦР



цифровая ПЦР



цифровая ПЦР

qPCR и его аналоги

3-5 повторных реакция
1 результат

Репликаты (трипликаты, тетрапликаты, пентапликаты)

отбор образца ДНК (n= 3-5)



цифровая ПЦР (digital PCR)

Флуорофоры

qPCR реактивы

1 образец ДНК
Свыше 20 000 реакций

= 20 000 
экспериментов за 

раз на образец

1 молекула ДНК на 
реакцию

qPCR

Пул молекул ДНК 
как 1 реакция

dPCR

Независимые ПЦР
1 молекула = 

1 реакция



цифровая ПЦР (digital PCR)

Флуорофоры

qPCR реактивы

1 образец ДНК
Свыше 20 000 реакций 1 точный результат

Абсолютли
кванитификация

= 20 000 
экспериментов за 

раз на образец

1 молекула ДНК на 
реакцию



цифровая ПЦР (digital PCR)

Digital PCR

Single Cell 
Sequencing

Microfluidics



Варианты цифровой ПЦР (digital PCR)

Droplet digital 
PCR

Капельная 
цифровая ПЦР

Digital PCR
on array

Цифровая ПЦР 
на чипе

Bio-Rad, RainSure ThermoFisher, Optolane



Варианты цифровой ПЦР (digital PCR)

Oscillation 
Digital PCR

Генерация капель 
осцилляцией

Sniper, Maccura

Digital PCR
on nanoplate

Цифровая ПЦР
на нанопланшете

Qiagen, et.c.



Digital PCR



Digital PCR



Digital PCR



Digital PCR



Digital PCR



Digital PCR



Digital PCR



Подводные камни



Качество ДНК

"Эффект дождя" Электрофореграмма образцов геномной ДНК

Результат ddPCR

Качество ДНК



Типы красителей/ гасителей



Не полная рестрикция

"Эффект дождя"

Результат ddPCR при неполной рестрикции

Качество ДНК



Количество ДНК

"Перегруз"



Количество ДНК

"Перегруз"
Избыток таргетного региона (кДНК)

Количество ДНК



Количество ДНК

"Перегруз"
Избыток таргетного региона (кДНК)

Количество ДНК



Распад зондов
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1 год

2 года

3 года

5 год

4 года

По времени

Высвобождение 5'-Reporter Высвобождение 3'-Quencher

По циклу 
заморозка/
разморозка

4 з./р.

10 з./р.

20 з./р.

16 з./р.

Распад зондов



Влияние количество циклов на эффективность ddPCR
Влияние количество циклов на эффективность ddPCR



Стабилизация капельСтабилизация капель



Некоторые решения



qPCR (detection)

TaqMan

Pacman

Специфические зонды

• TaqMan assay

• Taq-pol – exonuclease activity

DNA
Forward

Probe
R Q



Probe

qPCR (detection)

TaqMan

Pacman

DNA
Forward

R Q

QR

Специфические зонды

• TaqMan assay

• Taq-pol – exonuclease activity

• Reporter – флуорофора

• Quencher - гаситель



TaqMan

Minor groove binder



Cycles

TaqMan

Allele Specific qPCR (AS-qPCR)

G
Forward

C
R MGB

Q



TaqMan

Double quenching 

Forward

R Z Q

Maier (2017) JMD 



TaqMan

Double quenching 



Цифровая ПЦР 
это не только TaqMan



KASP

Competitive Allele-Specific PCR

Forward

• KASP Assay Mix

A

Forward C Reverse

• KASP Master Mix

G

Denaturation Step

Tail Y

Tail Z

Antitail Z

Antitail Y

G

Q

Q

R

G



C

KASP

Competitive Allele-Specific PCR

Forward

• KASP Assay Mix

A

Forward C

Reverse

• KASP Master Mix

G

Annealing-Elongation Step
G

Tail Y

Tail Z

Antitail Z

Antitail Y

G

Q

Q

R



KASP

Competitive Allele-Specific PCR

Forward

• KASP Assay Mix

A

• KASP Master Mix

Denaturation Step

Tail Y

Tail Z

Antitail Z

Antitail Y

G

Q

Q

R

ForwardTail Z C

reverse



GAntitail Z

KASP

Competitive Allele-Specific PCR

Forward

• KASP Assay Mix

A

• KASP Master Mix

Annealing Step

ForwardTail Z C

reverse

Tail Y

Tail Z

Antitail Z

Antitail Y

G

Q

Q

R



GAntitail Z

KASP

Competitive Allele-Specific PCR

Forward

• KASP Assay Mix

A

• KASP Master Mix

Denaturation Step

reverse

Tail Y

Tail Z

Antitail Z

Antitail Y

G

Q

Q

R



GAntitail Z

KASP

Competitive Allele-Specific PCR

Forward

• KASP Assay Mix

A

• KASP Master Mix

Annealing Step

reverse

Tail Y

Tail Z

Antitail Z

Antitail Y

G

Q

Q

R

C     .



Undefined
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 1

KASP

Competitive Allele-Specific PCR

2D plot

Channel 2

Genotype 
GG

Genotype 
GT

Genotype 
TTNA



DNA

Formulae



DNA

Formulae



LNA

Locked nucleic acid



NAMs – nucleic acid mimics

LNA



phAmp

RNase H-dependent PCR



phAmp

RNase H-dependent PCR

Dumb idea but What if 
we combine 

DNA and RNA into 
a single string



What if 
we combine 

DNA and RNA into 
a single string

phAmp

RNase H-dependent PCR

What could go wrong?
hmm



phAmp

RNase H-dependent PCR

DNA R DNA

deoxyribose's

Ribose

RNase H2



phAmp

RNase H-dependent PCR

Ribose

RNase H2

DNA R DNA



phAmp

RNase H-dependent PCR

RNase H2



phAmp

RNase H-dependent PCR

Forward

• phAmp Assay Mix

B

• phAmp Master Mix

Tail Y

Tail Z

Probe
QR

T
A

Probe
QG

A R

Forward BС R

Reverse

B

R



phAmp

RNase H-dependent PCR

Forward BA R

Ribose

Adenine
ddNTP (block)

Universal 
tail-sequence Y

Univ. probe sequence 



phAmp

RNase H-dependent PCR

Forward

• phAmp Assay Mix

B

• phAmp Master Mix

Tail Y

Tail Z

Probe
QR

T

Probe
QG

A R

Forward BС R

Reverse

B

R



phAmp

RNase H-dependent PCR

Forward

• phAmp Assay Mix

B

• phAmp Master Mix

Tail Y

Tail Z

Probe
QR

T

Probe
QG

A R

Forward BС R

Reverse

B

R



phAmp

RNase H-dependent PCR

Forward

• phAmp Assay Mix • phAmp Master Mix

Tail Y

Tail Z

Probe
QR

T

Probe
QG

A

Forward BС R

BR

Reverse

B

R

Probe
QG



phAmp

RNase H-dependent PCR

Forward

• phAmp Assay Mix • phAmp Master Mix

Tail Y

Tail Z

Probe
QR

T
A

Forward BС R

.

Reverse

B

R

Probe
QG



phAmp

RNase H-dependent PCR

Forward

• phAmp Assay Mix

Tail Y

• phAmp Master Mix

Tail Y

Tail Z

Probe
QR

PSY A

Forward BС R

.
Reverse

B

R

Probe
QG



phAmp

RNase H-dependent PCR

Forward

• phAmp Assay Mix

Tail Y

• phAmp Master Mix

Tail Y

Tail Z

Probe
QR

Probe
QG

PSY A

Forward BС R

.
ReverseaPSYaTail Y T .



aPSYaTail Y T .

QR

phAmp

RNase H-dependent PCR

• phAmp Assay Mix • phAmp Master Mix

Tail Y

Tail Z

Probe
QR

Probe
QG

Forward BС R

Reverse
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phAmp

RNase H-dependent PCR

Channel 2

Genotype 
GG

Genotype 
GT

Genotype 
TTNA



Comparison



Напоследок

Напоследок



Drop-Off Assays

mut

Rev

Forw
Q QR

Rev

Forw

Q

QR

wt



Drop-Off Assays



Tripartite molecular beacons

CC

ARM
Q

ARM

G
C

G
Q



(Beacon-like) Scorpion probe

C

Stop-linker Forward
Q



(Beacon-like) Scorpion probe

C

G

G

Q



(Beacon-like) Amplifluor assay

Forward
Q



(Beacon-like) Amplifluor assay

Forward
Q

Reverse



(Beacon-like) Amplifluor assay

Forward
Q

Reverse



Copy number variation



Дизайн оценки Copy Number Variation

DNA

DNA (ref region)

FAM

VIC

CNV

Copy number variation



Дизайн оценки Copy Number Variation

DNA

DNA (ref region)

FAM

VIC

FAM

CNV

Copy number variation



Дизайн оценки Copy Number Variation

DNA

DNA (ref region)

FAM

VIC

FAM

CNV
Enzyme

Copy number variation



Дизайн оценки Copy Number Variation

DNA

DNA (ref region)

FAM

VIC

FAM

CNV
Enzyme

Copy number variation



Δ Dδ α цепи

ΔD+

ΔD+

ΔD+ & Ref

ΔD+ & Ref

Neg

Neg

Ref

Ref

Δ Jβ 1.1 β цепи

Neg Ref

ΔB+ ΔB+ & Ref

ОЦЕНКА Т-КЛЕТОЧНОГО СОСТАВА В ОБРАЗЦАХ ДНК



РАЗРАБОТКА ТЕХНОЛОГИИ ОЦЕНКИ КОЛИЧЕСТВА мтДНК НА КЛЕТКУ

Gref
+

mt+

Gref+

mt+

Градиент по времени элонгации

mt+

Gref
+

mt+

Gref
+

30 сек

Слепцов А.А. и соавт. (2021, Патент № 
W21020487)

ТЕХНОЛОГИЯ ОЦЕНКИ КОЛИЧЕСТВА МТДНК НА КЛЕТКУ



Градиент по концентрации

РАЗРАБОТКА ТЕХНОЛОГИИ ОЦЕНКИ КОЛИЧЕСТВА мтДНК НА КЛЕТКУ

0,1 нг 5 нг

Gref
+

mt+ mt+

Gref
+

Gref
+

mt+mt+mt+

Gref
+

Gref
+

Gref
+

mt+mt+

Gref
+

ТЕХНОЛОГИЯ ОЦЕНКИ КОЛИЧЕСТВА МТДНК НА КЛЕТКУ

Слепцов А.А. и соавт. (2021, Патент № 
W21020487)
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